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RESUMO

Foi estudado o cultivo da microalga Spirulina maxima, que produz guantidades
elevadas do acido graxo gama-linolénico, GLA, de grande interesse terapéutico, sendo ela
de facil manejo, em meios com trés niveis de nitrogénio, 2,5N (2,5g/1 KNGs), 0,2N (0,2¢/1
KNOs) e auséneia de N, nas temperaturas (T} de 25°C e 35°C, correspondentes as isotermas
do clima do Brasil. Utilizou-se 3 dornas com 3 litros cada uma do meio de cultivo proposto
por Paoletti et al (1975), sob condigBes limitantes de N, luminosidade constante de 2.400
lux, no laboratério do DTA/UFRRY, baseando-se em estudos anteriores.

Observou-se que embora a biomassa, a velocidade especifica e a produtividade
tenham diminuido com a diminuicio de T e de N, houve um acentuado anmento na fragio
lipidica e dos 4cidos graxos, de até 4 vezes no crescimento com auséncia de N. Segundo
autores, isto se deve i utilizagio das biliproteinas quando em condigbes de stress,
observado pela diminuigio das proteinas, 35% em média aproximadarnente.

Foram feitas as analises cromatograficas dos acidos graxos apolares, na
coluna capilar DB - 225, com a quantifica¢do dos componentes € a analise estatistica dos
resultados, aplicando-se planejamento fatorial de 3 x 2, com superficie de resposta.

Dos seis principais acidos graxos apolares que foram avaliados, o GLA,
aumentou 3,55 vezes em auséneia de N a 35°C, e 4,28 vezes em auséneia de N a 25°C,
aproximadamente, ¢ a produtividade 3,4 vezes a 35°C e 4,2 vezes a 25°C respectivamente,
para os valores médios.

Os outros 5 4cidos graxos identificados mostraram variagBes substanciais com 2
diminuigdo ou auséncia de N, todos obedecendo a uma variacio linear com T ¢ ndo linear
com N, para os valores médios. O écido palmitico, o maior componente, diminuiu com 2
diminuicgio de T e aumentou com a diminuigdo de N, 2,21 vezes a 35°C e 2,95 vezes 2 25°C
para o meio com 0,2N. O acido palmitoleico aumentou com o abaixamento de T de 35°C
para 25°C em até 3,3 vezes para o meio com 2,5N. O acido estedrico diminuiu com o
abaixamento de T e aumentou com a diminuig8o de N, 6,9 vezes a 35°C para 0 meio com
0,2N e 10,7 vezes a 25°C em auséncia de N. O Acido oleico diminuiu com ¢ abaixamento
de T e aumentou com a diminui¢do de N, 3,3 vezes a 35°C ¢ 2,2 vezes a 25°C para o meio
com 0,2N. O acido linoleico diminuiu com abaixamento de T ¢ aumentou com a

diminuiciio de N, 3,2 vezes 2 35°C e 2,9 vezes a 25°C em auséneta de N.
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SUMMARY

The growth of Spirulina maxima, which produces high amount of
gammalinolenic acid (GLA) of a great therapeutic concern, was studied in a medium
with three nitrogen levels, 2.5N (2.5 g/l KNOs), 02N (0.2 g/t KNOs) and nitrogen
absence at temperatures {T) of 25 and 35°C, corresponding to the Brazilian climate
isotherms. Three vessels were filled each with 3 litre of medium as proposed by Paoletti
et al. {1975), under limited nitrogen conditions and constant brightness of 2,400 lux, as
defined by our earlier studies.

Although the biomass growth rate and productivity decreased with T and N
concentrmon reduction, it was observed an accentuated fatty-acids increase in the lipid
fraction until 4 times in the medium without nitrogen, that was due the biliproteins use
at stress conditions. The observed average protein decrease was approximately 35%.

The chromatographic analyses of the apolar fatty-acids were accomplished by
DB-225 capillary column with component quantification and statistical evaluation of the
results through 3 x 2 factorial planning with surface response.

Among the six principal fatty acids evaluated, the average values of GLA
concentration increased 3.55 and 4.80 times in nitrogen absence at 35 and 25°C
respectively, while its productivity increased 3.46 and 4.20 times & the same
temperatures respectively.

Other five fatty-acids were identified and their average concentrations showed
substantial variation with concentration decrease or absence of N not following a linear
correlation, but a linear correlation was observed with respect to T,

The palmitic acid concentration decreased 2.21 and 2.95 times when N
concentration was reduced to 02N at 35 and 25°C respectively. The palmitic acid
concentration increased 3.3 times when T decreased from 35 to 25°C in the medium
with 2.5N. The estearic acid concentration increased 6.9 times at 35°C when N
concentration was reduced to 0.2ZN and 10,7 times at 25°C in the absence of N. The
oleic acid concentration increased 3.3 and 2.2 times at 35 and 25°C respectively when N
oncentration was reduced to 0.2N. The linolenic acid concentration increased 3.2 and

2 9 times at 35 and 25°C respectively in the absence of N.



NOMENCLATURA UTILIZADA

BV ——emeenuee yalar biclogico

PER -wm——wmeemm- indice de eficiéncia proteica

W3 e mega 3 - familia de dcidos graxos (LA, EPA, DHA)
WO manmmsrmoamem—ee Gpiega 6 - familia de dcidos graxos

PGE] ~owmmem—me prostaglanding 1

PGE2 —wwmmeen— prostaglandina 2

{1y weremmem—— velocidade especifica de crescimento (@

Yy ~ree—een—re Velocidade especifica de crescimento maxima @”

t tempo (dias)

ts tempo de geraciio (dias)

t tempo total do cultivo (dias)

tm tempo onde o crescimento alcanca o valor maiximo {dias)
S substrato (g/1)

Kg valor do substrato onde a velocidade especifica € %2 pnex (g/1)
A% volume do sabsirato (litros)

X biomassa em peso seco (g)

Y rendimento (%)

YX/§ - rendimento de biomassa por substrato consumido {%})
Yp/x ameeem—s rendimento de produto por biomassa produzida (%)
Yp/s rendimento de produte por substrato consumide (%)
N nitrogénio

T temperatura (*C}

yep meerm—meeem—nen TEPELiCHO

BIOM biomassa

PRODM ~— produtividade mixima

PRODT ~—em—~ produtividade total

PROT - -~ proteinas

LIPT -—wnem——lipidios totais

CIN  wessnm cinzas

CHIDR -- carboidratos
AGRAX ~acidos graxos

ALA icido alfa-linolénico
GLA dcido gama-linolénico

PGLA «wwm—em-—- produtividade do dcido gama-linolénice

DGLA icide dihomo gama-linolénico
LA acido linoleico

AA e icido araquidinico

EPA weemssmm——mw—-gcido eicosapentaendico
DHA -~ #cido docoliexaendico

PAIM ———ee fcido palmitico

PMOLE] ——— #cido palmitoleico

ESTEAR — dcido estedrico

QLEICO acido oleico

LINOLEY ——— #cido linoleico



1 - INTRODUCAO :

As microalgas sdo cultivadas comercialmente em varios paises com diversas
aplicagBes comerciais, principaimente devido aos altos teores de proteinas, lipidios, sais
minerais, vitaminas, e pigmentos. O maior potencial das microalgas ainda ¢ a aplica¢do em
alimentos e uso terapéutico.

As espécies mais comuns sio as Cloroficeas (verdes) e as Cianoficeas (verde-

azuladas), sendo os géneros mais cultivados Clorella, Scenedesmus, Dunaliella e Spirulina

Segundo o Institute Frangais du Petrole (1963), as tribos da Africa Central utilizam
Spirulina moxima como alimento basico, onde esta cresce naturalmente em lagoas
alcalinas.

A Spirulina é uma cianobactéria, utilizada principalmente como complemento
alimentar e¢ dietas de emagrecimento. A sua velocidade de crescimento bem como o
tamanho do tricoma, apontam para a facilidade de manuseio ¢ a simplicidade na produgéo,
aliada & sua rusticidade.

As altas concentragdes de proteinas de facil digestdo, com a presenca de todos os
aminoacidos essenciais em teores acima do padrio da FAO-OMS para nutri¢go, lipidios
contendo acidos graxos essenciais, beta-caroteno, vitaminas do complexo B ¢ sais minerais,
indicam a sua preferéncia.

A Spirulina é a Gnica dentre vérias microalgas estudadas a apresentar quantidades
substanciais de dcido gama-linolénico (GLA) na fraggo lipidica produzida.

O GLA tem sido apontado como tendo propriedades terapéuticas importantes,
fazendo parte do grupo de acidos graxos essenciais. Ha evidéncias de que a perda da
enzima D6D (delta-6-dessaturase), que converte acido linoleico em gama-linolénico, esta
relacionada com o envelhecimento.

Fatores destrutivos, como diabetes, alcoolismo, radiagdes, viroses oncogénicas,
produtos carcinogénicos ¢ outros, reduzem a atividade da D6D, resultando caréncia de
GLA e seus derivados, fator crucial para a produgdo de prostaglandina E1 (PGEI),

substancia principal do sistema imunologico do organismo.



As consequéncias adversas da perda da D6D, sfio a caréncia de GLA e de seus
derivados, 4cido araquiddnico (AA), acido dihomo-gamalinolénico (DGLA), prostaglan-
dina El, prostaglandina E2 e acidos graxos de cadeia longa.

A importéncia da produgio do GLA pela Spirulina é que as outras fontes mais
conhecidas possuem concentragdes menores do que esta, por exemplo o leite materno e
Oleo extraido da semente oleaginosa da graminea “evening prim-rose “.

A economicidade do processo de cultivo é dependente da temperatura ¢ embora
;i Mas esnécies sejam adaptadas a temperaturas extremas (menores que 20° C ¢ maiores
que 40° C) as isotermas minimas e maximas 6timas para o seu crescimento estdo entre 25°
C e 35° C, fazendo com que as regites do mundo compreendidas dentro destas faixas sejam
privilegiadas para a produgfio destas microalgas.

As regides do mundo mais propicias sfo: México, América Central, Indonésia,
Norte da Austrlia, Nova guiné, Sudoeste Asiatico, India, Ardbia Saudita, Brasil e América
do Sul exceto regiées do sul, sendo que o Brasil apresenta-se como um dos paises com
maiores disponibilidades de matéria prima e mio de obra qualificada, com as maiores
possibilidades de produgo de algas de todo o mundo.

Para o Brasil vé-se um grande potencial pelas excelentes condigdes de clima, porém
a experiéncia de produgio de microalgas € muito pequena e est4 restrita & Spirulina tendo
sido necesséria a importagfio da ordem de 10 t (Microalgas S.A., 1988), com o prego de
US$ 20,00 a US$ 40,00 o quilo. A produciio nacional nesta ocasifio atingia menos de 10%
do mercado interno.

No Brasil a Spirulina ¢ usada apenas para a produgiio de capsulas (de 300 mg)
destinadas as dietas de emagrecimento. O seu efeito controlador do apetite ocorre se
ingerida uma ou duas horas antes das refei¢bes, devido a presenga dos aminoacidos
essenciais em quantidades balanceadas e composigdo rica em proteinas (Hansen, 1984).

Tem sido utilizada em formulagSes de alto teor nutritivo (health food), servindo de
complementagdo proteica e vitaminica, inclusive Bjs.

Estudos para a obtengio de ficocianina e 4cidos graxos essenciais ja sdo

reconhecidos e realizados em Israel, Franga e Japio.



2- OBJETIVOS::

Este trabalho teve como objetivo estudar o crescimento de Spirulina maxima
buscando a otimizagio da produgio de lipidios, em especial o acido graxo gama-linolénico,
considerando o alto teor deste acido graxo que ela contém e a rusticidade e simplicidade de
manuseio. Buscou a obtengdo de pardmetros cinéticos que favoregam o acomulo de
lipidios, em escala de laboratorio, em dornas de 3 litros, com vistas & utilizagio posterior
em maior escala em sistema fechado, onde seja possivel o controle das variaveis que levem
3 produgio dos diversos compostos de interesse.

A observagio das influéncias causadas pelas alieragbes das condigbes de cultivo,
para o aumento da produgdo de lipidios, foi feita nos limites de temperatura dentro da faixa
étima representativa das condigbes do Brasil, de 25° C e de 35° C, com variagéo de trés
niveis de nitrogénio, de acordo com estudos que demonstraram o aumento da formagdo de
lipidios com a dininuigdo da concentragio de nitrogénio, em meios com 2,5 g/l de NO3, 0,2
g/l de NO;s e 0 g/l de NOs (auséneia), respectivamente.

Foi feita a analise estatistica dos resultados, de planejamento fatorial com
superficie de resposta, a qual objetivou mostrar a maximizagio da produgio dos lipidios
bem como dos 4cidos graxos de interesse da sua composigio, com 0s respectivos

pardmetros cinéticos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

3.1- Importincia das microalgas:

As microalgas verdes (cloroficeas) ¢ as verde-azuladas (cianoficeas), fazem parte
das espécies de maior interesse econdmico na extragdo de substancias Uteis ou na utilizagdo
como complemento alimentar. Estas podem produzir quantidades substanciais de uma
massa celular que serd matéria prima para extragio de diversas substincias para suplemento
alimentar ou para uso terapéutico, como proteinas, vitaminas, lipidios, corantes e sais
minerais, (Ciferri & Tiboni, 1985; Cohen, 1986; Richmond, 1986; Fox, 1987; Borowitzka,
1992; Lincoln et at, 1993).

Embora até pouco tempo as aplicagies comerciais se restringissem ao
aproveitamento como fonte proteica, as microalgas ganham destaque em aproveitamento de
diversos compostos quimicos como ficocianina, 4cido gama-linolénico (Spirulina),
carotendides (Dunalielld), clorofilas (Clorella), e varios outros, (Cohen, 1986).

No Brasil, a produgdio ¢ muito pequena, salvo esforgos individuais, em que algumas
instituigdes desenvolveram até o momento algumas pesquisas, como na UFRJ, com
Scenedesmus quadriculata e Clorella homosfera (Rosemberg, 1976), na PUC RIJ, com
Spirulina platensis do lago Chad, Africa, em culturas externas (Wagner et al, 1987) e no
DTA/UFRRIJ, onde tem-se trabalhado em especial com Spirulina ( Robbs, 1988 ).

A producio mundial de Spirulina (cianoficea) ultrapassa 850 t/ano e a de Clorella
(cloroficea) 1500 t/ano, sendo os principais produtores mostrados na tabela 1, (Hills &

Nakamura, 1981; Cresswell et al, 1989).

TABELA 01 - Paises produtores de microalgas, (Hills & Nakamura,198];
Cresswel et al, 1989).

PAISES ESPECIES | PRODUCAO ANO
(t/ano)
Chiorella ind. / EUA Chlorella 150 1976
Sumpack / EUA Chliorella 50 1976
Kansai Chlor.Co./Japéo Chiorella 3 1977
Okinawa Chior.Co./Japio Chlorella 50 1977




Taiwan Chlor.Co./Formosa Chlorella 1.000 1976
China Chlor.Co./China Chlorella 320 1977
Sosa Texcoco/Mexico Spirulina 300 1983
Taiwan/Formosa Spirulina 300 1983
Dainippon Inc.Chem /EUA Spirulina 90 1983
Siam Algae Co./Tailandia Spirulina 60 1983
Spam. Spirul.Co./Japéo Spiruling 40 1983
k.- dills e Ein-yohow/Israel Spirulina 30 1984

3.1.1- Alimentacio

Varias espécies de microalgas sdo usadas como fonte de proteinas na suplementagéio
alimentar. Golebiowska et al (1993) compararam Clorella,  Spirulina, Dunaliella e
- outras fontes como a soja, o milho e o trigo, concluindo pelo alto

valor proteico da biomassa algal.

Metzer et al (1983), propuseram que as microalgas podem ser usadas como fonte
alternativa de lipidios comestiveis devido aos altos niveis de trigliceridios bem como sua
alta produtividade.

A Spirulinga tem uma histéria antiga em sua utilizacio como alimento e as
pesquisas ndo observaram nenhum fator indesejavel quanto a toxicidade, teratogenicidade,
acido nucleico, bactérias, pesticidas, cancerigenos e metais pesados, concluindo que a
Spirulina é um alimento seguro para humanos e para animais, (Atatsuka, 1979; Chamorro-
Cevallos (b), 1980; Kay, 1991).

O potencial das cianobactérias foi considerado como excelente para a
suplementagio humana, (Soeder & Subardja, 1972; Braun, 1988).

Durante a 2* guerra mundial, a Alemanha produziu microalgas como fonte de
alimento e outros paises a seguiram a partir de 1947. Esta dependia no entanto de estrutura,
fonte de carbono e da cultura do inéeulo para a sua viabilidade. No Jap#o foi construida a
primeira planta piloto de Chlorella ap0s a guerra, e outras plantas foram também

construidas na Alemanha e na Rissia. Em 1960 o Japao comegou a produgio industrial de



Clorella em Taiwan, alcangando sucesso como um novo alimento, e a partir dai o cultivo
em maior escala passou a ser feito em diversos paises.

O uso de microalgas na alimentagdo humana e animal aumenta o conteudo de
proteinas e vitaminas, 600 mg/dia, em po, nutre um individuo em suas necessidades
proteicas e vitaminicas, (Battacharjee,1970).

A fragdo proteica da Spirulina possui alta digestibilidade, 82 % em Spirulina
fresca, e valor bioldgico (BV) encontrado, razio de N absorvido/ N total, foi de 79,5%,
(Becker et al, 1982; Dillon et al, 1993). Esta é usada em dietas vegetarianas como
enriquecimento proteico, (Becker, 1993).

Foram encontrados resultados altamente positivos utilizando  Spirulina como
suplementagdo em alimentagdo, em experimento como combate a subnutri¢do realizado na
India, (Chandra-Babu & Rajasekaran, 1991).

As cianobactérias apresentaram excelentes resultados como ra¢do animal, € estudos
em alimentacdo de aves mostram que pode-se substituir em torno de 10% da fragao
proteica com sucesso, (Spacek et al, 1968; Blum et al, 1975). O teste de avaliagdo em
alimentagio animal mais utilizado é o PER (Razéo de eficiéncia proteica) e em estudos com
Spirulina, no México, a PER foi de 2,2, comparada com 1,86 de outras fontes, (Bourges et
al, 1971; Richmond, 1988).

A utilizagdio das microalgas para aquacultura ¢ considerada de grande importancia.
' Na Italia desenvolveu-se um sistema de cultivo
voltado para aquacultura em bolsas plasticas de 60
litros, sendo testado com sucesso no DTA/UFRRJ
para Spirulina (£-01), (Campos, 1996).

No Brasil o sistema de produgdo de
microalgas para aquacultura € feito com uma
ampliagio de escala de crescimento, iniciando-se
com garrafas plasticas de 2 litros, aumentando-se
para garrafas de 20 litros e para tanques de 100
litros, sendo este ultimo em galpdes com telhas
transparentes sem controle de temperatura, (Triant,

1997).




A biomassa algal é utilizada para alimemtagfio de moluscos bivalves, em estagio de
larvas e jovens. As algas deverSio ter alta concentragfio de 4cidos graxos da familia ws (De
Pauw & Persoone, 1988}

As clanobactérias dio excelentes resultados em aquacultura, a Spiruling € unlizada
em alimentacdo de larvas de ostras, camarBes e peixes, {(Becker, 1981; Pantastico et al,
1986, Fabregas & Herrero, 1986, Ayala & Vargas, 1987, De Pauwn & Persoone, 1988,
Benemann, 1992),

3.1.2 - Uses Terapéuticos

Devido a rica composicio das microalgas, em especial a Mpiruling, seus
componentes sio de grande aplicagiio terapdutica. Proteinas de fhcil digestdo sfo os mais
abundantes constituintes, seguidos de carboidratos, lipidios, minerais, vitaminas e
clorofila. Na frac@o proteica as biliproteinas tém grande importincia e quanto & composi¢io
de aminoacidos, esta é bem balanceada, com excecgio dos sulfurados, apresentando todos os
aminoacidos essenciais em quantidades acima do padrio estabelecido pela FAQO, (Paoletti
et al, 1980).

Especialmente na Spiruling, o conteido em &cidos nucleicos ¢ baixo, contém
vitaminas lipossoliiveis (pro-vitamina A, E, K e F), vitaminas do complexo B (B, By, Be,
By, Biotina, mesoinositol, acido Folico e pantotenato de Ca) e vitamina C, sendo que os
sais minerais mais abundantes sio K, P, Mg, Fe. Tem tido grande aplicagio para prevencio
de doencas bem como para a terapia de vérias patologias, muito pela presenca do GLA,
necessario na sintese do acido araquidOnico (AA) e da prostaglandina-1 (PGEy), da
ficocianina, da vitamina Bis, do beta caroteno e outros, conforme descriminado abaixo,
(Henrikson, 1988; Richmond, 1988; Dubacq & Pham-Quoc, 1993):

1) Na desnutrigio e no combate a anemia, com ferro assimildvel e vitamina By,

{(Fox, 1993; Franke et al, 1994, Sautier & Tremolieres, 1976; Fox, 1993},
2) Naintoxicagio por pesticidas organo-fosforados, (Richmond, 1988},
3) Na cicatrizagic de feridas e no tratamento de eczemas topicos, (Tanticharoen et

al, 1994; Richmond , 1588).



4) No tratamento do alcoolismo, da psicose maniaco-depressiva e esquizofrenia,
deficiéncia de GLA, (Horrobin, 1981; Horrobin et al, 1983},

5) Nas doengas cardiovasculares, na regulagio da pressiic arferial, influéncia do
GLA, (Kernoff et al, 1977, Fox, 1993; Richmond, 1988; Becker, 1993).

6) Na recuperago de artrites, (Richmond, 1988).

7} No controle da obesidade e na reduglio do colesterol, {Devi & Venkataraman,

1983; Becker et al, 1986; Nakaya, 1986, Nakaya et al 1982; Fox, 1993}

8) No controle de certos tipos de céncer, influéncia do beta-caroteno e da
ficocianina, (Vandamme, 1993; Fox, 1993; Fedkovic et al, 1993)

9) Na corregio da deficiéneia de vitamina A, (Annapurna et al, 1991; Lemoine et
al, 1993).

10)Na eliminagio de radionucleides, criangas de Tchernobyl tratadas com
Spiruling diminuiram o nivel do césio radioative, ( Fox, 1993).

}1)Na corregio da deficiéncia de zinco no sistema imunoldgico e no tratamento da
diabetis tipo I, pela acdo do GLA, ( Pascaud, 1993).

12) Efeito antioxidante, no controle do envelhecimento, (F edkovic et al, 1993;
Bulik, 1993).

13)Na eliminagdo de metais pesados, de drogas e na redugio da nefrotoxidade,
(Belay et al, 1992; Sandau et al, 1996).

14)No tratamento da AIDS, ajudando na atuagio do Lactobacillus mtestinal e
melhorando o sistema imunoldgico, (Belay et al, 1992; Fox, 1993; Pascaud,
1993).

3.1.3 - Produtos de Enferesse

O cultivo industrial de microalgas é baseado na eficiéncia e direcionamento de um
sistema de transformacgio da energia solar em compostos orglnicos de interesse para
extracio de substincias, ou aproveitamento em sua forma bruta. Dos produtos mais
importantes & conhecidos, destacam-se : proteinas e outros polimeros, pigmentos, enzimas,
gis metano e hidrogénio, sais ¢ osmorreguladores e produtos farmacéuticos, (Cchen, 1985,

Richmond, 1986, Fox, 1987).



As proteinas representam a maior produgdo por ser o principal componente das
microalgas, calculando-se a média anual, em Spirulina, de 50 t/hectare, (Savins, 1978;
Golebiowska et al, 1993).

Obtiveram-se excelentes resultados para a produgdo de compostos orginicos e gés,
incluindo pigmentos e vitaminas, por Spirulina
platensis, (Richmond, 1988, Cysewsky, 1992; Aoyama
et al, 1997).

Esta sendo usado pela industria farmacéutica o
pigmento clorofiliano com nome de Fitoclorin,
(Yamagushi, 1981; Albitskya et al, 1996).

A ficocianina esta sendo usada industrialmente

como corante de alimentos, remédios € cosméticos,

substituindo corantes sintéticos, sendo o unico corante

azul natural (f-02). Este leva o nome de Linablue,
produzido pela industria Dainippon Ink et Chemical Inc., (Chen et al, 1996). Esta microalga
também pode ser produzida em meio aquoso para aplicagdo em aquacultura, na produgéo
de peixes ornamentais, (Matzunaga, 1993).

Na produg@o de polissacarideos a Spirulina platensis contém aproximadamente 13,6
% de carboidratos, com dez tipos de monameros. Estes polissacarideos tem utilidade como
substancia citostatica, (Madhavi et al, 1987, Filali et al, 1993; Pulz et al, 1994).

A substdncia citostatica de nome Spirulan, polissacarideo com importancia
terapéutica, € extraida da Spirulina subsalsa, (Patentes japonesas da Seiko-Epson, 1986;
Shinohara, 1986 € Toa-Fuel, 1986).

3.1.4 — Tratamento de Efluentes

Devido a capacidade de algumas microalgas absorverem seletivamente com
facilidade diversos ions metalicos dissolvidos, estas despertam interesse na remogdo de
metais poluentes bem como na recuperagdo daqueles economicamente interessantes,

(Horikoshi et al, 1979; Blank, 1985; Kessler, 1986; Greene et al, 1986; Kaplan, 1987).



A Spiruling tem a vantagem de ser colhida com facilidade, devido ao tamanho do
tricoma ser bem maior do que as demais microalgas, o que leva & solugio do grande
problema da remogfio da biomassa no tratamento de efluentes, (Richmond, 1988).

Vérias espécies de microalgas podem utilizar fontes de carbono de esgoto sanitério,
onde absorvem nitrogénio e fosforo. A biomassa produzida podera entdo ser aproveitada
para ragio animal ou fertilizante, abaixando consideravelmente a carga poluidora, (Reid et
al, 1961; Franca et al, 1978; Wong et al, 1980; Franca et al 1981; Ayala et al, 1987, Lincoln
et al 1993).

Biomassa de Spiruling platensis foi produzida a partir de efluentes de fibrica de
amido na Tailandia, aproveitando a alcalinidade promovida pela presenga de bicarbonato,
sendo entdo utilizada para ragio de peixes ¢ camarfio, (Tanticharoen ef al, 1993).

Cianobactérias foram crescidas em rejeitos da criaghio de suinos no México, apos
aeragic e estabilizagiio, com Gtimos resultados, (Canizares-Villanueva et al, 1995}

As microalgas Spirulina ¢ Chloreila mostraram capacidade de adsorverem os metais
cadmio, zinco, chumbo e cobre com grande eficiéncia ¢ sem nenhuma toxidez, produzindo
uma biomassa econormicamente viavel, (Sandau et al, 1996}

Spirulina e Chiorella foram crescidas em efluentes de uma fabrica de fertilizantes
na Nigéria, com substancial aumento do teor de lipidios na sua biomassa, (Anaga et al,
1996).

Spiruling foi cultivada na india, em meio com adigiio de excremento digerido de

gado, promovendo boa diminuigéo dos custos, {Chattopadhyay et al, 1996).

3.2 - Caracteristicas da Spirufine

A Spiruling é uma microalga verde azulada (cianoficea), multicelular, sem
membrana celular, filamentosa, cujos filamentos sfio formados por células cilindricas com 1
a 1,2 um de didmetro. Os filamentos ou tricomas possuem geralmente forma helicoidal,
sendo esta espiral a caracteristica do género Spiruling, onde se movimenta girando em
torno do seu eixo. As dimensBes das hélices ¢ distAncia entre elas podem variar com as
espécies, podendo ocorrer polimorfismo, surgimento de outros tipos de filamentos dentro

da mesma espécie, a partir de um mesmo filamento, (Ciferst, 1983 ; Richmond, 1988} Nio
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possuem heterocistos, células fixadoras de nitrogénio, e a reprodugdo ¢ feita por
hormogonia, fragmentagéo do filamento, possuindo também vesiculas de gas, que garantem
a sua flutuagdo (f-03), (Garnier et al, 1993; Madigan et al, 1997).

As cianobactérias, como foram designadas, espiruladas,das quais faz parte o género
Spirulina , sdo aquaticas, constituindo o maior grupo de procaridticas fotossintéticas, sendo
que uma grande parte do oxigénio do planeta foi produzido por organismos semelhantes.
Sao capazes de fazer a fotossintese e podem ser
induzidas a produzirem compostos tais como
proteinas, carboidratos, pigmentos, lipidios,
vitaminas e sais minerais, (Knoll, 1985; Whitton,
1992; Vonshak, 1992).

Possuindo clorofila o e outros pigmentos,

como a ficocianina, que da a cor azulada, e os

e carotenoides, que estdo localizados no interior das
células em varias camadas, juntamente estas substdncias participam da fotossintese
produzindo oxigénio, (Baker et al, 1975; Bold et al, 1985; Raven et al, 1992).

A Spirulina é um organismo ubiquo, podendo ser encontrada em varios ambientes
como: solos, lagos alcalinos ou ndo, fontes termais, agua do mar, nascentes, podendo
colonizar ambientes com concentragdes elevadas de sais, improprias para a maioria dos
demais microrganismos. A Spirulina maxima e Spirulina platensis podem ser encontradas
em abundincia em lagos alcalinos na América Central € na Africa.

E uma microalga mesofilica, com temperatura 6tima de crescimento entre 35 e
37°C, podendo algumas cepas crescerem entre 18 e 39 °C, (Richmond et al, 1980). A
maioria das cianobactérias, p.ex. a Spirulina, é essencialmente fotoautotrofica, ndo podendo
crescer no escuro e nem ter fonte de carbono organico. Porém, na presenca de luz, ela
utiliza carboidratos, sendo ainda que a adigdo de 2% de glicose em presenca de luz favorece
a producdo de biomassa e pigmento, (Richmond, 1988; Marquez et al, 1995).

Necessita de alta alcalinidade, sendo a faixa otima de pH situada entre 8,3 e 11,0,

ndo suportando mudangas bruscas, (Zarrouk, 1966).
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As principais fontes de nitrogénio sfo os nitratos, sendo que a uréia e os sais de
amdneo também podem ser utilizados, porém com restrigdes em relagiio ds concentragdes,
(Richmond, 1988; Madigan et al, 1997).

3.3 — Metabolismo

Quanto ao sistema metabdlico, os cloroplastos constituem a sede da fotossintese, em
células eucaridticas, podendo ter até quarenta por celula, nos vegetais superiores, e um
apenas em Chiorella. Na Spirulina, por ser procarittica, nfo existe cloroplasto, a clorofila
estd difusa pelas membranas, os cromatoforos estio em lamelas isoladas, em forma redonda
ou filamentosa. A Spirulina por ter metabolismo autotrofico, utiliza meio inorgénico, CO-

(em formagdo ou injeglio direta), na presenga de luz, (Rosemberg, 1976):

2C0:H" — CO; + CO¥™ + H:0
3
fotossintese

Na fotossintese :
nH,0 +nCO; — (CH20)n + n0: T,  (se n=6, temos a glicose)

Para recuperar o fon bicarbonato, devido ao excesso de carbonato, € necessario injetar

CO;Z
COs> + CO, + H;0 — 2HCOy

O ciclo ecolégico da microalga fotossintética é :

 CO;+H;0

Fermentagdo Bactérias Fotossintéticas

Oxidagdo Anaerobicas, Algas, Plantas

Matéria Orgénica
+

0,
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Além da clorofila e ficocianina, a Spirwlina possue outros pigmentos que atuam como
antenas na captagfo de luz para a fotossintese, localizados nas camadas de membranas no
interior da célula, tilacoides. Estas guardam também o principal produto de reserva destas
cianobactérias, o glicogénio, possuindo uma bainha mucilaginosa, (Raven et al, 1992).

O evento da fotossintese, em relagio ao ciclo fotossintético de assimilacio do CO,

pode ser resumido como (Rosemberg, 1976):

oC0; + 6Ribulose-1,5-diP + 18ATP + 12NADPH —
6Ribulose-1,5-diP + Hexose + 18ADP + 18Pi + 12NADP"

Com relagBo a presenga de lipidios em microalgas, sdo varios os fatores que
desempenham papel importante como reguladores na sua biossintese. Seus efeitos, no
entanto, funcionam algumas vezes de maneira oposta em diferentes especies de algas. Um
dos fatores de maior importancia pratica é o contefido de nitrogénio no meio de cultivo.
Quando o meio € desprovido de nitrogénio, o teor de lipidios tende a diminuir em poucos
dias e, a seguir, em muitos casos, hi um rapido aumento da sua concentragio , sendo que a
velocidade de produgdo destes lipidios ¢ o mais importante, (Cohen, 1986). |

Na selegdo de cepas para cultivos de interesse, deve-se levar em conta as caracteristicas
morfologicas, ecolégicas e fisiologicas. A temperatura, por exemplo, € um fator muito
importante. Em uma mesma espécie de Chlorella elipsoidea, existem cepas psicrofilas, 10
— 15°C, mesbfilas, 16 — 34°C, e termofilas, 35 — 45°C, (Tomaselli et al, 1987).

A Spirulina em particular é mesofilica, com temperatura 6tima entre 35 — 37°C, mas
algumas cepas podem crescer de 18°C até 39°C, (Richmond, 1980).

Em  Spirulina o desenvolvimento da produgdo de biomassa depende da
disponibilidade de dados sdbre a economia do processo metabélico de crescimento por pelo
menos um ano, para a avaliagdo da sua performance, velocidade de crescimento, melhor
produgdo em biomassa e/ou constituintes metabdlicos, capacidade termofilica ou psicrofila
e ainda alteragBes genéticas extensivas, que dependeriam de elucidages do mecanismo de
recombinagdo ou meios de se manipular geneticamente, (Ciferri, 1983).

Em relagdo ao aspecto genético, os sistemas recombinantes nfio sio ainda disponiveis

para Spirulina e nem plasmidios ou fagos tém sido isolados, existindo a descrigdo de um
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micro-método para a producdo e regeneragio de esferoplastos a partir de tricomas de
Spirulina platensis, (Lanfaloni et al, 1989),

3.4 — Composiciio da Spirulina

3.4.1 - Composi¢io centesimal :

A composigio bioquimica centesimal de Spirulina maxima e Spirulina platensis foi
examinada em cultivos em laboratério e tanques abertos por um periode de 10 anos na
Itdlia. A proteina € o constituinte mais abundante. Na fragio proteica, a biliproteina
ficocicianina é consideravel, 6,3 a 13% do peso seco, sendo os outros componentes a
ficoeritrina (tragos) e a cianoficina.

A tabela 02 mostra a composi¢io centesimal de S. maxima e S. platensis em cuitivo

em laboratorio e em tanque aberto, (Paoletti et al, 1980).

TABELA 02 - Composigio centesimal das microalgas, (Paoletti et al, 1980):

Cultivo em laboratério Cultive em tanque aberto
Fracio (%6 média) (76 média)

Spirulina Spirulina Spirulina Spirulina

platensis maxima platensis maxima
Proteina bruta 69 72 - 61 60
Lipidios 11 12 12 15
Carboidratos 15 11 19 16
Cinza 5 5 8 9
Acido nucleico 4,5 4.6 43 43

Segundo os autores, o conteiido de acidos nucleicos ¢ baixo, 7 a 7,6% da fragdo da
proteina verdadéira e 6 a 6,5% da proteina crua. Os lipidios variam de 6 a 13% em
Spirulina platensis e de 7 a 12% em Spirulina maxima ¢ carboidratos de 12 a 20% em

Spirulina platensis e de 10 2 16% em Spirulina maxima.
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3.4.2 — Composiciio de aminoacidos :

Os aminoécidos estdo presentes em sua maioria em concentragdes acima do padriio da
FAO/WHO, com excegdo dos sulfurados e lisina, (Clement, 1975; Paoletti et al, 1980;
Dillon et al, 1993).

A tabela 3 mostra uma comparagio da composicio de aminoacidos de Spirulina com
0 padréio estabelecido pela FAO/WHO para mutrigio de criangas em idade pré-escolar,

UL L Lo proteina).

TABELA 03- Composigio de aminoacidos da Spirulina e padrio da FAQ.

 Aminoacidos S. maxima S. maxima S. platensis FAO/WHO
mg/} mg/l mg/1 mg/l

Cistina 4 9

Isoleucina 18 60 67 28
Fenilalanina 50 49 53
Lo Lma 60 87 98 66
Lisina 46 41 48 58
Metionina 14 20 25 25
Triptofano 14 12 3 11
Treonina 46 49 62 34
Valina 80 63 71 65
Acido aspartico 86 99 118

Acido glutdmico 126 135 103

Alanina 68 77 95

Arginina 65 72 73

Glicina 48 47 57

Prolina 39 39 42

Serina 42 45 51

Tirosina 40 40 53 63
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3.4.3 - Conteudo de vitaminas

Em relaciio ao conteddo em vitaminas, a biomassa de Spirulina contém vitaminas
lipossoliaveis (pro-vitamina A, E, K e F) e hidrossoliveis, vitaminas do complexo B
(B1,B2,B6,B12,Biotina, Mesoinositol, Acido Félico e pantotenato de Ca) e vitamina C,
possuindo 4 vezes mais vitamina Bz do que o figado, (Paoletti et al, 1980; Richmond,
1988; Oesterdhal et al, 1989; Gallegos, 1993; Bonnin, 1993). A tabela 4 mostra o contendo
vitaminico (mg/kg de peso seco), de Spirulina maxima, (Paoletti et al, 1980).

TABELA 04- Composicio de vitaminas da Spirulina, (Paoletti et al. 1980).

VITAMINAS CONTEUDO (U.L)
B caroteno (pro-vitamina A) 1.400,0
Tocoferol (E) 140,0
Filoquinona (K) 90,0
Vitamina F 1.300,0
Tiamina (B;) 54,0
Riboflavina (Bz) 41,0
Piridoxina (Be) 3,0
Cianocobalamina (B:z) 6,0
Biotina 0,4
Inositol 340,0
Acido Félico 0,6
Pantotenato de Calcio 11,0
Vitamina C 70,0

3.4.4 - Conteiido em carboidratos e dcidos nucleicos :

Os carboidratos de Spirulina, em sua maior parte, séo usados como reserva de energia,
chegando em média a aproximadamente 15% da sua massa seca. Por hidrélise podem
formar glicose, levulose, sacarose, glicerol € polidis. Em Spirulina platensis o teor de
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caboidratos varia de 12 a 20% e em Spirulina maxima de 5 a 16% do peso seco,
aproximadamente, (Quillet, 1975; Paoletti et al, 1980; Richmond, 1988).

Um polissacarideo exocelular de Spirulina platensis tem sido estudado com bom
potencial sob aspecto econémico, (Filali-Mouhim et al, 1993).

Em relagdo ao teor de 4cidos nucleicos, estas tém a vantagem de possuirem uma menor
concentracdo do que as leveduras, podendo-se obter concentrados proteicos com baixos
t= 'res de &cidos nucleicos, (Hedenskog et al, 1972; Hedenskog et al, 1973).

Em relag8o 4 quantidade segura para ingestio destes acidos, pesquisas concluiram, nos
© . zstas algas unicelulares podem ser ingeridas na dieta humana em até 100 g/dia.
(Bhattachatjee, 1970). A Spirulina contém aproximadamente 3.6% de RNA e 0,8% de

DNA em relagéio ao peso seco dos dcidos.
3.4.5 - Conteiido em pigmentos

Os pigmentos encontrados na Spirulina sio a Clorofila o, 1,7% do peso seco da
célula e unico clorofiliano, Carotenbides e Xantofilas, aprox. 0,5% do peso seco. As
biliproteinas Ficocianina e Aloficocianina em maior quantidade, aproximadamente 20% da
proteina celular. A clorofila absorve luz vermelha e azul do espectro, sendo ¢ maximo de
absor¢lio a 680 nm para luz vermelha e a 430 nm para luz azul, (Balloni et al,1980;
Tornabene et al, 1985; Ruiz et al, 1990; Lemoine et al, 1993; Garnier et al, 1993; Madigan
et al, 1997).

A tabela 5 mostra o sistema de pigmentos em Spirulina maxima e Spirulina
platensis, com pigmentos findamentais (fund), e pigmentos acessorios, com a faixa do
espectro de absorg3o, (Balloni et al, 1980).
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TABELA 05 - Faixas do espectro de absorgio dos pigmentos, (Balloni et al, 1980).

4-cheto-3 -hidroxi-B caroteno

PIGMENTOS ESPECTRO DE ABSORCAQ
1) Clorofilas : violeta (400-430nm) e vermelho
Clorofila « (fund) (650-680 nm).
2) Carotenos : Violeta e azul (410-480 nm)
B caroteno (fund)

Violeta e azul (420-510 nm)

3) Xantofilas :
Zeaxantina
Criptoxantina
Echinenone
Mixtoxantofila
Oscilaxantina

Violeta ¢ azul (420-510 nm)

4) Biliproteina :
C-ficocianina (fund)
C-ficoeritrina

Aloficocianina

Amarelo e laranja
(550-650 nm)

Existem evidéncias, em Spirulina, de que a ficocianina pode estocar o nitrogénio. Em

relagio aos carotendides, o 3-caroteno, zeaxantina e mixoxantina representam 90%, sendo

que o B-caroteno na forma cis demonstra ser mais eficiente do que os sintéticos na forma

trans, na formagdo da vitamina A. E um antioxidante e importante na prevengdo de

deficiéncias de vitamina A. 10g de Spirulina seca corresponde a 4,3 ovos, 25 g de
cenouras ou 15,6 1 de leite, (Boussida et al, 1980; Seshadri et al, 1991; Fedkovic, 1993,

Bonnin, 1993).

3.4.6 — Contedado de sais minerais :

O conteido em sais minerais estd em torno de 6 a 9% da biomassa de Spirulina,

possuindo quantidades relativamente grandes de potassio, fosforo, magnésio e calcio,

podendo variar em fungéo da lavagem da biomassa, (Paoletti et al, 1980).
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A quantidade de ferro na Spirulina ¢ aproximadamente 10 vezes maior do que a do
espinafre, (Hansen, 1984).

Estas também produzem temsoativos organominerais, como fosfatidil -glicerol,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e galactosil digliceridios, (Benson et al, 1962;
Thompson, 1980).

2.7 —~ Compesi¢fio de lipidios.

Lipidios sao de grande importancia econémica para varias aplicagdes, sua composigio
sendo semelhante aos lipidios vegetais ¢ de pescado, permite que sejam utilizados como
6leo comestivel. Autores propuseram o uso como fonte alternativa de lipidios na dieta
humana e animal, pelos altos niveis de trigliceridios e a alta produtividade. A fragéo
lipidica € composta de 8 a 10% de lipidios apolares e de 90 a 92% de lipidios polares. Na
fraglio apolar, ha a predomindncia dos 4cidos graxos livres, com pequena concentracio de
mono, di e trigliceridios. Na fragdio polar, os principais componentes sic os mono e
digalactosil, digliceridios e fosfatidil glicerol. Entre os acidos graxos, verificou-se que
predominam o acido palmitico, acompanhado de boa quantidade de acido linoleico ¢ gama-
linolénico, (Hudson et al, 1974; Paoletti et al, 1980; Metzer et al, 1983).

Spirulina  platensis pode conter 20 a 30% do conteido lipidico em &cidos graxos
essenciais, assim como ceras, pigmentos fosfolipidicos, esterois e hidrocarbonetos,
(Nichols & Wood, 1968).

Spirulina e Porphyridium sdo citadas como produtoras de acidos graxos
poliinsaturados, em trabalho sGbre aplicagio industrial de éleos produzidos por
microrganismos, (Kyle & Ratledge, 1992).

A tabela 6 mostra algumas classes de microalgas e o seu conteido lipidico. Este
conteido, em algumas algas, pode variar de 1 a 70% de seu peso seco, sob condigbes
especiais, podendo chegar a 85%, o que supera o teor de lipidios da maioria das plantas
terrestres, (Spoeha & Milner, 1949, Iwamoto et al, 1955, Kates et al, 1966;
Constantopoulos et al, 1967; Galloway et al, 1969, Chuegas et al, 1969; Thomas et al,
1982).
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TABELA 06 — Composi¢do de lipidios das microalgas, (Metzer et al, 1983).

CLASSE DA MICROALGA % DE LIPIDIOS (peso seco)
Cyanophyce 2 -23
Chrysophyceae 12 - 72
Prymnesiophyceae 5 - 48
Cryptophyceae 3 -17
Xanthophyceae 6 - 16
Dinophyceae 5 - 36
Bacillariophyceae 1 -39
Chiorophyceae 1 - 70
Euglenophyceae 17

No inicio do século as gorduras menos insaturadas tinham mais valor para fins
alimentares e as gorduras vegetais hidrogenadas eram comercializadas como substitutas das
gorduras animais. Nas ultimas décadas, porém, os 6leos vegetais poliinsaturados (ricos em
acido linoleico) como o de milho, o de girassol € o de soja, passaram a ser 0s preferidos em
termos nutricionais, de acordo com médicos e nutricionistas, mas atualmente, além da
recomendagdo de que os trigliceridios contenham acidos graxos poliinsaturados, ¢
importante que contenham acidos graxos esterificados da familia 6megas, (Nestel, 1987).

Dentro do grupo poliinsaturado, os mais importantes sdo os acidos graxos essenciais,
que para a alimentagio humana sic o linoleico (LA) (18:2), o gama-linolénico (GLA)
(18:3-6,9,12), os eicosanoides, dihomogamalinoléni-co (DGLA) (20:3-8,11,14),
araquiddnico (AA) (20:4-5,8,11,14), eicosapentaendico (EPA) (20:5-5,8,11,14,17), e ainda
o 4cido docosahexaendico (DHA) (22:6). Hoje € reconhecido o potencial dos acidos graxos
dmega; para a satde, porém os oleos de plantas terrestres contém acidos graxos
poliinsaturados (AGP), da familia 6megas, € os mamiferos sdo incapazes de converterem
acidos graxos Omegas em Omega; e vice-versa.. O organismo humano ndo é capaz de
alongar e dessaturar o acido Omega; de forma eficiente, embora estejam presentes nas
plantas verdes ¢ em maior quantidade no dleo de soja (6-10%). E importante portanto que a
dieta de lipidios contenham acidos graxos poliinsaturados de cadeias longas (C20,C22) da
familia dmegas, (Turker, 1987).
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As fontes de trigliceridios com quantidades expressivas de EPA e DHA s#o os éleos de
peixes, como atum, sardinha, salmfio, em decorréncia da alimentagio com microalgas. O
Oleo da semente da “evening primrose” contém cerca de 10% de GLA, sendo recomendada
para tratamento de reduglo de colesterol e de escleroderma. Entre os acidos graxos
constituintes dos trigliceridios das microalgas, destacam-se o linoleico, 0 gama-linolénico e
os eicosandides, que sfio precursores das prostaglandinas, prostaciclinas, leucotrienos e
tromboxanas. Estas substincias sio reguladoras de varias fungdes fisiologicas, destacando-
se o controle da pressdo sanguinea, fixagdo do 6vulo no ovario, respostas imunolégicas,
processos inflamatorios e trombose, (Fogerty & Svoronos, 1987, Nestel, 1987). A tabela 7

mostra a composi¢io percentual de icidos graxos em S. maxima e S. platensis.

TABELA 07- Composi¢io de 4cidos graxos das microalgas, (Paoletti et al,

1980) :
ACIDO GRAXO S. platensis S. maxima
Laurico 0,2 0,1
Miristico 0,6 0,6
Miristoieico 0,2 tr
n-Pentadecandico tr tr
Palmitico 50,0 57,4
Palmitoleico 8,7 6,6
n-Heptadecandico 0,2 0,4
Palmitolinoleico 1,0 1,0
Hexadecadienoico 0,7 0,5
Estearico 0,9 1,2
Oleico 3,9 2,7
Lincleico 13,4 10,1
y-linolénico 19,1 17,7
a-linolénico 0,3 0,3
n-Eicosadiendico 0,3 9,4
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3.4.8 - Acido gama-linolénico :

Os écidos graxos essenciais tem sido empregados no tratamento de hipertensio, da
hiperlipemia, na perda da consciéncia, da percepgdo e dos movimentos, na redugdo do
colesterol sanguineo, na inibi¢fio da agregagdio plaquetaria no sangue, como agente anti-
secretor e intragastrico, como cosméticos, aromatizantes € na alimentagio de doentes,
(Spritz, 1969; Wilians, 1973; Baran et al, 1977; Nakajima et al, 1979; Liang et al, 1980;
Yukigossei, 1981; Nippon Suisan Kaisha, 1982; Ciferri et al, 1985). Foi demonstrado que o
GLA tem sido 170 vezes mais efetivo na redugdio do colesterol plasmatico do que o LA,
maior constituinte dos éleos poliinsaturados, (Huang et al, 1983).

O GLA tem sido usado com sucesso em pacientes com doengas cardiacas, mal de
Parkinson e esclerose multipla, em criangas no fratamento de eczema topico, em mutheres
na redugio da sindrome pré-menstrual. Uma provisdo direta do GLA tem papel importante
na nutrigio. O GLA ¢é raro em alimentos, sendo o leite materno praticamente a unica
excegdo, (Horrobim, 1982).

As fontes principais onde sdo encontrados o GLA séo, o dleo das sementes de “evening
primrose”, ja citado anteriormente, com cerca de 8% dos acidos graxos totais, (Kunkel et al,
1982; Wolf et al, 1983), encontrado também em sementes de “borrage”, carogo do “black-
currant” e em algumas cianobactérias, (Wolf et al, 1983; Bulik, 1993). Estas plantas sdo das
familias Primulaceae, Boraginaceae ¢ Sanfragaceae, (Hill, 1937).

As principais fontes comerciais séo o dleo de “evening primrose” e “black currant”,
mas algumas outras fontes também podem ser incluidas , como a cevada, aveia, fungos das
espécies Rhizopus ¢ Mortierella ¢ a Spirulina, que possui as maiores concentragles,
(Carter, 1988).

A Spirulina tem cerca de 20 a 30% de GLA na composigio dos acidos graxos ¢
experimentos mostram que ¢ possivel remover a fracdio lipidica, que contém o GLA, sem
destruir a proteina da biomassa, diminuindo o odor desagradavel da Spirulina comercial,
{Cohen, 1986).

Mudangas das fungBes corporais associadas 3 velhice sio consequéncias de mutacdes
nas células, € um dos principais fatores pode ser a perda da atividade da enzima D6D

(delta-6-dessaturase), que conmverie O acido cis-linoleico em écido gama-linolénico. A
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consequéncia ¢ a caréncia do GLA e seus derivados, DGLA, PGE,, AA, duas séries de
prostaglandinas e os 4cidos graxos de cadeia longa. A carne fornece bom suprimento do
AA, sendo as caréncias mais notadas as do GLA, DGLA e PGE;, onde a dieta humana tem
pequenas quantidades ou auséncia destes dcidos. A perda da PGE; é o fator mais
importante, pois esta reduz a pressio sanguinea, inibe a agregacdo plaquetaria e a
profiferaclic no nydsculo liso vascular, (Comfort, 1979; Horrobim, 1980).
~siem evidéncias indiretas que apontam para a D6D como causa de doengas como
escleroderma ¢ sindrome de sjogren do sistema imunoldgico, visto que estas respondem a
injestdo de produtos que contém GLA, (Horrobim & Campbell, 1980).
O esquema abaixo mostra o metabolismo dos acidos graxos essenciais ¢ suas fontes

naturais, (Horrobim, 1982):

Oleos vegetais ——>  4cido cis-linoleico

Leite materno e éleo | D6D -—> (bloqueada pelo
da * evening primrose” -——~— GLA envelhecimento)
Outras fontes : N

Leite materno see—>  DGLA ——— PGE;

Carnes e laticinios ————> AA  ——— PGE; (duas séries)

Existem fortes evidéncias da redugdio da atividade da D6D em diabetis e €xXposicéo
cronica ao alcool, em humanos e animais, , (Horrobim et al, 1981).

A atividade da D6D em células humanas é perdida seletivamente em consequéncia da
exposigdo as radiagdes ionizantes, virus oncogénicos e produtos carcinogénicos, (Dunbar &
Bailey, 1975; Bailey, 1977).

3.5 — Cultive da Spirulina
3.5.1 - Consideragdes gerais :
A utilizag8o de agua do mar ou 4guas alcalinas para a produgio de biomassa alimentar

a partir de microalgas, pode ser alternativa viavel em regides aridas onde a escassez de 4gua
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impede a producdio de alimentos. A Spirulina podera ser a melhor opgdo pelo alto teor
proteico, 60 a 70%, e por responder bem & radiagio solar intensa, & temperaturas acima de
30°C, além de crescer bem em dguas com alta salinidade ¢ em pH até 11, e elevar o
contetdo de lipidios através do controle de nitrogénio no meio, (Amon, 1980).

" Estudos com 30 espécies de microalgas mostraram que algas verdes com 17,1% de
lipidios totais (% do peso seco total), apos 4 a 9 dias de estarvacdo de nitrogénio,
aumentaram 2 ou 3 vezes o seu conteudo lipidico, tendo o maior aumento, cerca de 72%,
ocornido em Nanochloropsis salina, cultivada em 9 dias em meio sem nitrogénio, (Shifrin
& Chisholm, 1981).

Foi sugerindo o aproveitamento industrial da Spirulina platensis, onde a redugdo de
nitrato foi muito mais efetiva do que a variagdo de temperatura, do ponto de vista
tecnolégico e econdmico, (Mendes, 1992). O autor sugere que devem ser feitos novos
ensaios com condicBes de estresse para a observagio dos efeitos sinérgicos em relagdo a
sintese de acidos graxos, em particular o GLA. Este recomenda o estudo visando verificar a
redugiio da fonte de nitrogénio como fator de aumento da produgio do GLA. Um aumento
de 4cidos graxos insaturados, em particular o GLA que representa 2% na célula, foi
conseguido transferindo-se células de Spirulina  platensis para meios com varias
concentragdes de cloreto de aménio, sendo a concentragio de 25 mM a melhor,
apresentando aumento de 1,2 a 2 vezes em relagio & célula néo tratada.

Um trabatho muito importante neste sentido mostrou que uma cepa de Spirulina
platensis resistente & inibigdo pelo herbicida, Sandoz 9585, obtida através de sele¢do por
transferéncias seriadas em concentragdes crescentes, aumentou substancialmente o GLA ¢
manteve a produgio estavel em pelo menos 50 geragdes, (Cohen et al, 1992)

Alguns autores alertam sobre a discrepdncia nos valores obtidos nestes experimentos,
devido a sensibilidade do estoque lipidico "a fatores ambientais, como também a diferentes
procedimentos nos laboratorios durante as pesquisas. Como exemplo, foi encontrado 85%
(peso seco) em Chiorella cultivada em auséncia de nitrogénio, (Spoehr & Milner, 1949;
Fwamoto et al, 1955), porém foi encontrado a metade deste valor, nas mesmas condicdes,
por Zhukova et al, 1969.

A tabela 08 mostra algumas espécies de algas ricas em lipidios, e o aumento do lipidio

em fungdo da estarvagio de nitrogénio, (Shifrin & Chishoum, 1981).
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TABELA 08 — Aumento da concentragio de lipidios em microalgas em funcdo da
estarvagdo de nitrogénio, (Shifrin & Chishoum, 1981).

ALGA Meio ¢/ 2,5 g1 N (g/l) Auséncia de N (g/)
Nannochloris 20,0 47,3
coccus 27,0 495
Nitzchia papea 27,2 39,5
Isochrysis sp. 20,0 47,0
== ~~knropsis salina 40,8 72,2
| Chioreiia pyrenoidbsa 14.4 35,8
Chlorella vulgaris 33,1 54,2

¥ conhecimento qualitativo e quantitativo dos lipidios em microalgas depende do
método de extragho utilizado e variagSes tem sido citadas sdbre o conteido de acidos
graxos em Spirulina. Variagbes de 1,5 a 12% do peso seco tém sido citadas indicando
haver diferencas importantes nos procedimentos de analise. Fatores como os métodos
empregados para o rompimento das células, secagem e outros, podem influir na
determinagéo dos lipidios, (Dubinscy & Aaronson, 1979; Ciferri, 1983).

O aumento do conteido lipidico durante a auséncia de nitrogénio pode ser devido
também em parte ao decréscimo de algum outro componente celular, como proteina, mas
foi observado que o carbono assimilado no estresse de nitrogénio foi 50 a 70% do total
preferencialmente para a sintese de lipidios, (Fogg, 1959; Fogg, 1965; Opute, 1974;
Healey, 1979).

Um trabatho foi desenvolvido em dois estagios, o primeiro com teor de nitrogénio
padrdo maximizando a produgdio de biomassa e o segundo com a biomassa produzida no
primeiro mantida em auséncia de nitrogénio, mostrando um aumento de 80% dos lipidios,
com uma composi¢do similar aos dos derivados do cacau, milho, germe de trigo e linhaga,
(Amon,1980).

Torres, 1994, em trabalho de tese desenvolvido no laboratério de fermentac¢des do
DTA/UFRRJ, mostrou a influéncia da concentragio de nitrogénio do meio sbbre o acimulo
de lipidios em Spirulina maxima , confirmando a observagio de Shifrin (1981) e outros

autores,
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O trabalho mostra que a redugio do nitrogénio do meio foi efetiva em elevar a
concentragdo de lipidios totais e de acidos graxos totais em cerca de trés vezes, aumentando
o rendimento e a produtividade de lipidios e de GLA na biomassa em comparagdo a0
cultivo tradicional. Ocorre a redugio de proteina na biomassa, nos meios deficientes em
KNO;, 0 que esta provavelmente relacionado com a escassez de nitrogénio, somada a
degradagdio da c-ficocianina durante o cultivo, conforme as tabelas 09 ¢ 10. As alteragbes
ndo afetam o perfil de acidos graxos, levando a afirmagdo de que a Spirulina maxima
cultivada com redugio de nitrogénio tem excelente potencial para produgdo de biomassa

seca com alta concentracio de GLA, (Torres, 1994).

TABELA 09 - Composicio da Spirulina maxima em diferentes concentragbes

de KNOs, produtividade de lipidios ¢ GLA (médias de quatro cultivos), (Torres, 1994).

PARAMETROS MEDIDOS KNO; KNOs ~ Ausénciade N
(2,5 ¢glt) 0.2 gM
Biomassa (mg/1) 1.157 768 1.562
Proteinas (% P.S.) 68,5 52,0 56,3
Lipidios (% P.S.) 9,2 297 25,3
Ac.graxos totais (%P.S.) 7.8 22,0 19,8
GLA (%P.S) 1,9 4,4 47
Produgdo lipidios (mg/l) 106,4 228,1 3952
GLA (mg/1) 21,6 34,1 73,1
Produtividade lipidios % 15,2 32,6 30,3
GLA (mg/l dia) 3,1 4.9 5,6




TABELA 10- Percentagem de &cidos graxos da Spirulina maxima cultivada em
concentragdes de N, em g/l KNO;, (2,5 ; 0,2; e auséncia), (Torres, 1994).

ACIDOS GRAXOS KNO; KNO; Auséncia de N
2,5 g1 0,2 g)
Palmitico (16:0) 47,60 49 47 47,60
Palmitoleico (16:1) 1,95 2,40 2,25
Estedrico (18:0) 1,83 1,77 3,43
e o (18:1) 7,78 10,84 8,11
DI (18:2) 13,57 10,27 14,06
y-linolénico  (18:3) 23,95 20,17 23,65
o-linolénico (18:3) tragos tragos tragos
outros 332 5,06 1,07

3.5.2 — Parfimetros para o cultivo de Spirulina

Os principais parimetros que devem ser levados em conta na produgdo da biomassa
estdo diretamente ligados ao ambiente do cultivo, os nutrientes do meio de cultivo, a

incidéncia de luz e a temperatura, (Richmond, 1988).

3.58.2.1 — Influéncia dos nutrientes :

Nitrato e aménio sio utilizados como fonte de nitrogénio, sendo que a ficocianina pode
servir como reserva para a Spirulina quando o nivel de nitrogénio disponivel diminui,
podendo ser observado pela diminuigio da coloragiio azul da célula, (Boussiba &
Richmond, 1980; Madigan et al, 1997).

Quando nitrato, nitrogénio, fosfato e bicarbonato estio em baixas concentragdes, ha um
aumento significativo da concentragio de carboidratos e um decréscimo de proteina total.
Quando a concentragiio de cloreto de sédio aumenta, hi também um aumento de
carboidratos, (Tadros, 1991).

O aumento do oxigénio dissolvido provoca inibicio na taxa de crescimento e

deterioragio da cultura de Spirulina, (Marquez et al, 1995).
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O efeito do estresse de sal, por altas concentragbes, também foi observado quando
houve retardamento do crescimento (adaptagio), com uma posterior retomada, {Vonshak et
al, 1988},

Observou-se que o rendimento maximo de bi’bmassa situou-se na faixa Ofima de
concentragio celular, entre 400 ¢ 500 mg/l em peso seco. Uma diluigo abrupta no meic de
cultivo prejudica bastante a cultura sensivel 4 radiaggo solar, (Richmond, 1988).

Quanto ao meio mineral para o cultivo este devera estar tamponado, -]ﬁara nfio afetar as
células com variagBes bruscas de pH, com concentragio de bicarbonato 2,2 M, sendo que o
pH poderé variar de 8,0 a 11,0, (Zarrouk, 1966).

Os meios mais apropriados foram aperfeigoados, buscando preencher as necessidades
da célula para o seu completo desenvolvimento, por varios pesquisadores, (Zarrouk, 1966,
Paoletti et al, 1980; Mahajan et Kamat, 1995). A adigio de licor preto de eucalipto,
KRAFT, em cultura em tanque aberto, provocou um aumento no crescimento £ na
produtividade da Spirulina, (Chavan et al, 1995; Singh et al, 1995).

Houve aumento de pigmentos ¢ produgdo de células quando se adicionou glicose em

culturas autotroficas e mixotroficas, (Chen et al, 1996).
3.5.2.2 -Influéncia da incidéncia da luz

Para a Spirulina, que é fotoautotrifica, tora-se vital a presenca de luz para o seu
desenvolvimento. As mudangas de intensidade de l'ﬁz"prdmovem adaptagio na fisiologia da
cétula, gerando maior ou menor quantidade de pigmentos ¢ ficobiliproteinas, {Garnier et al,
1993).

Observou-se que a Spiruling cultivada no eseuro por 144 horas continha 26% mais
GLA do que a mesma cepa em cultivo normal, (Richmond & Becker, 1986).

A quantidade ¢ a qualidade da luz afeta diretamente a produgiio de carotendides pela
Spiruling, assim como a intensidade e duragfio da radiagfio e a concentragio celular, pois a

luz diminui com a profundidade da cultura, (Tamiya, 1957; Olaizola et al, 1990).

28



A agitagdo tem varias fungdes importantes no cultivo da Spirulina pois afeta os
efeitos da densidade celular com a
luminosidade, evitando o auto sombreamento
com regime intermitente de luz, (f-04)
(Richmond & Vonshak, 1987; Richmond &
Becker, 1986).

Trabalhos tem sido desenvolvidos quanto
aos efeitos da luz nas cianobactérias, devido

ao alto valor da ficocianina, diretamente

- influenciada pela luminosidade. A informacao

sobre as condigdes geograficas e de intensidade de irradiagdo sdo de fundamental

importédncia para a construgéo de um sistema industrial de cultivo, seja em aberto ou em

fotobiorreatores, (Tomaselli et al, 1993; Tredici et al, 1993; Cornet et al, 1995, Watanabe et
al, 1995).

Em Israel foi observada fotoinibigdo em
culturas externas, em tanques oblongos
(raceways), (f-05), a céu aberto, e quando no
verao o crescimento praticamente cessou apos
o meio dia, (Richmond & Arad, 1990).

Foi estudada a fotoinibi¢io como fator

limitante para culturas externas, verificando-

se que promovia uma boa prote¢do contra este
efeito fazendo-se sombreamento, (Vonshak et al, 1988).

Pesquisas mostraram que o conteudo de proteina ¢ mais alto em culturas de baixa
luminosidade e o conteudo de carboidratos mais alto em culturas com alta luminosidade,

(Tadros et al, 1993).

3.5.2.3 — Influéncia da temperatura

Culturas de Spirulina em condigdes de campo demonstram que a temperatura 6tima

durante o dia é cerca de 40°C e a noite 24°C, sendo que acima de 40°C esta ndo cresce. Em

29



laboratério nio ocorre crescimento a 45°C em 24 horas, mas retoma o crescimento quando
retorna a 35°C. Acima de 45°C ocorre quebra do tricoma seguido da lise da célula, e a
exposi¢io a 50°C resulta em morte da cultura em pouco tempo, (Charenkova et al, 1975).

Foi observado, em culturas pesquisadas em Istael, que diferentes cepas de Spirulina
tiveram crescimento 6timo nas temperaturas entre 35 € 37°C, sendo que a temperetura de
40°C prejudica a cultura externa. A temperatura minima onde hi crescimento é de 18°C
aproximadamente, sendo que quando esta baixa para 12°C a cultura se deteriora, s
suportando temperaturas mais baixas durante a noite, (Richmond & Vonshak, 1978,
Richmond et al, 1980).

Foram feitos experimentos comparativos com 10 cepas de Spirulina platensis ¢ 8
cepas de Spirulina maxima em relagdo a temperatura otima de crescimento, toleréncia a
salinidade,* percentagem de respiragio no escuro, eficiéncia fotossintética em condigOes
fotolimitantes € produgiio de proteinas. Chegou-se & conclusdo de que algumas cepas ndao
crescem acima de 36°C, enquanto outras crescem acima de 40°C. Quando foram colocadas
em temperaturas proximas da méaxima, todas reduziram drasticamente a quantidade de
proteina e aumentaram o contetido de carboidratos, (Richmond & Vonshak, 1978 ).

Trabalho sdbre efeitos em Spirulina platensis Ma, em fotobiorreator, mostra que
temperaturas  elevadas determinam mudancas nos filamentos, mna composi¢do
macromolecnlar, na concentracdo de lipidios, acidos graxos e ficobiliproteinas-clorofila e
no seu crescimento, com decréscimo do teor proteico, aumento dos lipidios e carboidratos,
tendo os 4cidos graxos aumentado a sua saturagdo. Estudando os efeitos promovidos pelo
estresse em Spirulina, chegou-se a concluséo que um aymento de 30°C para 42°C pro-
move um decréscimo de 58,6% para 45% em proteinas, um aumentoo de 29,9% para 38,3%
em carboidratos e um aumento de 7,4% para 11,5% em lipidios totais, (Tomaselli et al,
1993).

Estudos sdbre temperatura noturna de um fotobiorreator mostra que esta afeta a
produtividade com perda de biomassa, (Tozillo et al, 1991).

Estudos sdbre efeitos de luz, temperatura e auséncia de nitrogénio mostram que o
aumento da temperatura de 25°C para 38°C aumenta a taxa de crescimento bem como

também o conteiido de lipidios totais, (Tedesco & Duerr, 1989).
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A observagio de diversos fatores em conjunto, promovendo estresse em cultura de
Spirulina, mostrou que para algumas linhagens a temperatura, hiz e salinidade promove um
decréscimo na taxa de crescimento e mudangas no metabolismo celular, resultando em
redugiio da sintese de proteinas ¢ de pigmentos, aumento na sintese de carboidratos e
alteragdo na composigio de acidos graxos, (Tadros et al, 1993 ).

A produgio de biomassa esta diretamente relacionada com a temperatura,

a intensidade de luz, a concentragiio de nutrientes bem como com 2 concentragio de
oxieA=io dissolvido, (Vonshak et al, 1982).

3.5.3 — Sistemas de produciio de Spirulina
3.5.3.1 — Crescimento celular

Para o desenvolvimento da produgéio de biomassa, ¢ importante a disponibilidade de
cados sbbre a economia do processo, em escala piloto com pelo menos um ano de
operagdo, assim como também a avaliagdo do desempenho da cepa, dados sdbre a
velocidade de crescimento, produgdo, composigio ¢ susceptibilidade a contaminagio
quando em processo continuc ou semi-continuo. Em laboratério, seria interessante a
pesquisa de cepas ou mutantes com caracteristicas favoréveis, tais como crescimento
rapido, maior produgdo de biomassa ou constituintes celulares, capacidade psicrofila ou
termofilica, etc., (Ciferri, 1983).

O cultivo de Spirulina para fins alimentares em varios paises ¢ feito em tanques
abertos, circulares para escalas menores e oblongos para grandes produgdes (acima de 100
m’/tanque). A agitagio é feita normalmente com pas rotativas, “padie-wheel”, (f-04). O
meio € totalmente mineral, alcalino devido a alta concentragio de bicarbonato, (mais de 10
g/1). O bicarbonato ¢ a fonte principal de carbono, sendo este reconstituido com a injegio
direta de COz sdbre o carbonato formado, (Tomaselli et al, 1993 ).

Foi desenvolvido um estudo utilizando gas resultante da fermentacio alcodlica
(mistura rica em CO;), como fonte de carbono para Spirulina maxima, obtendo-se methor
produtividade em biomassa do que com anidrido puro, com o pH estabilizando entre 9,0 e

10,5, (Ferraz & Aquarone, 1985).
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Em cultivos externos, com tanques abertos ou cobertos, a altura da 1amina do meio de
cultivo é de 15 a 20 cm e a concentracdo celular nos cultivos semi-continuos situa-se entre
200 e 500 mg/l. A colheita é feita apés uma concentragdo da cultura em peneira vibratoria
de 360 mesh, produzindo uma geléia com
cerca de 8% de matéria seca, que deve ser
lavada com agua acidificada, pH 4,0, para
remogdo dos carbonatos dissolvidos, que
podera ser estocada a Observou-se que a
Spirulina cultivada no escuro por 144 horas
continha 26% mais GLA do que a mesma
cepa em cultivo normal, (Richmond &
Becker, 1986).

A quantidade e a qualidade da luz afeta diretamente a produgdo de carotendides pela

Spirulina, assim como a intensidade ¢ duragdo da radiagéo e a concentragao celular, pois a
luz diminui com a profundidade da cultura, (Tamiya, 1957; Olaizola et al, 1990).

0 a —2°C por varios dias, ou a —18°C indefinidamente, (Richmond, 1988).

Tem sido citados altos valores de produgdo de biomassa a céu aberto (50 a 60 g/m’dia),
com bons resultados para tanques pequenos (100 a 200 m?®). Na maioria dos cultivos em
grande escala as produgdes em base anual néo excedem 30 a 40 ton/ha, correspondente a
uma taxa de 9 a 11 g/m*dia, (Vonshak, 1987), (f-06, £-07).

A Spirulina pode ser cultivada em
tanques circulares ou ovais com dimensdes de
500 a 10.000 m* e profundidade de 15 a 20
cm, de diversos materiais como concreto,

plastico, tijolos ou fibra de vidro, podendo

estar cobertos ou abertos, (Vonshak, 1989,
Chattopadhyay & Roychoudhury, 1996).
Quando os tanques forem cobertos devem

ser com material de PVC transparente, sendo

indispensavel em regides subtropicais e

temperadas onde no inverno a temperatura chega a 0°C, pois previne a perda por
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evaporagdo, a perda de calor e evita contaminagdo. As desvantagens da cobertura € a
reducdo da incidéncia de luz, acimulo de poeira e a condensagdo, aumentando também o
custo em aproximadamente 15% do capital, (Richmond, 1988).

O cultivo também tem sido feito em condutos rasos com area de 1.000 a 5.000 m%, com
curva e circulagdo com pas, sistema “raceways”, adequado para regides com condi¢des
estaveis de clima, (Vonshak, 1982), (f-07).

Outro sistema de cultivo é em batelada com a cultura com células imobilizadas, onde
as algas liberam para o meio os metabolitos Uteis, sem remogdo das células, sendo os
principais os polissacarideos extracelulares, os corantes,
os oleos e o glicerol, (Lewin,1990).

Um sistema de bolsas plasticas com 60 litros foi
desenvolvido em cultivo de microalgas para aquacultura
na Italia, sendo testado no laboratorio de fermentagdes
do DTA/UFRRJ para crescimento de  Spirulina,
(Campos, 1996), (£-08).

Um processo mais moderno de cultivo externo é um
reator tubular onde a microalga circula por tubos
transparentes, com didmetro em torno de 6”, por
bombeamento e circulagio de CO,, (Tomaselli et al,
1993; Richmond et al 1993; Torzillo et al, 1993; Forth,

1996), (£-09).

Um outro sistema de fotobiorreator tubular, iluminado interna e externamente, para
cultivo em larga escala, tem maior potencial de produgdo, (Borowitzka, 1994).

Em uma pesquisa sobre o desempenho de

4 e

fotobiorreator helicoidal, com iluminagio
com lampadas fluorescentes e gaseificado
com CO,, obteve-se uma maxima taxa de
crescimento. O sistema permite ser usado em
estufa com recuperagio de gas e producdo de
biomassa alimentar de cianobactérias,

(Watanabe et al, 1995).

33



O material utilizado em fotobiorreatores pode ser vidro inclinado, achatado, com

exposi¢do ao sol com uma inclinagio adequada, devendo se conhecer as condigdes locais

- de irradiagdo solar, (Cornet et al, 1995; Hu-Q
BN et al, 1996).

Um fotobiorreator fortemente curvo,
tubular, mostrou aumento da produtividade
em torno de 10% em comparagdo com O
convencional, (Carlozzi & Torzillo, 1996).

Huntley et al, 1966, desenvolveram um
sistema de fotobiorreator parcialmente cheio
para a produgdo de pigmentos, acidos graxos,

carboidratos e outros, (f-10).

3.5.3.2 — Processamento :

O processo de colheita representa a maior dificuldade quanto ao desenvolvimento
industral de microalgas, de uma maneira geral. A Spirulina tem a vantagem de possibilitar
o uso de filtragdo, devido aos filamentos que sdo longos. O processo de colheita pode ser
feito também de outros modos, tais como centrifuga¢do, com retorno do sobrenadante ao
tanque, por floculagéo e por filtragdo, filtro prensa, microcoador, tela, areia, (Becker, 1981),
ou por peneiras vibratérias de 360 mesh, referida anteriormente, com produgdo de geléia
com 8% de matéria seca, sendo que o ideal é que toda a biomassa seja removida sem
nenhuma quebra de célula, (Richmond, 1988).

A secagem pode ser por atomizador,’spray-dryer” dando um produto fino, ou por
secador de tambor, “drum-dryer”, dando um produto em forma de flakes. A secagem ao sol
ndo é recomendada para uso humano devido a contaminagdes, por ndo estar em
temperaturas elevadas, ¢ pelo forte odor provocado pela degradacdo devido a secagem
lenta.

A utilizagdo de estufa com circulagdo de ar pode acelerar o processo, ou a secagem da
geléia a vacuo, para concentragio a até 20% de solidos, porém vai exigir um controle
higiénico-sanitario mais rigoroso para a reducdo da carga microbiana, devendo-se fazer
com que a temperatura alcance 70°C. Nas industrias utilizam-se o “spray-dryer” ou o
“drum-dryer”, (Richmond, 1988).
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4 - MATERIAL E METODOS:

4.1 — Material utilizado

4.1.1 — Spirulina utilizada :

Foi utilizada a cepa de Spirulina maxima, ndo axénica, de forma predominantemente
reta, do laboratorio de fermentagdes do Setor de
Microbiologia do DTA/UFRRIJ, cedida pelo Dr. Sunao

Sato, USP. A cepa, juntamente com outras de colegdes
internacionais, tem origem no Centro di
Studio dei Microrganismi Autotrofi —
CSMA, del CNR - Firenze, Italia e do Dr.
~ Avigad  Vonshak, da  Ben-Gurion
University of the Negev, Israel, (f-11).

W F b Foram usados 200 ml de meio de
' : f-11

cultura em erlenmeyers de 1000 ml com a

cepa de Spirulina mantida em crescimento, sempre em fase exponencial, como estoque,

para fornecer o inéculo para os experimentos, (Meio recomendado por Paoletti et al, 1975).

Os erlenmeyers de 1000 ml com as
culturas, em 200 ml de meio, foram mantidos
sob iluminagdo artificial com duas lampadas
fluorescentes de 40w, a 40 cm sobre as
amostras, sendo renovados e repicados
mensalmente para um novo meio de cultivo,
(f-12). A iluminagdo foi intermitente, com

fotoperiodo de 12 horas aproximadamente,

simulando os efeitos de dia e noite.

4.1.2 — Meio de Cultura

O meio de cultivo utilizado foi o citado por Paoletti et al (1975) com a seguinte

composicao :
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1- Composi¢do de macro-nutrientes:

SUBSTANCIAS CONCENTRACAO (g/1)
KNO; 5%

NaHCO; 15,15

Na2C03 879

K280, 1,9

K,HPO, 0,5

NaCl 0,92

MgSO,. 7H,0 0,25

CaCl,. 2H,0 0,05

2 — Composigdo de Microelementos (solugdo 1):

SUBSTANCIAS CONCENTRACAO (g/1)
H;BO; 2,860
MnCl,.4H,0 1,810
ZnS04.7H,0 0,220
Na2M0204.2H20 0,390
CaS0,.5H,0 0,079
CO(NO3)2.6H20 0,049

3- Solucdo de Fe. EDTA (solugio 2):

SUBSTANCIAS CONCENTRACAO (g/1)
EDTA-Na 29.8
FeS0,.7H,0 249

H,O (q.s.p.) 1.000 ml

4- O pH inicial do meio de cultivo foi de aproximadamnte 9,5.

5- Para cada litro de meio com solugo de macroelementos, adicionou-se Iml da solugdo 1,
de microelementos, e 1 ml da solugdo 2, de Fe. EDTA.

6- Para os experimentos com privagdo de nitrogénio, foram usadas as concentragdes

modificadas de KNOj3, para 0,2 g/l e para 0,0 g/l (auséncia).
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4.1.3 — Cultivo da Spirulina

0 inéculo foi feito com o equivalente a 100 mg/l de massa seca da microalga, a
partir da cultura estoque, recolhido com solugdo
salina 0,9% (densidade otica lida, a 560 nm,

igual a 0,1), (f-13).

Foram inoculadas 3 dornas com 3.000 ml
de meio cada uma, com crescimento em dois
niveis de temperatura e trés niveis de nitrogénio,
com trés repetigdes para cada tratamento.

As culturas foram mantidas com agita¢do

constante, com 3 rotores de 4 palhetas, a 100
rpm aproximadamente, mantidas por fotoperiodo de 24 horas com iluminagdo, de 6
lampadas fluorescentes de 40 watts cada,
correspondente a 2.400 lux, a 40 cm das culturas,
(f-14).

As amostragens foram feitas de 24 em 24
horas, quando foram avaliadas durante o
crescimento, a densidade otica, o pH, relagdo peso
seco (P.S) x densidade otica (D.O.) e, ao final de
cada partida, a biomassa, a composi¢ao centesi-
mal, a concentragdo de lipidios e a composigao de
acidos graxos.

Foram feitas as analises e comparados 0s
resultados dos diferentes cultivos com os valores

obtidos da revisio bibliografica.

A colheita da biomassa foi feita apos 15
dias de cultivo, através de peneira de nylon, com 325 mesh (0,44 mm de abertura), (f-15).

A biomassa em forma de gel, retida na peneira, foi lavada com 4gua acidulada, para
remocdo dos carbonatos, em seguida guardada em frascos estéreis e congelada em freezer

(-20°C, aproximadamente).
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4.1.4 - Equipamentos utilizados.
1- Fermentador com 3 dornas de 3 1, marca VIRTIS, USA, (f-16).
2-Espectrofotdmetro Baush & Lomb, Spectronic
20, (£-17).
3-Espectrofotometro HP — 8451-A.
4-Bomba de vacuo, com kitasato e funil, com
peneira de 325 mesh, (f-15).
5- Estufa para determinagio do teor de umidade e
peso seco, (f-18).
6 - Potencidmetro Corning, modelo PS1S5, para
- : - =15 leituras de pH (f-20).
7- Aparelho Micro-Kjeldahl, para analise de nitrogénio, (f-24).

8- Aparelho extrator sohxlet, para extracdo de
lipidios (f-25).

9- Balanga analitica Metler, Instrumental

Company, type H15, cap.160g (f-19).
10-Espectrografo  de massa  acoplado a
cromatografo, CG/EM., modelo : HP 5988 A.
CENPES, Petrobras, RJ.

11- Cromatdgrafo CG, modelo Perkin-Elmer,

Auto System VL, Cromatografo a Gas, com
ionizagdo de chama, condensagéo térmica, captura de elétrons, EMBRAPA, CNPAB, Km
47, Seropédica, RJ (f-26).

4.2 — Controles realizados.
1) Relacéo Peso Seco ( P.S.) x Densidade
Otica (D.O.) :
Obteve-se a rela¢do peso seco x densidade
Otica, pela centrifugacdo e concentragio da

amostra padrdo, para cada tratamento, lavando-as

e ressuspendendo-as com solugdo salina.
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A seguir foram feitas 4 dilui¢des da amostra original, com 25% de redugdo em
cada diluicio, sendo determinadas as densidades
oticas a 600 nm.

A amostra original, em triplicata, foi levada a
estufa a 105°C para secagem até peso constante.
(Normas Técnicas do Instituto Adolfo Lutz, 1985),
(f-18).

Foram plotados, em grafico linear milimetrado,

os pontos de P.S. em ordenada e D.O. em abscissa,

calculado o seu coeficiente angular e considerando

este como o fator da relagdo P.S. x D.O.

2) Peso seco dos experimentos :

Com a leitura diaria de D.O., obtiveram-se o0s
pontos experimentais, para a elaboragdo das curvas
de crescimento, multiplicando-se o valor encontrado

pelo fator calculado da relagdo P.S. x D.O., em mg/l.

3) pH
Foi medido o pH diariamente, apos cada
amostragem, com potenciémetro, obtendo-se 0s

valores da variagio do pH durante o cultivo (f-20).
4 ) Temperatura

A temperatura foi mantida constante em cada
cultivo por um banho com agua corrente, aquecida
ou resfriada, através de termopares conectados as dornas com termostatos com
contréle automatico, calibrados na temperatura desejada, os quais fazem parte do

equipamento, mantendo a agua do banho nas temperaturas de 35°C e 25°C,
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respectivamente, por uma serpentina no interior do reservatorio de agua do Fermentador

Virtis (£-21).

4.3 — Analises realizadas :

1) Umidade

A determinagdo de umidade foi feita em
balanga infravermelho (mod. Mettler PI6ON e LP1 1),
com temperatura ajustada em 95°C até peso

constante. (Normas Técnicas do Instituto Adolfo

2) Cinzas
A determinagdo de cinzas das amostras foi

feita com a carbonizagdo em chapa e incineragio

em mufla a 550°C. (LANARA, 1981) (£-23).

3) Proteinas

A determina¢do do teor de proteinas, foi
feita por processo Micro-Kjeldahl (Manual de
Métodos Empregados Em Estudos de Microbiologia
Agricola — Alves et al, 1994), no laboratério do
CNPAB-EMBRAPA. Os resultados multiplicados
pelo fator 6,25 mostraram o conteado em proteina
bruta, (f-24).

4) Lipidios totais

A determinagdo dos lipidios totais foi feita
segundo as Normas Técnicas do Instituto Adolfo Lutz, (1985), com extragdo continua com
éter de petroleo em extrator sohxlet, (f-25), e pesados em balanca analitica Mettler Inst.

Company, type H15, cap. 160 g, (f-19).
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5) Esterificacio, metilacdo e andlise de
acidos graxos :

A metodologia da extragdo de lipidios, da
esterificagio, bem como das analises dos acidos
graxos em cromatografo, estdo descritas e

especificadas no apéndice, A-2-1 a A-2-2

6) Carboidratos
A determinagdo de carboidratos foi feita pela diferenca entre o peso total da amostra

seca e a soma dos pesos de umidade, cinzas, proteinas e lipidios.

7) Anilise dos acidos graxos apolares por

P

cromatografia :

A analise dos acidos graxos foi feita no
cromatografo Perkin-Elmer, utilizando-se a coluna
DB - 225, especialmente epecificada para esta
analise, no laboratorio de cromatografia do CNPAB
— EMBRAPA, Seropédica, RJ, (f-26).

A amostra, contendo a mistura dos acidos graxos extraidos da Spirulina maxima,
esterificados e metilados, foi injetada no aparelho
através de uma micro seringa de 10 pl, em uma

quantidade de 1 pl aproximadamente.
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4.4 — Analise dos parimetros cinéticos :

1) Parametros cinéticos :

Os pardmetros obtidos a partir do cultivo, as varaveis dependentes consideradas,
foram a biomassa, a produtividade, o nitrogénio, os lipidios totais, os acidos graxos
apolares, o acido gama-linolénico, o &cido palmitico, o acido palmitoleico, o acido
estearico, o acido oleico e o acido linoleico.

As curvas de crescimento foram desenvolvidas a partir da producdo de biomassa
em 3 | de meio, nos diversos tratamentos. Os modelos foram ajustados, com os respectivos
pardmetros cinéticos, a partir dos melhores coeficientes de correlagdo encontrados,
utilizando-se das equagdes conhecidas da literatura.

As equagdes cinéticas para Spirulina foram consideradas a partir das apresentadas

pelo CNR, AQ/2/21, Firenze, 1982.

1.a) Velocidade especifica :

pe=1/x.dx/dt ou Pt = THL R
— Onde x e dx/dt foram considerados a partir das curvas de crescimento, as quais
mostraram modelos polinomiais de 3° ou 4° graus. Mostra a velocidade com que ela

aumenta a sua massa por unidade de massa, a unidade ¢ hora™ ou dia’.

1.b) Tempo de geracio :
ta = 1n 2/ p . para Spirulina tq variade 2,8 a 4,5 h.

— E o tempo em que ela duplica a sua massa, a unidade ¢ horas ou dias.

1.c) Fator de rendimento :

Yy = AX/AS, Yox= AP/AX = Yy, = AP/AS

— E arelagdo do que produz pelo que consome, ou por outro produto, a unidade é %.

1.d) Velocidade especifica x consumo de substrato :

Hx = Pmax - S/ (Ks+ S)
— E a relagdo da variagdo da velocidade especifica, que passa por um maximo, com o

consumo do substrato.
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1.e) Produtividade :

Pr=X/tr , | Pr= Produtividade total = quanto produziu no final.

tr = Tempo total de crescimento

Pu=X/tn ,| Pmn=Produtividade maxima = onde produziu o maximo

tn = Tempo em que alcanga o maximo de crescimento

2) Avaliagio de lipidios e acidos graxos :

Para a composigio dos 4cidos graxos foram levados em conta os seis acidos
identificados pela analise em espectrégrafo de massa, realizada no CENPES -
PETROBRAS, RJ, sendo especificada a coluna capilar DB — 225 (adquirida
especificamente para estas analises pelo professor Dr. Ranulfo Monte Alegre), separa os
4cidos graxos na ordem, por tamanho de sua cadeia de carbono, conforme o apéndice
A2.7. A amostra de Spirulina maxima analisada foi a que correspondeu a0 crescimento a
35°C no meio com 2,5N, para a escotha e especificagio da coluna a ser utilizada, vide
apéndices A.2.1a A2.0.

A partir destes resultados, esta coluna foi instalada no cromatografo, conforme
descrito anteriormente, e as analises nela realizadas apresentaram cromatogramas atraves
dos quais, apos eliminadas as areas ndo significativas, foram calculadas as areas
correspondentes aos picos identificados.

Foram considerados apenas os picos correspondentes aos seis acidos principais,
identificados na anilise de espectrometria de massa, correspondentes & maior parte dos
4cidos graxos presentes, sendo 0s picos restantes considerados como“outros”, porém nao
calculados. Vide apéndicce A.2.8 em diante.

Para a avaliagdo da influéncia dos pardmetros limitantes no teor dos lipidios e dos
acidos graxos, em especial o 4cido graxo GLA, foi utilizada a metodologia de superficie de
resposta, a partir da anélise quantitativa dos lipidios totais e acidos graxos apolares, e das
andlises no cromatografo a gas, dos ésteres metilicos dos 4cidos graxos apolares extraidos.

As varidveis independenties consideradas, para a analise estatistica, foram a

Temperatura ¢ a Concentracéo de KNOs, conforme a tabela abaixo:
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VARIAVEIS INDEPENDENTES FAIXA DE VARIACAO

Temperatura - (°C) 25 -35

conc. KNOs - (g/l) 0-02-25

As analises estatisticas dos resultados foram feitas utilizando-se o software
“Statistica”, considerando-se o planejamento fatorial 3 x 2. A estimativa do &rro foi
calculada em fungdo dos experimentos em triplicata no ponto central, sendo obedecidas as
seguintes consideracfes :

; -« utihizado foi o de “Anélise de Estimativa Ndo Linear” e o de “Regressio

Multipla”, do software “Statistica — versdo 5.0,

2) Os Pardmetros Estimados — “Estimate” — foram calculados a partir do modelo proposto.

3) Erro Padriio — “Std Err”, — Devera ter um valor menor do que o valor do Pardmetro

Estimado em no minimo 20%, para que o modelo seja considerado vidvel.

4) Teste t — t (14) — E caleulado em fun¢iio do numero dos casos necessarios, devera ter

valor maior do que um minimo, tabelado para 95% de confianga, mostrando o quanto

significativamente € o parametro diferente de zero.

5) Nivel p — “p-level” — mostra a percentagem de erro acarmretada pelos pardmetros,

devendo tender a 0.

6) Matriz de Correlagio dos Pardmetros Estimados — fungdio da matriz de covarianga,

devera apresentar valores menores que 1,0, o mais proximo de 0 possivel, mostrando a

menor dispersao possivel entre os valores calculados.

7) Grafico dos valores Preditos x Observados da varidvel dependente na anélise dos

residuos — mostra a dispersdo destes valores graficamente, sendo que as curvas deverao

estar o mais proximas possivel da diagonal, para 2 menor dispersédo possivel.

8) R — Coeficiente de Correlagdo da fungdo proposta como modelo, devera tender para 1,0,
Os pontos onde se encontraram os melhores resultados em relagio ao aumento dos

lipidios, particularmente ao aumento dos teores de GLA, indicaram as condigbes onde

provavelmente teremos a otimizag&o da predugfo do acido graxo desejada.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO:
5.1 — Crescimento :

Foram obtidos resultados do peso seco (g/1) por 3 | de meio, versus tempo (dias), em
15 dias de crescimento, com 3 repeticdes para cada tratamento, conforme tabelas do
apéndice A.1.1a A.1.12.

5.1.1- Curvas de Crescimento a 35°C:

figura 5.1.1 — Curvas de crescimento a 35°C.

| Crescimento a 35 °C
@X1-25N
6 - mX2-02N
AX3-0.0N X3 = -0,00176 + 0,0226t2 + 0,0939t + 3,4874
2 _
5 R? = 0,9646
| A

) X1 = 0,0007t - 0,0197t + 0,4287t - 0,3238
8 R? = 0,0822
@ 3 &
7]
2
-

2 |

X2 = -0,0006t> + 0,0084t> + 0,1287t + 0,146
19 R2 = 0,9928
0 2 SR .
o 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15
tempo (dias)
|

As equagdes X;, X, e X3 mostram 0 peso Seco médio para os tratamentos com 2,5,
0,2 e 0,0 g/l de KNO3 no meio de cultivo, respectivamente, ajustando-se a um modelo
polinomial de 3° grau.

O crescimento em auséncia de N mostrou queda a partir do 9° dia, devido ao
esgotamento das reservas de proteina da microalga, conforme observagdo anterior de Torres
(1994).

O crescimento em concentragdo de 0,2 g/l KNOs, mostrou menor desenvolvimento,
com aparente descoloragdo, devido a utilizacdo do pigmento ficocianina, e outras

biliproteinas, conforme ja observado por Boussida & Richmond (1980).
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S.1.2 — Curvas de crescimento a 25°C :

As curvas da figura 2 apresentam as equagdes Xi, X, € X3 que mostram o peso seco
médio da biomassa para os tratamentos com 2,5, 0,2 e 0,0 g/l de KNO3, respectivamente,
ajustando-se a um modelo polinomial de 3° grau.

figura 5.1.2 — Curvas de crescimento a 25°C.

Crescimento a 25 °C

@X1-25N
HX2-0,2N
| AX3-00N X3 = -0,0008t* + 0,003t + 0,1598t + 3,5699
5+ ' R2=0,9364

. T

‘ X1 =-0,0007t* + 0,0158t* + 0,1661t - 0,2075
R? = 0,9957

peso seco (g/l)

X2 = 0,0001t> - 0,0101t* + 0,2185t - 0,2004
R*=0,9911

0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15
tempo (dias)

O crescimento a 25°C manteve comportamento semelhante ao crescimento a 35°C,

com desempenho proporcionalmente menor em termos de biomassa.

S.1.3 — Produgfo de Biomassa:

Em relagdo a biomassa celular produzida, observou-se queda linear com a
temperatura, T, mais acentuada e ndo linear com o nitrogénio, N, vide figuras 5.1.1, 5.1.2,
geradas a partir das tabelas do apéndice A.1.1 a A.1.6 e anélises estatisticas 5.6.3, BIOM.

A biomassa decresceu, para os valores médios, cerca de 3,1% em meio com 2,5 N,
39,5% em meio com 0,2 N e 5% em auséncia de N, entre as temperaturas 35°C e 25°C,

aproximadamente.



BIOM, representando a biomassa em peso séco, foi a variavel que avaliou o
crescimento celular da Spirulina maxima nos tratamentos, apresentando os seguintes
resultados comparativos com os pardmetros estatisticos utilizados:

1) O Std.Err. apresentou valores de 4,8 a 20 vezes menor do que os parametros, .

2) O teste t (14) mostrou para o menor valor, B = 4,814787 > 1,761 minimo.

3) O valor de p-level para B foi 0,0275% << 5% maximo.

4) A matriz de correlagdo dos parfimetros estimados e a analise dos residuos, mostrou
dispersdo dos resultados, mas boa correlagao.

5) A superficie apresentou valores negativos como consequéncia do ajuste do modelo
proposto, de coeficiente de regressdo R = 0,98714 considerado bom, mas ndo relacionados
com os valores experimentais.

6) A fungdo proposta foi linear em T e em N, e quadratica em N.

7) Superficie de resposta para a biomassa — BIOM:

Model: BIOM=a+b*T+c*N+d*N**2
2=(2 4770333)+(0,0444622)"x+(-11,874784)"y+(4,7589217)'y**2

[ -3,100
Bl 2,381
B 1,662
[ 0943
[C1-0224
[ 0,495
1214
1,933
Bl 2652
Bl 33N
[ above
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5.2 — Variagéo do pH :
S.2.1 - Curvas da variacio do pH a 35°C:

As curvas da figura 3 mostram a variagio do pH, com as equagdes X;, Xz e X3

ajustando-se a um modelo polinomial de 4° grau.

Figura 5.2.1 — Variacio de pH a 35°C.

pha35°C
@®X1-25N
114, W2-02N
' AX3-0,0N X1 = 8E-05t* - 0,0024t° + 0,023* + 0,0187t + 90,7801
11,2 R?=0,9909
1 -
108 |  X3=-8BE-05t'+ 0,0029t" - 0,034 + 0,2132t + 9,6278 ®
10,6 -
I
o
10,4 -
10,2 -
10 4 X2 = -1E-06t" - 0,0003t* + 0,0084t% + 0,0314t + 9, 7508
o
98 - R? = 0,996
96 | — , _ - -
0 2 4 6 8 10 12 14

tempo (dias)

Nao se observou alteragdes significativas em relagio a variagdo do pH,
comparando-se os crescimentos nos diferentes meios de cultivo, confirmando observagdes
de Torres (1994).

Nos diversos tratamentos o pH inicial ficou entre 9,6 a 9,9, no meio de

cultivo logo apés a inoculagéo, e entre 10,8 a 11,2 ao final do crescimento.

5.2.2 — Curvas de variaciio do pH a 25°C:

As curvas da figura 4 mostram a variagdo do pH, com as equagdes X, Xz e Xs
ajustando-se a um modelo polinomial de 4° grau.

Observou-se comportamento semelhante a variagio do pH a 35°C, ndo mostrando
alteracgdes significativas entre os tratamentos.
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Figura 5.2.2 — Variacéio do pH a 25°C.

| pHa25°C

112 o X1-25N
= X2-02N @
Wi X3 =-0,0002t* + 0,00461° - 0,0378t2 + 0,175t + 9,7462
A X3-00N R2=0,9717 2
10,8 A

X1 = 3E-05t* - 0,0009* + 0,01021t> + 0,043%t + 9,7197
R?=0,9782

X2 = 0,0001t* - 0,0041t* + 0,04521 - 0,1422t + 9,9994
R? =0,989

|
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 12 13 14 15
tempo (dias)

5.3 — Velocidades especificas de crescimento :

As velocidades especificas de crescimento foram calculadas para cada ponto,
obedecendo & equagdo p = (dx/dt)/x , sendo x, peso seco da biomassa (g/1) produzida e t 0
tempo (dias), calculados de acordo com as integrais das equagbes de crescimento
polinomial de terceiro grau para cada ponto de amostragem, visto ndo ser possivel obter-se
uma velocidade especifica constante, como para um crescimento binario onde existe uma
fase exponencial de crescimento.

Para as velocidades especificas observou-se comportamento diferente para cada
temperatura, para os seus valores médios. A 35°C houve aumento do crescimento em 2,5 N
comparando com o crescimento em 0,2 N e queda para o crescimento em 0 N. A 25°C
houve queda mais acentuada do crescimento a 2,5 N para o crescimento a 0,2 N e menor
para o crescimento a O N. Vide 5.1.5.1a5.1.5.6.

Para cada dia observou-se diminui¢do da velocidade especifica, correspondente aos
pontos da curva polinomial ajustada, ndo sendo os mesmos em relagdo aos valores
experimentais. Devemos portanto considerar que, de acordo com autores, Torres (1994),
Paoletti et al (1980), que apos 7 dias aproximadamente comega a declinar o crescimento, 0

que nos levaria a tomar o valor médio até os 7 primeiros dias e ndo até aos 15 dias.
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As tabelas a seguir mostram as respectivas velocidades especificas, estas ajustadas

ao modelo polinomial de terceira ordem para todos os casos, tomadas em 15 dias, dia a dia.

2,5N - 35% 3.3.1) -Velocidade Especifica de Crescimento a 35°C
Tempo ” 3.1} -Velocs ade Especifica de msgfmca 0 a
(dias) em meto com 2.5 g/l de KNOy:

1 4971186

2 (3,893807

3 10,500376

4 0,351459 ;

5 0,272858| Onde:

6 16.224023 d}i; K X = {peso seco}

7 0’1 90507 | u= 2t T = tempo

8 10.165874 X

g 10,146827

10 10.131503} _ —— 5 _

11 0,118778] Xl= (),{J(}{)'}"‘tj ~0,0197t" + 0, 4287 - 0,3238

12 {,107938
13 (088512

14 0,090180 il (médio) = 0,025858 d”

15 0,082724

0,2N - 35°C 3.3.2) Velocidade Especifica de Crescimento a 35°C

_ :3’:22;’ B em meie com 0.2 g/l de KNOGs: '
i
o 0,469735

2 0,315363

3 10,235841

4 10,188029. .

5 . '0,1'5851 7 ' Qﬂdei

3 5,134464 dx/ X = {peso seco)

7 10418384 p=—tt t=tempo

B8 0,108330

9 0.097137

10 $,080078 . 3 - - :

11 0,084687 X2 = -0 00061+ 0,00841° + 0,1287¢ + 0,1460
12 0,080668

13 10077844

14  10,076137 12 (médio) = 0,2021746 d”

15 0,075560;
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Y3 -0,0N

5.3.3 - Velocidade Especifica de
Crescimento a 35°C-0,0 N :

ax / Onde:
[= dt X = (peso seco)
X t= tempo

X3 = -0,0017t>+ 0,0226t> + 0,093%t+ 3,4874

Tempo n
(dias)
1 0,028047
2 0,030446
3 0,031248
4 0,031594
5 0,031613
6 0,031420
710031106
8 0,030747
9 0,030403
10 0,030129
11 0,029973
12 0,029894
13 0,030262
14 0,030882
15 0,032026
Y1-2,5N
Tempo !
(dias)
1 -0,13810
2 -0,26877
3 -1,11173
4 0,664426
5 0,274661
6 0,179526
7 0,136556
8 0,112208
9 0,096713
10 0,086187
11 0,078798
12 0,073585
13 0,070022
14 0,067838
15 0,066937

u3 (médio) = 0,034786 d”!

5.3.4) Velocidade Especifica de
Crescimento a 25°C-2,5N :

Onde:

_ d)‘%k X_= (peso seco)
M= —#X t =tempo

X1 = -0,0007t> +0,0158¢> + 0,1661t — 0,2075

i1 (médio) = 0,556437 d*
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Y2 -0,2N

5.3.5) Velocidade Especifica de
Crescimento a 25°C - 0,2N ;

Onde:
dx X = (peso seco)
U= /ft t=tempo
X

X2 =0,00016- 0,0101¢* + 0,285t + 0,2004

12 (médio) = 0,153785 4’

5.3.6) Velocidade Especifica de
Crescimento a 25°C-0,0 N ;

Onde:

ax / X = (peso seco)
u=—2dt t = tempo (dia)
X

X3 = -0,0008t™+ 0,0030¢* + 0,1598t+ 3,5699

Tempo T}
(dias})
1 2,635597
2 1,068545
3 0,555056
4 0,383552
5 0,297628
6 0,246422
7 0,212761
8 0,189241
9 0,172152
10 0,158439
11 0,149882
12 0.142719
C,137465
14 0,133807
15 0,131556
Y3 -0,0N
Tempo u
{dias)
1 0,043150
2 0,041522
3 0,038929
4 0,038406
5 0,036979
6 0,035664
7 0,034473
8 0,033415
9 0,032499
10 0,031734
11 0,031136
12 0,030724
13 0,030530
14 0,030804
15 0,031026

3 (médio) = 0,30726 d™!
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£.4 — Produtividade ;

A tabela 5.4 mostra as produtividades TOTAL e MAXIMA, calculadas de acordo

corn as equagdes citadas anteriormente, em g/l/dia.

Tabela 5.4 — Produtividades para os diversos tratamentos.

TEMP | NITROG |REP| BIOM P.TOTAL P.MAX
C) (ah) {g/l) (g/iidia) {g/tidia)
35 25 7| 4,0800 02614 0,3194
35 2,5 2 | 39222 0,2596 0,3036
35 25 3 | 41241 0,2744 0,3069
35 0,2 1| 2,0621 0,136 0,2158
35 0.2 2 | 20727 0,1501 0,2453
35 0,2 3| 1,9452 0,1357 0,2122
35 0 1| 3,8847 0,0799 0,1979
35 0 2 | 37633 0,0568 0,1936
35 0 3 | 40597 0,0929 0,2701
25 2.5 1| 35183 0,1916 0,230
25 2,5 2 | 3,8371 0,245 0.2675
25 25 |3 | 37415 0,2322 0,2481
25 0,2 1 | 1243 | 0,0743 0,1261
25 02 | 2 | 12437 | _ 0,0606 0127
25 0.2 3 | 1,1905 0,054 0,1205
25 ) 1 | 35176 0,0806 0,2192
25 0 2 | 36451 0.0532 0,3416
25 o 3 | 39746 0,0333 0,2139

A produtividade maxima acompanha a variagdo da producdc de biomassa ¢ a
produtividade total decresce com T, vide andlise estatistica a seguir, 5.4.1 ¢ 542

respectivamente.

5 4.1 ~ Produtividade maxima ¢

PRODM, representando a produtividade méxima, foi a variavel que avaliou a
produgic de biomassa no ponto méxime do crescimento, em valores médios, apresentando
os seguintes resultados comparativos com os pardmetros estatisticos utilizados:

1} O Std Err. apresentou valores de 3,11 a 6,7 vezes menor do que 05 valores dos
pardmetros.

2) O teste t {14) mostrou para o menor valor C = 3,10556 > 1,761 minimo.

Ly
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3) O valor de p-level para o maior valor, C foi 0,775% << 5% maximo.

4) A matriz de correlagdo dos parametros estimados e analise dos residuos, mostrou alguma
dispersdo dos resultados, valores altos para B com A e C com D, mantendo boa correlagdo
para os demais.

5) A superficie apresentou inflexio na curva, mas dentro da variagio dos valores
experimentais, embora com baixo coeficiente de correlagio R = 0,75654.

6) A fungdo proposta foi linear em T, com o quadrado do coeficiente, linear em N e
quadratica em N, com o quadrado do ceficiente.

7) Superficie de resposta para a produtividade maxima — PRODM:

Model: PRODM=a™*2+b**2)* T+c*N+{d**2)*N**2
z=(-0,3402946)""2+((-0,0641871)**2)*x+(-0,3541934)*y+((-0,384777)**2)"y**2

0,40

5.4.2 — Produtividade total :

PRODT, representando a produtividade total, foi a variavel que avaliou a produgao
de biomassa ao final do crescimento, 15 dias, em valores médios, apresentando os seguintes
valores comparativos com os parametros estatisticos analisados :

1) O Std.Err. apresentou valores de uma ordem de grandeza menores do que os valores dos
parametros.
2) O teste t (16) mostrou valores >> 1,746 minimo.

3) O valor de p-level para todos foi igual a 0% << 5%.
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4) O A matriz de correlagio dos valores estimados e analise dos residuos mostrou muito
pouca disperséo e boa correlagao.

5) A superficie apresentou valores bem condizentes com os observados experimentalmente,
com um bom valor do coeficiente de correlagdo R = 0,95215.

6) A fungio proposta foi linear em T e quadratica em N, sem constante.

7) Superficie de resposta para a produtividade total - PRODT:

Model: PRODT=a"T+b*N"*2

2=(0,0028641)*x+(0,0258461)"y*"2

{

0,088
0,106
0,123
0,141
0,158
0,175

O00REEE

0,193
B3 0,210
Bl 0227
Bl 0,244
Il above

5.5 — Composicéo centesimal :
5.5.1 — Composigio centesimal da biomassa :

1) A composigdo em proteinas mostrou queda linear com a temperatura e
acentuadamente niio linear com o nitrogénio. Vide tabela 5.5.1 ¢ 5.6.4, PROT.
Para a variagio de N, a 35°C, apresentou uma diminui¢do de 29% do meio com
2,5N para o meio com 0,2N, e de 33% do meio com 2,5N para o meio com auséncia de N,
para valores médios, indo além das observagoes feitas por Torres (1994), de 24% e 18%
respectivamente.
A 25°C, apresentou uma diminuigdo de 40% do meio com 2,5N para 0 meio com

0,2N, e de 39% do meio com 2,5N para o meio com auséncia de N, para valores médios.
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Para a variaclo de T, de 35°C para 25°C, para ¢ meio com 2,5 N houve um

aumento de 1,4%, para o meio com 0,2N houve uma diminui¢iio de 15% e para o meio com

auséncia de N houve uma diminui¢io de 8%, aproximadamente para valores médios.

Para o meio 2,5N os valores iniciais encontrados estdo de acordo com os citados por
Paolett et al (1980), Boussida & Richmond (1980) e Torres (1994), de 68,5% a 77%.

A tabela 5.5.1 a seguir mostra a composigio centesimal da biomassa, em cada

tratamento. A composiglo fol expressa em percentagem da biomassa seca,

Tabela 5.5.1 - Composigfo centesimal da biomassa.

T | N [REP PROTEINAS| CINZAS [CARBOCIDRATOS| LIPIDIOS TOTAIS
°C | of % o % %
35 (25| 1 68 42 76 | 16,03 7.95
35 (25| 2 7102 | 584 T 14,92 8,22
35 (25 3 7181 | 577 1 13,54 8,88
Média 704167 | 640333 | 14,83 8,35
Desvio padrao| 1,77371 | 1,03693 | 1,24744 0,47843
35 (02 1 53,28 576 18,18 2278
35 1021 2 52,46 5 58 17,65 24,31
35 |02 3 44 56 825 22,15 25 04
Média 50,1 6,53 19,3267 24 0433
Desvio padrdo| 481527 1,49228 2,45094 1,153386
351 0 | 1 44 48 6,23 26,03 23,26
35 | 0| 2 49,13 7.09 21,09 2269
31 0| 3 48,19 8,81 21,48 23 52
Média 47 2667 5,71 22 8667 23,1567
Desvio padrap| 245866 | 0,43863 2. 74646 0,42454
25 125 1 70,74 7,34 14,98 6,94
25 25| 2 72,33 6,52 14 88 6,27
25 1251 3 71,19 6,56 12,87 7.98
Média 71,42 5,94 14,2433 7.06333
Desvio padrdo| 081957 | 041037 1,19039 0,86165
2502 1 4164 8,12 27,38 22 88
25102 2 42,92 7,38 26,54 23,16
251021 3 4338 7 84 26,79 21,69
Média 42 68467 7.78 26,8987 22 6767
Desvio padréio] 0,90163 | 0,37363 0,42028 0,61093
251 0 | 1 44 74 8,65 26,56 2235
251 0 2 44 81 7,38 25,96 21,84
251 0] 3 41,09 8 91 29,15 20.85
Meédia 43 54667 7.65 27,22333 21,68
Desvio padréo| 2127824 |1,152215 1,695297 0,762693
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2) A composic8o em cinzas mostrou para a variagio de T, de 35°C para 25°C,
aumento de 7,8% para o meio com 2,5N, de 16% para o meio com 0,2N e de 12,3% em
auséncia de N, aproximadamente para valores médios.

Para varia¢do de N a 35°C, do meio com 2,5N para 0 meio com 0,2N mostrou um
aumento de 2% e para o meio com auséncia de N um aumento de 4,6%, aproximadamente
para os valores médios. A 25°C, do meio com 2,5N para o meio com 0,2N mostrou um
aumento de 10,8% e para o meio com auséncia de N 9,3%, aproximadamente para valores
médios. Vide tabela 5.5.1.

Os valores iniciais encontrados para cinzas estio compativeis com os citados por
Paoletti et al (1980), de 4% a 6% para o meio 2,5N, e por Torres (1994), de 8,1% para

valores médios para o meio 2,5N, para Spirulina maxima.

3) Os lipidios totais mostraram uma fungfo linear com T ¢ ndo linear com N. Vide
tabela 5.5.1 ¢ 5.3.5 LIPT.

Para a variagdio de T, de 35°C para 25°C, mostraram para o meio com 2,5N uma
diminuigdo de 15,4%, para o meio com 0,2N uma diminui¢Zo de 5,7% e para o meio com
auséncia de N uma diminuigio de 6,4%, aproximadamente para valores meédios. Este
pequeno decréscimo na concentagio dos lipidios totais para a diminuigdo da temperatura,
para uma mesma concentragio de nitratos contraria em parte o que foi observado por
Mendes (1992).

Para a variagdo de N & 3:5"C, os resultados mostraram que do meio com 2,5N para o
“meio com 0,2N houve um aumento de 2,88 vezes € para o meio com auséncia de N houve
um aumento de 2,8 vezes, aproximadamente para valores médios. A 25°C, os resultados
mostraram que do meio com 2,5N para 0 meio com 0,2N houve um aumento de 3,21 vezes
e para o meio com auséncia de N houve um aumento de 3,07 vezes, aproximadamente para
valores médios, estando de acOrdo com observagio de Torres (1994), sendo um pouco
menos expressiva do que este a 35°C e mais a 25°C.

Cabe citar a constatagio de varios autores. Mendes (1992), que embora tenha
observado uma correlagio inversa entre aumento da temperatura ¢ o acumulo de lipidios
totais, bem como com a redugdo de nitratos com o acimulo de lipidios, observou que este
acimulo era muito mais expressivo com a diminui¢do de nitratos do que com a da

temperatura. Shifrin et al (1981), por outro lado, constatou que vérias espécies de
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microalgas sob estarvagio de nitrogénio apds 4 a 9 dias aumentaram 2 a 3 vezes o
contetdo de lipidios, corroborando com os resultados encontrados. Tormes (1994) também
constatou aumento de 2,14 vezes com a redugio de nitratos de 2,5 para 0,2 g/l, e de 3,7
vezes para 0 meio com auséncia de N, em cultivo de Spiruling maxima, confirmando
também as observagles. Spoehr & Milner (1949) e Iwamoto et al (1955) ja haviam
reportados aumento do contedido de lipidios, 85%, para a microalga Clorella, cultivada em
auséncia de N, confirmada por Zhudova et al (1969), porém com valor menor do que este,

sob as mesmas condigBes.

4) A concentrag@io de carboidratos foi calculada pela diferenga de 100% menos a soma de
proteinas + cinzas + lipidios totais. Mostrou o valor de 14,8% a 35°C e 14,2% a 25°C para
o meio 2,5N, compativel com os valores citados por Paoletti et al (1980), de até 20% para
Spirulina platensis ¢ de até 16% para Spirulina maxima, por Quillet (1975), por Richmond
(1988) e por Torres (1994), de16,3% para Spirulina maxima.

Para variagdo de N a 35°C, do meio 2,5N para o meio 0,2N, houve aumento de
23,3% aproximadamente, e para o meio com auséncia de N houve aumento de 34.6%
aproximadamente. A 25°C, do meio 2,5N para o meio 0,2N houve aumento de 47% e para

o meio com auséncia de N houve aumento de 47,6%. Vide tabela 5.5.1.

3.5.2 — Composiciio geral em biomassa e umidade:

A umidade do gel ndio mostrou alteragdes significativas, sendo as variaces
apresentadas, de 73% a 84% para 35°C, de 78% a 83% para 25°C, provavelmente devido a
questdes experimentais de amostragem, fatores como filtracfio, lavagem do gel com solugio

salina, congelamento e descongelamento da amostra.

A tabela 5.5.2 a seguir, mostra a composigdo geral em percentagem de biomassa ¢
de umidade no gel, ¢ em peso seco total, em g, da Spirulina maxima para cada dorna com 3

litros de meio de cultivo cada uma, em triplicata.
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Tabela 5.5.2 — Compeosi¢io em biomassa e umidade.

T N REP{UMIDADE| BIOMASSA |BIOMASSA
(°C) | g/t KNO; % % g
35 2,5 1 85,06 14,94 4.0600
35 2.5 2 81,06 18,94 3,9222
35 2,5 3 79,89 20,11 4,1241
média 82,00 18,00 40354
desvio padrao 2,71 2,71
35 0,2 1 79,37 2063 2,0621
35 0,2 2 67,95 32,05 2,0727
35 0,2 3 71,66 28,34 1,9452
média 72,99 27,01 2,0267
desvio padrao 5,83 5,83
35 0 1 84,59 15,41 3,8847
35 0 2 84,25 15,75 3,7833
35 0 3 85,56 14,44 40597
média 84,80 15,20 3,8002
desvio padrio 0.68 0,68
25 2,5 1 84,48 15,52 3,5183
25 2,5 2 81,06 18,94 3,8371
25 25 3 83,78 16,22 3,7415
média 83,11 16,89 3,3990
desvio padréo 1,81 1,81
25 0,2 1 82,44 17,56 1,2436
25 02 2 81,36 18,64 1,2437
25 0,2 3 71,01 28,99 1,1905
média 78,27 21,73 1,2259
desvio padrao 6,31 6,31
25 0 1 83,85 16,15 3,5176
25 0 2 78,24 21,76 3,6451
25 0 3 77,468 22 54 3,9746
meédia 79,85 20,15 3,7124
desvio padrao 3,49 3,49

5.5.3 — Composicio geral dos dcides graxes :

A tabela 5.5.3 a seguir mostra a composi¢do de cada acido graxo em percentagem
dos &4cidos graxos totais, AGRAX, os quais correspondem a percentagem dos lipidios
totais, LIPTOT, estes calculados em percentagem da biomassa seca produzida , BIOM, para

cada tratamento em triplicata.
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5) Os acidos graxos totais, expressos em percentagem dos lipidios totais,
correspondentes aos ésteres metilicos dos &cidos graxos apolares, para cada tratamento, se
comportaram de maneira paralela com os lipidios totais. Mostraram também ser fungdo
linear com T e ndo linear com N. Vide tabela 5.5.3 e 5.3.6 AGRAX.

Para a variagio de T, de 35°C para 25°C, diminuiu 19,7% em meio com 2,5N,
diminuiu 19,7% em meio com 0,2N 7,6% e diminuiu 6,15% em meio com auséncia de N,
para os valores médios.

Para a variagio de N, para 35°C, do meio com 2,5N para o meio com 02N
aumentou 2,78 vezes, para o meio com auséncia de N aumentou 2,57 vezes,
aproximadamente para valores médios. Para 25°C, do meio com 2,5N para o meio com
02N aumentou 3,2 vezes, para © meio com auséncia de N aumentou 3,0 vezes,

aproximadamente para os valores médios.

3.5.4 - Composiciio dos dcidos graxos apolares selecionados:

Os acidos graxos selecionados, identificados diretamente ou imediatamente

proximos dos picos da amostra analisada pelo CENPES, tomada como padréo, foram :

1) Acido Palmitico ---e-m—-vw=mm=r- C16:0 — (hexadecanoico)
2) Acido Palmitoleico ------nn---- Cl6:1

3) Acido Estedrico ———n-n-mm---- -- C18:0

4) Acido Oleico C18:1 cis

5) Acido Linoleico -—-re-mn-e=n=- C18:2

6) Acido gama-Linolénico -——-- C18:3 - (GLA)

Os seis 4cidos foram especificados por serem expressivamente oS maiores
compoﬁentes dos acidos graxos extraidos da Spiruling maxima, cerca de 80% do seu
contendo aproximadamente em valores médios, escolhidos por serem apresentados por
outros autores como sendo quase que 2 totalidade dos acidos presentes na microalga. Vide
tabela 5.5.3.

Observou-se que no crescimento feito por Torres (1994), o contetido destes acidos
graxos foi de aproximadamente 96,8% em média, para os tratamentos por €le efetuados, e
que a composigio dos acidos graxos citada por Paoletti et al (1980) apresentou quinze

acidos, sendo estes seis equivalentes a 95,7% do seu contetido, versus 80% apresentado por
61



este trabalho. Isto se explica pelo cromatdgrafo utilizado para as anélises, e a coluna
especificada para tal, ser bem mais moderno e muito mais sensivel, apresentando, com a
mesma atenuacg8io € picos bem significativos, em torno de vinte e sete acidos graxos, desde
10 até 22 carbonos na cadeia. Portanto n&io serdo comparados os resultados encontrados
para os acidos palmitico, palmitoleico, estearico, oleico ¢ linoleico com a literatura, além
do que ndo se tem noticia sdbre como ocorre a variagio da composigio destes com a

variag@o do nitrogénio no meto.

1) O acido gama linolénico, GLA, mostrou a mesma tendéncia dos acidos Eraxos
e lipidios totais sendo que em relagio & temperatura, este se apresentou sem alteragGes
stgnificativas de 35°C para 25°C. Diminuiu em tormo de 4% em meio com 2,5N,
aumentou em 3% em meio com 02N e aumentou em 3,5% em auséncia de N
aproximadamente, para valores médios, demonstrando que nfo houve mudangas
importantes para esta faixa de temperatura. Vide a tabela 5.5.3 e 5.6.7, GLA, onde
apresentou fungdo linear em T e n3o linear em N.

Em relagdo a variagdo de N, para 35°C houve um aumento de 3,6 vezes do meio
com 2,5N para o meio com 0,2N, e aumento de 3,55 vezes para o meic em auséncia de N,
para os valores médios, versus 2,32 vezes e 2,5 vezes, respectivamente para as mesmas
condigdes, no crescimento realizado por Torres (1994). Para 25°C houve um aumento de
3,84 vezes do meio com 2,5N para o0 meio com 02N e aumento de 4,28 vezes em
auséncia de N, para os valores médios.

Os resultados corroboraram com citacdes de varios autores. Cohen et al (1992)
observou um aumento substancial de GLA de Spirulina platensis resistente a um herbicida,
quando a expds a condigdes limitantes, em stress, mantendo-se estavel por varias, geragdes.
Manabe et al (1992) constatou aumento de 1,5 a 2 vezes na concentracio de GLA
transferindo células de Spirulina platensis para meios com concentragdes reduzidas de
cloreto de aménio. Conforme foi observado neste trabalho os resultados confirmaram o que
foi citado por Hudson et al (1974), Metzer et al (1983), Paoletti et al (1980) e Torres (1994)
que entre os &cidos graxos apolares extraidos da Spirulina predominavam o &cido
paimitico, acompanhado de expressiva quantidade do icido gama-linolénico e do 4cido

linoleico.
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2) A produtividade de GLA manteve a mesma tendéncia, vide tabela 5.6.2 ¢
5.6.8, PGLA.

Para 35°C esta apresentou um aumento de 1,8 vezes db meio com 2,5N para ¢ meio
com 0,2N, e 3,46 vezes para 0 meio com auséncia de N, para valores médios, versus 1,58
vezes e 1,81 vezes respectivamente para as mesmas condigdes no crescimento realizado
por Torres (1994). Para 25°C aumentou 1,3 vezes do meio com 2,5N para o meio com
0,2N e 4,2 vezes do meio com 2,5N para 0 meio com auséncia de N, para os valores

medios.

3) O 4cido palmitico apresentou também funcio linear em T e n&o linear em N.
Vide a tabela 5.5.3 € 5.6.9, PALM.

Para variagio em T, de 35°C para 25°C, diminuiu cerca de 30% para o meio com
2,5N, 9% para o meio com 0,2N e 18% em auséncia de N, para valores médios.

Para variagdo em N, em 35°C aumentou 2,21 vezes do meio 2,5N para o meio 0,2N
e aumentou 1,86 vezes do meio 2,5N para o meio ON, para valores médios,versus o
aumento de 1,58 vezes ¢ de 1,81 vezes respectivamente, segundo observagio de Torres
(1994). Em 25°C aumenta 2,95 vezes do meio 2,5N para o meio 0,2N e 2,25 vezes do

meio 2,5N para o meio ON.

4) O icide palmitoleico mostrou para a variagio de T, de 35°C para 25°C, um
aumento de 3,3 vezes em meio com 25N, de 2,1 vezes em meio com 0,2N e 1,72 vezes
em auséncia de N, para valores médios.

Para variagio de N apresentou, para 35°C, diminuigio de 2,3 vezes do meio com
2.5N para o meio com 0,2N e 1,5 vezes para 0 meio com auséncia de N. Para 25°C,
diminuiu 3,62 vezes do meio com 2,5N para 0 meio com 02N e 2,93 vezes para 0 meio
com auséncia de N, para valores medios.

Apresentou também funcéio linear com T € ndo linear com N. Vide a tabela 5.5.3 ¢

5.6.10, PMOLEL
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3) O acido estedrico mostrou, para a variagio da temperatura de 35°C para 25°C,
diminuigdo de 56% em meio com 2,5N, de 30% em meio com 0,2N e de 64% em
auséncia de N, para valores médios, apresentando também relagio linear com T e njo
linear com N..

Para variagdo de N, a 35°C aumentou 6.9 vezes do meio com 2,5N para 0 meio com
".2N, € 4,7 vezes do meio com 2,5N para o meio com auséncia de N. A 25°C aumentou

2 meio com 2,5N para o meio com 0,2N e 3,75 vezes do meio com 2,5N para

0 meio com auséncia de N, em valores médios. Vide a tabela 5.5.3 ¢ 5.6.11, ESTEAR.

6) O acido oleico mostrou também funcdo linear com T e ndo linear com N.

Para a variagio de T de 35°C para 25°C, diminuiu 36% em meio com 2,5N, 57% em
meio com 0,2N e 51% em auséncia de N, para valores médios.

Para a variagio de N, para 35°C, aumentou 3,3 vezes do meio com 2,5N para o meio
com 0,2N e 2 vezes do meio com 2,5N para o meio com auséncia de N, para valores
meédios. Para 25°C, aumentou 2,2 vezes do meio com 2,5N para o meio com 0,2N ¢ 1.6
verts Jo meio com 2,5N para o meio com ausénciz de N, para valores médios.Vide a
tabela 5.5.3 € 5.6.12, OLEICO.

7) O 4cide linoleice apresentou também fung#o linear com T e néo linear com N.
Para a variagio em T, de 35°C para 25°C diminuiu 8,8% para o meio com 2,5N, 6,4% para
o meio com 0,2N e 16,9% para o meio com auséncia de N, para valores médios.

Para variagdo em N, a 35°C ocorreu um aumento de 2,5 vezes do meio com 2,5N
para o meio com 0,2N ¢ de 3.2 vezes do meio com 2,5N para o meio com auséncia de N.
A 25°C aumentou 2,6 vezes do meio com 2,5N para o meio com 0,2N e 2.9 vezes do meio
com 2,5N para 0 meio com auséncia de N. Vide a tabela 5.5.3 ¢ 5.6. 13, LINOLEIL

Os resultados apresentados para a composicio dos acidos graxos mostraram que
houve uma sensivel alteragio no perfil dos acidos graxos apolares presentes na Spirulina
maxima quando foram alteradas as concentragdes de nitrogénio, o que contrariou a
observagio de Torres (1994), de que “as alteragdes nas concentragbes de nitrogénio ndo

afetaram o perfil dos 4cidos grxos da Spirulina maxima’”,
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5,6 — Analises estatisticas.

As analises estatisticas foram feitas para cada varidvel, as quais foram definidas

COmO a Seguir:

5.1.3 -BIOM biomassa em g.

5.4.1 - PRODM produtividade méxima em g/l/dia
5.4.2-PRODT produtividade total em g/l/dia
5.5.4—-PROT proteina em %

5.6.5-LIPT lipidios totais em %

5.6.6 — AGRAX acidos graxos apolares totais %
5.6.7-GLA 4cido gama-linolénico em %
5.6.8—-PGLA produtividade do acido gama-linolénico em %
5.6.9-PALM 4cido palmitico em %

5.6.10 - PMOLEI 4cido palmitoleico em %

5.6.11 — ESTEAR 4cido oleico em %

5.6.12 — OLEICO 4cido oleico em %

5.6.13 — LINOLEIL acido linoleico em %

As analises estatisticas, de estimativa ndo linear com a superficie de resposta, para
cada variavel estfo descritas a seguir para PROT, LIPT, AGRAX, GLA, PGLA, PALM,
PMOLEI, ESTEAR, OLEICO, LINOLEL estas relativas a variagdo da composigdo para
cada acido graxo, em fungéo das variagBes das condigBes provocadas nos diversos
experimentos.

As demais BIOM, PRODM, PRODT, foram descritas anteriormente nos itens
relativos & biomassa, produtividade maxima e produtividade total, onde também foi feita
analise de estimativa ndo linear.

As analises de regressic multipla, com a dispersdo dos resuitados € grafico de
valores preditos versus observados, estio no apéndice A1.13 - PARAMETROS
ESTATISTICOS DAS SUPERFICIES DE RESPOSTAS  DAS VARIAVEIS
ESTUDADAS, de 1 a 13.

A tabela 5.6.1, representa a matriz das variaveis, relativas & composigéo geral da
biomassa, utilizadas nas andlises estatisticas, para todos os tratamentos €m triplicata.

A tabela 5.6.2 representa a matriz das variaveis, relativas 4 composi¢ao dos acidos
graxos apolares nos 4cidos graxos totais, utilizadas nas analises estatisticas, para todos os
tratamentos em triplicata. Ambas as tabelas compdem a matriz geral camelo.sta. aplicada

no programa “Statistica” para o calculo dos pardmetros estatisticos e modelos das variaveis.
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5.6.4 - Proteinas

PROT rcpresenta a avaliagio da produgio de proteinas pela Spirulina maxima, no
fina! do crescimento, nas condigdes de cada tratamento, apresentando os seguintes valores
comparativos com 0s pardmetros estatisticos utilizados :

1) O Std Err. apresenta valores de 5,0 a 16,6 vezes menor do que os valores dos pardmetros
2) O teste t (15) mostra para o menor valor C = 5,086336 > 1,753 minimo.

3) O valor de p-level maior é de 0,0134% << 5% méximo.

4) A matriz de correlaciio dos parimetros estimados e analise de residuos, mostra valor alto
somente para B com A, com boa correlagio para os demais e pouca dispersgo.

S) A superficie apresenta bom coeficiente de correlagdo R = 0,97505 e muito boa
correspondéncia com os valores experimentais.

6) A fungiio proposta é lincar em T, com o quadrado do coeficiente, e quadratica em N,

7) Superficie de resposta para proteinas — PROT:

Model: PROT=a+(b**2)*T+c*N*"*2
Z=(35,638346)+((0,582237)*2)"x+(4,018012)"y*2

Bl 45,704
Bl 49,296
Bl 51,887
B 54,478
[ 57,089
[ 59,660
62,251
I 64,842
67,434
Bl 70,025
B above
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5.6.5 — Lipidios totais :

LIPT, representando lipidios totais, foi a variavel que avaliou a quantidade de
lipidios produzida pela Spirulina maxima no final do crescimento, para cada tratamento,
apresentando os seguintes valores comparativos com os pardmetros estatisticos utilizados :
1) O Std.Err. mostrou valores de aproximadamente uma ordem de grandeza menores do
que os dos parametros.

2) O teste t (15) mostrou para o menor valor de B = 7,13447 > 1,753 minimo.

3) O valor de p-level mostrou ndo acarretar érro entre os parametros, com valor O para
todos estes, 0 << 5%.

4) A matriz de correlagdo dos pardmetros estimados e analise de residuos mostrou muito
pouca dispersdo nos resultados, e apenas o valor alto de B com A, tendo boa correlagdo
para os demais.

5) A superficie apresentou excelente relagdo com os valores experimentais, com coeficiente
de correlagdo R = 0,99459.

6) A fungio proposta foi linear em T, com o do seu coeficiente e quadratica em N.

7) Superficie de resposta para lipidio total — LIPT:

Model: LIPT=a+(b**2)*T+d*N**2
z=(18,807205)+((-0,3700883)""2)"x+(-2,4361704)"y*"2

Bl 8531

I 10,041
@l 11,550
Bl 13,059
1 14,568
—1 16,078
17,587
B 19,096
B 20,606
Hl 22,115
Bl above
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5.6.6 — Acidos graxos :

AGRAX, representando a avaliagdo da produgdo dos acidos graxos apolares totais
produzidos, como uma fragdo do lipidio total, ao final de cada tratamento, apresentando os
seguintes valores comparativos com os pardmetros estatisticos utilizados -

1) O Std.Err. apresentou valores de 3 a 14 vezes menores do que os valores dos pardmetros.
2) O teste t (15) mostrou valores acima do minimo, sendo o de pior resultado B = 3,18940
> 1753

3) O valor de p-level para o maior valor de B foi 0,609% << 5% maximo.

4) A matriz de correlagdo dos parimetros estimados e andlise dos residuos sé apresentou
valor alto para B com A, com boa correlagio para os demais.

5) A superficie apresentou boa relacio com os valores experimentais, com bom valor para o
coeficiente de correlagdo R = 0,96576.

6) A fungéo proposta foi linear em T e o quadrado do seu coeficiente, e quadratica em N.

7) Superficie de resposta para 4cidos graxos — AGRAX:

Model: AGRAX=a+(b**2)*T+c*N**2
z=(14,17828)+((-0,3455913)**2)*x+(-1,8479067)*y**2

Hl 6,773
B 7932
I 9,090
[l 10,249
1 11,407
[ 12,566
[ 13,724
I 14,883
[ 16,041
I 17,200
I above
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5.6.7 — Acido gama-linolénico :

GLA, representando o acido graxo gama-linolénico, foi a variavel que avaliou a
quantidade de é4cido gama-linolénico produzido no final do crescimento, para cada
tratamento, apresentando os seguintes valores comparativos com 0s parametros estatisticos
utilizados :

1) O Std Err. apresentou valores de uma ordem de grandeza menores do que 0s valores dos
parametros.

2) O teste t (16) mostrou valores >> 1,746 minimo.

3) O valor de p-level para todos foi de 0% <<5%.

4) A matriz de correlagio de valores estimados e analise de residuos apresentou resultado
regular para B com A, e pouca dispersao.

5) A superficie mostrou uma boa relagéo para os valores experimentais, embora com valor
para o coeficiente de correlagdo pouco menor do que 0 desejado, R = 0,90761.

6) A fungio proposta foi linear em T e quadratica em N.

7) Superficie de resposta para o acido gama-linolénico — GLA:

Model: GLA=a+b*T*N**2
7=(2,6641727)+(-0,0101589)*x"y"*2

bi§ 3

NMNN=SSaaa200
3

388E%:
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5.6.8 — Produtividade do dcido gama-linolénico :

PGLA, representando a produtividade total do acido gama-linolénico, foi a variavel
que avaliou a produtividade do acido gama-linolénico no final do crescimento, 15 dias, para
cada tratamento, apresentando os seguintes valores comparativos com os parametros
estatisticos utilizados :

1) O Std.Err. apresentou valores 5 a 40 vezes menores do que os pardmetros.

2) O teste t (15) apresentou para o menor valor de C 4,894283 > 1,753 minimo.

3) O valor de p-level maior para C foi de 0,0195% << 5% maximo.

4) A matriz de correlagdo dos valores estimados e analise dos residuos mostrou dispersdo
com correlagdo alta para C com B, e regular para os demais.

5) A superficie ndo mostrou boa relagdio com os valores experimentais, com valores
negativos, prevalecendo os melhores resultados para os pardmetros, com valor abaixo do
desejavel de R = 0,87886.

6) A fung@o proposta foi linear em T, com relagdo cruzada de T com cubo de N, e cubo da
constante.

7) Superficie de resposta para produtividade do GLA - PGLA:

Model: PGLA=a**3+b*T*N+¢*T*N**3
2=(1,8756106)"*3+(-0,598456)"x"y+(0,0858815)"x"y**3

72



5.6.9 — Acido palmitico :

PALM, representando a produgéo do acido palmitico, foi a variavel que avaliou a
produgdo do acido palmitico ao final do crescimento, para cada tratamento, apresentando 0s
seguintes resultados comparativos com 0$ pardmetros estatisticos utilizados :

1) O Std.Err. apresentou valores de 2,6 a 4 vezes menor do que os pardmetros.

2) O teste t (14) para o menor valor foi A=2,690451>1,761.

3) O valor de p-level para o pior pardmetro, A, foi 1,7582% < 5% maximo.

4) A matriz da correlagio dos valores estimados e analise dos residuos mostrou alguma
dispersdo, com valor elevado para B com AeCcomD.

5) A superficie mostrou valores que representam 0s observados, com bom coeficiente de
correlagdo, R = 0,94714.

6) A fungdo proposta foi linear em T e em N, quadratica em N.

7) Superficie de resposta para o 4cido palmitico - PALM:

Model: PALM=a+b*T+c*N+d"N*"2
z=(3,2125)+(0,1 100444)"x+(8,748968)" y+(-4,028174)"y"2
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5.6.10 —Acido palmitoleico :

PMOLEIL representando o 4cido palmitoleico, foi a variavel que avaliou a
producdo do acido palmitoleico no final do crescimento, para cada tratamento,
apresentando os seguintes valores comparativos com o0s pardmetros estatisticos utilizados
1) O Std.Err. apresenta valores para os parametros em T e em N, de 3,2 a 3,4 vezes menor,
€ a constante 22 vezes.

2) O teste t (15) mostra para o menor valor C = 3,215616 > 1,753 minimo.

3) O valor de p-level maior é de 0,5776% < 5% maximo.

4) A matriz da correlagio dos valores estimados e anélise dos residuos apresenta alguma
dispersao, com valores altos para C e B.

5) A superficie mostra valores representativos dos experimentais, com coeficiente de
correlagdo abaixo do desejado, prevalecendo os pardmetros estimados e a coeréncia com os
valores experimentais, com R = 0,67106, a valor mais baixo.

6) A fungdo proposta € linear e cruzado com T e N, e ctibica em N,

7) Superficie de resposta para o acido palmitoleico —- PMOLEI

Model: PMOLEI=a**2+b*T*N+c*N**3
7=(-0,6082441)"*2+(-0,0116658)"x"y+(0,0514648)"y**3
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5.6.11 — Acido estedrico :

ESTEAR, representando o acido eatearico, foi a variavel que avaliou a produgéo do
4cido estearico no final do crescimento, para cada tratamento, com os seguintes valores
comparativos com os pardmetros estatisticos utilizados :

1) O Std.Err. mostra valores de 5 a 10 vezes menores do que 0s parametros.

2) O teste t (16) mostra para o menor valor B = 5,17769 > 1,746 minimo.

3) O valor de p-level para todos os parametros € aproximadamente 0 << 5% maximo.

4) A matriz de correlagdo dos valores estimados e analise dos residuos mostra dispersdo e
valores médios para A com B.

5) A superficie apresenta uma boa representagao com 0s valores experimentais, com valor
abaixo do desejavel para o coeficiente de correlagdo R = 0,81973.

6) A fungio proposta ¢ linear em T e quadratica em N.

7) Superficie de resposta para o 4cido estearico — ESTEAR:

Model: ESTEAR=a*T+b"N**2
2=(0,0136104)"x+(-0,0552888)*y**2

[l 0,038
Bl 0,082
Bl 0,126
I 0,170
[ 0,214
] 0,257
0,301
[ 0,345
0,389
B 0,433
[ above
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5.6.12 — Acido oleico :

OLEICO, representando o acido oleico, foi a variavel que avaliou a produgio do
acido oleico ao final do crescimento, para cada tratamento, com os seguintes valores
comparativos com os pardmetros estatisticos utilizados :

1) O Std Err. apresenta valores de 3 a 7 vezes menores do que os parametros.

2) O teste t (13) mostra para o seu menor valor C = 3,0872 > 1,771 minimo.

3) O valor de p-level maior para C, 0,950% < 5% maximo.

4) A matriz de correlagdo dos valores estimados e analise de residuos mostra alguma
dispersdo, com valores altos para B com A e C com E e razoaveis para os demais.

5) A superficie apresenta valores bem coerentes com os experimentais, com coeficiente de
correlagdo razoavel R = 0,94525.

6) A func@o proposta ¢ linear em T e em N, com relaco cruzada de T e quadrado de N, e
cubica em N.

7) Superficie de resposta para o 4cido oleico — OLEICO:

Model: OLEICO=a+b*T+c*N+d* T*N**2+e*N**3
2=(-1,7912486)+(0,002575)"x+(2,7339227)*y+(-0,0110638)"x"y**2+(-0,3343256)"y**3

0,697
0,988
1,279
1,570
1,861
2,152
2,444
2,735
3,026
337
B above

BERCOCNmE
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6 — CONCLUSOES:

1 — Destacamos dois aspectos principais no cultivo da Spirulina sob condigdes
limitantes em nitrogénio com variagic da temperatura, o primeiro a possibilidade da
producio de uma biomassa com teores elevados de acidos graxos, o segundo a
possibilidade da extrag@o destes acidos graxos, de grande interesse econdmico.

2 — Para tanto serd necessario o conhecimento dos pardmetros cinéticos, para o
nosso clima, e da methor maneira de se diminuir o teor de nitrogénio ¢ a temperatura,
visando a otimiza¢do da producéo destas substdncias, o que foi o objetivo deste trabatho.

3 ~ Como contribuicio inédita do trabalho foi possivel mostrar o que acontece
quando provocamos estas alteragbes simultineas, da temperatura ¢ do nitrogénio, com a
composigio dos acidos graxos apolares da Spirulina, com modelos matematicos propostos
a partir das anélises estatisticas, com superficies de resposta, realizadas.

4 — Foi observado que houve um aumento substancial dos &cidos graxos da
Spirulina, de 3,5 vezes a 35°C e de 4,28 vezes a 25°C para o GLA em especial, bem como
na sua produtividade, quando se diminuiu o teor do nitrogénio até proximo de zero ¢ a
temperatura na faixa estudada. Embora com efeito menos significativo para a diminuigho
da temperatura, este foi porém efetivo em termos percentuais.

5 — Foi observado também a diminui¢o do teor de proteinas quando se alteraram as
condigBes de cultivo, confirmando as citagBes de diversos autores.

6 — Os resultados mostraram possibilidades para o cultivo em maior escala no
Brasil, onde as alteragbes como as estudadas neste trabalho podergo levar a produgfo de
lipidios, ¢ do GLA em particular, em quantidades bem maiores do que as conseguidas em
um cultivo tradicional, de uma maneira econdmicamente viavel.

7 — Os resultados mostraram também que houve uma efetiva mudanga na
composigio dos acidos graxos apolares da Spirulina quando se alterou a concentragdo de
nitrogénio simultineamente com a temperatura, chegando a aumentar em varias vezes O seu
conteudo, porém ndo proporcionalmente.

8 — Dos seis acidos graxos estudados, presentes em mator quantidade, somente o
acido palmitoleico aumentou com o sbaixamento da temperatura e diminuiu com a
diminui¢@o do nitrogénio, ao contrario dos demais que diminuiram com o abaixamento da

temperatura ¢ aumentaram com a diminui¢io do nitrogénio.
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APENDICE

A.1.1 - Crescimento a 35°C (2,5 g/l KNO3)

Peso seco (g) / (3 1)

t(dias) dorna 1 dorna 2 dorna 3 média d.padrao
0 0,0687 0,0687 0,0794 0,0741 0,0076
1 0,2282 0,2282 0,2282 0,2282 0,0000
2 0,4726 0,4195 0,4301 0,4407 0,0281
3 0,8234 0,8447 0,7171 0,7951 0,0684
4 1,2911 1,2698 1,2061 1,2557 0,0442
5 1,5887 1,5887 1,5462 1,5745 0,0245
6 1,7375 1,6737 1,8013 1,7375 0,0638
7 2,2052 2,0564 1,9926 2,0847 0,1091
8 2,3753 2,2902 2,2265 2,2973 0,0747
9 2,6091 2,5666 2,5241 2,5666 0,0425
10 3,0555 2,8855 3,0768 3,0059 0,1048
11 3,7783 3,4595 3,5976 36118 0,1599
12 3,9909 3,7783 3,6720 3,8137 0,1624
13 42035 3,9909 3,7783 3,990% 0,2126
14 4,2035 3,9105 40972 40704 0,1483
15 4,2035 3,9909 4.2035 4,1326 0,1227

A.1.2 - Crescimento a 35°C (0,2 g/l KNO3)
Peso seco (g/h) / (31)

t(dias) dorna 1 dorna 2 dorma 3 media d. pad.
0 0,1100 0,1000 0,1100 0,1100 0,0000
1 0,1600 0,1500 0,1600 0,1600 0,0000
2 0,3100 0,3200 0,3100 0,3100 0,0000
3 0,5000 0,5000 0,4600 0,4800 0,0283
4 0,7300 0,8000 0,6900 0,7100 0,0283
5 0,9900 1,0500 0,9300 0,9600 0,0424
6 1,4400 1,4400 1,3400 1,3900 0,0707
7 1,6000 1,7200 . 1,6800 1,6400 0,0566
8 1,8400 2,0400 1,8600 1,8500 0,0141
9 2,2200 2,3400 2,1600 2,1900 0,0424
10 2,5000 2,5400 2,3000 2,4000 0,1414
11 2,6800 2,7200 2,4000 2,5400 0,1980
12 3,0000 3,2400 2,8800 2,9400 0,0849
13 3,2000 3,4000 3,0000 3,1000 0,1414
14 3,6000 4.,0000 3,4000 3,5000 0,1414
5 3,8000 4,0000 3,5000 3,6500 0,2121
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A.1.3 - Crescimento a 35°C (0,0 g/l KNO;)

Peso seco (g/) / (3 1)

t(dias) dornal | dorna2 | dorma3 media d.pad.
0 3,3532 0,1500 0,1700 1,7616 2,2509
1 3,5019 3,6720 3,5658 3,5339 0,0452
2 3,8846 3,8846 3,7571 3,8209 0,0902
3 3,8846 3,9909 3,378 3,5112 0,0376
4 4,0972 4,0972 4,0441 40707 0,0375
5 4,3098 4,3098 4,0760 4,1929 0,1653
6 4,3098 44161 4,3098 4,3098 0,0000
7 4,6818 47350 4,6287 4,6553 0,0375
8 4,9901 5,0538 5,0007 4,9954 0,0075
9 5,1070 5,1601 5,0007 5,0539 0,0752

10 5,0538 4,9476 4,8944 4,9741 0,1127
i1 5,0007 4,8944 49476 4,9742 0,0375
12 40794 34,8944 49476 49635 0,0225
13 4,8413 4,7350 4,7350 4,7882 0,0752
14 4,7350 4,6288 44161 4,5756 0,2255
15 4,5224 4,2035 4,4692 4,4958 0,0376

A.1.4 - Crescimento a 25°C (2,5 g/l KNQ;)
peso seco (g/1)/ (3 1)

t (dias) dorna 1 dorna 2 dorna 3 média | d. padrio
0 0,0900 0,0794 0,0794 0,0847 0,0075
1 0,1325 0,1325 0,1431 0,1378 0,0075
2 0,2388 0,2494 0,2494 0,2441 0,0075
3 0,4089 0,4195 0,4089 0,4089 0,0000
4 0,6959 0,8447 0,6959 0,6959 0,0000
5 0,9935 1,0147 0,9935 0,9935 0,0000
6 1,2273 1,3336 1,2273 1,2273 0,0000
7 1,6100 1,8438 1,6524 1,6312 0,0300
8 1,9714 2,1202 2,0564 2,0139 0,0601
S 2,1202 23115 2,1202 2,1202 0,0000
10 2,4816 24816 2,4603 2,4710 0,0151
11 2,5879 2,8855 2,5879 2,5879 0,0000
12 2,8004 3,0130 2,0493 2.8749 0,1053
13 3,0981 33532 3,2256 3,1619 0,0902
14 33106 3,7358 3,3947 3,3527 0,0595
15 3,6083 3,9165 3,8209 3,7146 ; 01503

98



A.1.5 - Crescimento a 25°C (2,5 g/l KNO3)

b peso seco (g1} / 31)

t (dias) dornal | dorna2 | dorma3 média | d. padrio
0 0,1006 0,1112 0,1325 0,1166 0,0226
1 0,1644 0,1750 0,1750 0,1697 0,0075
2 0,2388 0,2919 0,3026 0,2707 0,0451
3 0,4195 0,5045 0,4833 0,4514 0,0451
4 0,5896 0,6002 0,5789 0,5843 0,0076
5 0,6852 0,7171 0,7596 0,7224 0,0526
6 0,8659 0,9616 0,9191 0,8925 0,0376
7 1,0254 1,0679 1,0573 1,0414 0,0226
8 1,1104 1,1742 1,0998 1,1051 0,0075
9 1,1742 1,1954 1,1423 1,1583 0,0226
10 1,2273 1,1848 1,1635 1,1954 0,0451
11 1,2592 1,1635 1,2061 1,2327 0,0375
12 1,3017 1,2486 1,2486 1,2752 0,0375
13 1,3442 1,2805 1,2805 1,3124 0,0450
14 1,3655 1,3230 1,3017 1,3336 0,0451
15 1,3442 1,3549 1,3230 1,3336 0,0150

A.L6 - Crescimento a 25°C (0,0 g/1 KNO:)
Peso seco (g / 3D

t (dias) dorna 1 dorna2 | dorna3 média d.padrie
0 3,1406 3.,4595 3.7783 3,4595 0,4509
1 3,4505 37996 | 4,1078 | 3,7837 0,4584
2 3,3851 4,0972 4,0972 3,7412 0,5035
3 3,6720 42567 4,0122 3,8421 0,2406
4 3,8953 47137 4,2885 40919 0,2780
5 30059 | 44692 | 41822 | 4,0441 0,1954
6 4,5224 4,6074 4,5862 4,5543 0,0451
7 4,0547 46818 47350 | 43949 0,4810
8 4,5224 4,8625 4,8200 4,6712 0,2104
9 4.6287 4.8413 4 8413 47350 0,1503
10 47137 4,7350 4,6606 4,6872 0,0375
11 4,6925 4,6818 4,5862 46394 0,0752
12 4,5436 4,5011 45224 45330 0,0150
13 44799 4,4161 43629 44214 0,0827
14 4,2673 4,1929 4,2035 42354 0.0451
15 4,0972 4,0653 4,1504 4,1238 0,0376
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A.L7 - pH 2 35°C (2,5 g/l KNO5)

pH
t(dias) | dornal | dorna2 | dorna3 média d.padrio
1 9.8000 9,3000 9 8100 9,8033 0,0058
2 9.9000 9,8900 9.9000 9 8967 0,0058
3 10,0300 | 10,0300 | 10,0200 | 10,0267 0,0058
4 10,0900 10,0700 10,0700 10,0767 0,0115
5 10,2100 10,1900 10,2100 10,2033 0,0115
6 10,3000 | 10,3000 10,3000 | 10,3000 0,0000
7 10,4000 10,2300 10,3700 10,3500 0,0624
8 10,5000 10,4600 10,4600 10,4733 0,0231
9 10,6500 10,6000 10,6000 10,6167 0,0289
10 10,7900 10,7300 10,7100 10,7433 0,0416
11 10,9100 10,8400 10,8500 10,8667 0,0379
12 10,8500 10,7500 10,7600 10,7867 0,0551
13 10,9500 | 10,8500 | 10,8900 10,8967 0,0503
14 11,1900 | 11,0900 | 11,1200 | 11,1333 0.0513
15 11,3400 11,2700 11,2700 11,2933 0,0404
A.1.8 - pH a 35°C 0,2 g/1 KNO3)
pH
t(dias) dorna 1 dorna 2 dorna 3 media d. pad.
0 29,5900 9,6000 9,6000 9. 5950 0,0071
1 9,7100 9.7300 9.7400 9,7250 0,0212
2 9,9000 9,9100 9,9000 9,0000 0,0000
3 29,9800 10,0000 9.9700 9.9750 0,0071
4 10,0100 10,0400 9.9900 10,0000 0,0141
5 10,0800 10,1000 10,0300 10,0550 0,0354
6 10,1300 10,1300 10,1300 10,1300 0,0000
7 10,2900 10,3500 10,2900 10,2900 0,0000
g 10,3700 10,4400 10,3500 10,3600 0,0141
9 10,4700 | 10,5600 | 10,4500 | 10,4600 | 0,0141
10 10,5800 10,7000 10,5600 10,5700 0,0141
11 10,7100 10,8500 10,6800 10,6950 0,0212
12 10,8100 11,0600 10,7400 10,7750 0,0495
13 10,7200 10,9900 10,6500 10,6850 0,0495
14 10,9000 | 11,2800 | 10,8000 | 10,8500 | 0.,0707
15 11,1400 11,7000 11,0000 11,0700 0,0990
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A.1.9 - pH a 35°C (0,0 g/l KNO5)

| pH
| t(dias) | dormal | dorna2 | dorna3 | media d.pad.
0 98300 | 9,8500 98000 | 9,8150 0,0212
1 98300 | 9,8600 98006 | 98150 0,0212
2 98200 | 9,8900 99200 | 9,8700 0,0707
3 10,0200 | 10,0600 | 99700 | 99950 0,0354
4 10,1500 | 10,1300 | 10,1000 | 10,1250 | 0,0354
5 10,1800 | 10,1500 | 10,1800 | 10,1800 | 0,0000
6 10,2000 | 10,2000 | 10,2000 | 10,2000 | 0,0000
7 10,2500 | 10,3200 | 10,2700 | 10,2600 | 0,0141
8 10,2900 | 10,4800 | 10,3000 | 10,2950 | 0,0071
9 10,3500 | 10,6000 | 10,3600 | 10,3550 | 0,0071
10 104000 | 10,6500 | 10,4200 | 10,4100 | 0,0141
11 10,5800 | 10,6800 | 10,5500 | 10,5650 | 0,0212
12 10,7000 | 10,7500 | 10,6500 | 10,6750 | 0,0354
13 10,9000 | 10,9500 | 10,8600 | 10,8800 | 0,0283
14 11,0000 | 11,1000 | 10,9800 | 10,9900 | 0,0141
15 11,1000 | 11,1000 | 11,0500 | 11,0750 | 0,0354
A.1.10 - pH a 25°C (2,5 g/l KNOs3)
pH

t(dias) dorna 1 dorna 2 dorna 3 media d. pad.
0 95900 | 9,6000 59,6000 | 9,5950 0,0071
1 57100 | 95,7100 97400 | 9,7250 0,0212
2 9,9000 | 9,9000 9,9000 | 9,9000 0,0000
3 50800 | 9,9800 99800 | 9,9800 0,0000
4 10,0100 | 10,0100 | 9,9900 | 10,0000 | 0,0141
5 10,0800 | 10,0500 | 10,0300 | 10,0550 | 0,0354
6 10,1300 | 10,1000 | 10,1300 | 10,1300 | 0,0000
7 10,2900 | 10,3000 | 10,2500 | 10,2900 | 0,0000
8 10,3700 | 10,3500 | 10,3500 | 10,3600 | 0,0141
9 104700 | 10,4500 | 10,4500 | 10,4600 | 0,0141
10 10,5800 | 10,5200 | 10,5600 | 10,5700 | 0,0141
11 10,7100 | 10,7000 | 10,6800 | 10,6950 | 0,0212
12 10,8100 | 10,7800 | 10,7400 | 10,7750 | 0,0495
13 10,7200 | 10,6500 | 10,6500 | 10,6850 | 0,0495
14 10,0000 | 10,9000 | 10,8000 | 10,8500 | 0,0707
15 11,1400 | 11,0600 | 11,0000 | 11,0700 | 0,0990
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A.1.11- pH a 25°C (0,2 g/l KNO3)

t{dias) dorna i dorna 2 dorna 3 media d. pad.
0 9,8800 9,8700 9,8700 9.8750 0,0071
1 9,8900 9,8900 9 8800 9,8850 0,0071
2 9,8500 9,8900 9,8900 92,8700 0,0283
3 9 8900 9,8900 9,8900 9 8900 0,0000
_ 92,9000 29,9300 9,9300 89,9150 0,0212
5 9,9400 9,9600 9,9700 99550 0,0212
6 16,0000 10,0400 10,0400 10,0200 0,0283
7 10,1400 | 10,1400 | 10,1300 | 10,1350 | 0,0071
8 10,2100 10,2700 10,2300 10,2200 0,0141
9 10,2800 10,2800 10,2900 10,2850 0,0071
10 10,2900 10,3000 10,2900 10,2900 0,0000
11 10,3000 10,3000 10,3000 10,3000 0,0000
12 10,4100 10,4000 10,4200 10,4150 0,0071
13 10,5000 10,6100 10,6200 10,5600 0,0849
14 10,6900 10,6500 10,6800 10,6850 0,0071
15 10,8000 10,8300 10,8200 10,8100 0,0141
A.1.12 - pH a 25°C (0,0 g/l KNO3)
t(dias) dorna 1 dorna2 | dorna3 media d. pad.
0 9,8600 9,8600 9,9200 9,8900 0,0424
1 9,8900 9,8900 9,9100 9,9000 0,0141
2 9,9700 9,0600 9,9400 9,9550 0,0212
3 10,0500 10,0700 10,0600 10,0550 0,0071
4 10,1100 10,1500 10,1100 10,1100 0,0000
5 10,2000 10,2100 10,1600 10,1800 0,0283
6 10,2600 10,2700 10,2100 10,2350 0,0354
7 10,3300 10,3700 10,3100 10,3200 0,0141
8 10,3300 10,3700 10,3300 10,3300 0,0000
9 10,4000 | 10,4600 | 10,3700 | 103850 | 0,0212
10 10,7600 10,8600 10,7700 10,7650 0,0071
11 10,8900 10,9000 10,9000 10,8950 0,0071
12 10,9000 10,8900 10,8900 10,8950 0,0071
13 10,9500 16,9200 10,9200 10,9350 0,0212
14 10,9800 | 10,9500 | 10,9000 | 10,9400 | 0,0566
15 10,9800 10,9700 10,9500 10,9650 0,0212
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A.1.13 - PARAMETROS ESTATISTICOS DAS SUPERFICIES DE
RESPOSTA DAS VARIAVEIS ESTUDADAS:

1 - BIOM ( superficie de resposta para biomassa) :

Model: BIOM =a+b*T+c*N+d*N**2 (camelo.sta)

Dep. var: BIOM Loss: (OBS-PRED)**2

Final loss: 0,537240498 R=0,98714 Variance explained: 97,444%

A B
Estimate 2,477033 044462
Std.Err. 288348 ,009235
£(14) 8,590441 4814787
p-level ,000001 ,000275

1.1 - Dispersiio dos resultades para BIOM :

C
-11,8748
6127
-19,3807
,0000

Comrelation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B
A 1,000000 -,960765
B -,960769 1,000000
C -,195484 © 000000
D ,187457 ,000000

Predicted vs, Cbserved Values
Dependent variable: BIOM

C

-,195484
_,000000
1,000000
-,997791

Chaerved Values

~a. Regression

2.2 28 3.0 34
Predicted Values

38 4,2

95% confid.

D
4,75892
,23665
20,10978
,00000

D
,187457
.000000
-,997791
1,000000
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2 - PRODM (superficie de resposta para a produtividade maxima) :

Model: PRODM =a**2+(b**2)*T+c*N-+(d**2)*N**2 (camelo. sta)
Dep. var: PRODM Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: ,030779783 R=,75654 Variance explained: 57,235

A B C D
Estimate -,34029 -,06419 -,35419 -,38478
Std.Err, ,00428 01612 ,11405 ,05714
t(14) -3,60939 -3,98144 -3,10556 -6,73427
p-level ,00284 ,00136 ,00775 ,00001

2.1 — Dispersiio dos resultados para PRODM :

Forrelation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B C D
A 1,000000 -,963074 ,157012 ,146617
B -,963074 1,000000 ,010453 ,009761
C ,157012 ,010453 1,000000 ,996349
D ,146617 ,009761 ,996349 1,000000

Fredicted vs. Ohservert Values
Depandent variable: PRODM

Observed Values

., Regression
016 018 020 022 024 026 028 030 0,32 $5% confid

Pradicted Velues
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3-PRODT (superficie de resposta para a produtividade total) :

Model: PRODT =a*T+b*N**2 (camelo.sta)
Dep. var: PRODT Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: ,011950088 R=,95215 Variance explained: 90,658%

A B
Estimate ,00286 ,02585
Std.Err. ,00026 ,00218
t(16) 11,08162 11,86491
p-level ,00000 ,00000

3.1 — Dispersao dos resultados para PRODT :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B
A | 1,000000 -,573128
B -,573128 1,000000

Predicted ve. Cbservad Values
Dependent varieble: PRODT

0,30 g
. L
0,24 oy -
‘O
8 o8
o
Z &
-]
g 0,12 L
6 . y o
Sy
0,068 - - o
F 'd‘
0,00k . Regresslon
"oz 006 oA G014 018 022 026 030 £5% contid.

Predicted Values

4 - PROT (superficie de resposta para proteinas) :

Model: PROT =a+(b**2)*T+c*N**2 (camelo.sta)
Dep. var: PROT Loss: (OBS-PRED)**2
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Final loss: 132,61040803 R=,97505 Variance explained: 95,072%

| A B
Estimate 35,63835 ,582237
Std.Err. 4,09336 ,114471
t(15) 8,70638 5,086336
p-level ,00000 ,000134

4.1 — Dispersée dos resultados para PROT :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B
A 1,000000 -,977624
B -977624 1,000000
C -,122227 ,000000

Predicted v, Observesd Values
Dependeant variakie: PROT

o

-F
(=

Chsarved Valugs

8 & 8 & 8 8§

C
4,01801
23863
16,83809
,00000

C
-,122227
,000000

1,000000

"o R

76

&
&
(3]
2
=}

S—LIPT (superficie de resposta para lipidios totais) :

Model: LIPT =a+({b**2)*T-+d*N**2 (camelo.sta)
Dep. var: LIPT Loss: (OBS-PRED)**2

o j ¥
85% confid.

Final loss: 10,140144125 R=,99459 Variance explained: 98,921%
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A B

Estimate 18,80721 -,37099
Std.Err. 1,18178 ,05200
#(15) 15,91432 -7,13447
p-level ,00000 ,00000

5.1 — Dispersao dos resultados para LIPT :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B
A 1,000000 ,979492
B 979492 1,000000
D _,117070 000000

Predictet vs. Obsenved Values
Dependent variable: LIPT

D
-2,4362
,0660
-36,9195
,0000

D

-,117070
-,000000
1,000000

Obsarved Vahues
=
a
[y \ ‘loo
1] *

*o
A

4 8 12 18 20 29
Pred|cted Values

e T tan
28 95% confid.

6 - AGRAX (superficie de resposta para dcidos graxos iotais) :

Model: AGRAX =a+{b**2)*T+c*N**2 (camelo.sta)
Dep. var: AGRAX Loss: (OBS-PRED)**2

Final loss: 38,727101716 R=,96576 Variance explained: 93,268%
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A B C

Estimate 14,17828 ~,34559 -1,8479
Std.Err. 2,29483 ,10836 ,1290
t(15) 6,17835 -3,18940 -14,3299
p-level ,00002 ,00609 ,0000

6.1 - Dispersio dos resultados para AGRAX :

Correlation matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B C
A 1,000000 979225 -,117819
B 979225 1,000000 -,000000
C ~,117819 -,000000 1,060000

Fredicted ve. Observed Values
Dependent variable: AGRAX

Obsaved Values

- &, Reg
4 5 Y 10 12 14 16 18 2 5%
Predicted Valtes

confid.

7— GLA (superficie de resposta para o icido gama-linolénice) :

Model: GLA =a+b*T*N**2 (camelo.sta)
Dep. var: GLA Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 3,212286507 R=,90761 Variance explained: 82,376%

A B
Estimate 2,66417 -,01016
Std.Err. ,12888 ,00117
£(16) 20,67200 -8,65100
p-level ,00000 ,00000
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7.1 — Dispersio dos resultados para GLA :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B
A 1,000000 -,573128
B -,573128 1,000000

Pradicted va. Obsenved Values
Dependent variable: GLA

Observed Vajues

0,0t ~o. Regreasion
D4 0.8 12 16 20 2.4 28 32 85% confid.

Prudicted Values

8 — PGLA (superficie de resposta para produtividade do dcido gama-linolénico) :

Model: PGLA =a**3+b*T*N+c*T*N**3 (camelo.sta)
Dep. var: PGLA Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 22,467681061 R=,87886 Variance explained: 77,23%%

A B C
Estimate 1,87561 -,59846 ,085881
Std.Err. ,04514 ,11363 017547
1(15) 41,55175 -5,26662 4,894283
p-level ,00000 ,00009 ,000195

8.1 — Dispersio dos resultades para PGLA :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B C
A 1,000000 -686086 1654333
B -,686086 1,000000 _997355
C 654333 -,997355 1,000000
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Predicted vs, Observad Values
Dependent varkable: PGLA

QObserved Vakws

Predictad Values

9 —-PALM (superficie de resposta para o dcido palmitico) :

Model: PALM =a+b*T+c*N+d*N**2 (camelo.sta)
Dep. var: PALM Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 9,212385778 R=,94714 Variance explained: 89,707%

A B C D
Estimate 3,212500 ,110944 8,748968 -4,02817
Std.Err. 1,194038 ,038240 2,537221 ,97995
t(14) 2,690451 2,901281 3,448248 -4,11060
p-level 017582 ,011613 ,003918 ,00106

9.1 — Disperséao dos resultados para PALM :;

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B C D
A 1,000000 -,960769 -,195484 ,187457
B -,960769 1,000000 ,000000 -,000000
C -,195484 ,000000 1,000000 -,997791
D ,187457 2,000000 -,997791 1,000000
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Pregicted vs. Observed Valves
Depandent variable: PALM

=
(=]

Chservad Velas

T S -
‘l

., Regression
95% confid.

10 — PMOLEI (superficie de resposta para o acide palmitoleico) :

Model: PMOLEI =a*¥2+b*T*N+c*N**3 (camelo sta)
Dep. var: PMOLEI Loss: (OBS-PRED)**2

Final loss: ,180794408 R=,67106 Variance explained: 45,032..

A B
Estimate -,6082 -,01167
Std.Err. ,0273 ,00339
t(15) -22.3150 -3,44432
p-level ,0000 ,00361

10.1 — Dispersio dos resultados para PMOLE] :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B
A 1,000000 ;302811
B ,302811 1,000000
C -,174842 -,975637

C
051465
016005
3,215616
1005776

C

-, 174842
-,975637
1,000000

111



Predicted vs. Obsorved Valuss
Dependent variable: PMOLE!

Cbserved Yaies

ab-; - “hu“- B, s
616 020 024 D28 032 035 040 044 o048 95% confid,
Eredicted Values

11 - ESTEAR (superficie de resposta para o scide estedrico) :

Model: ESTEAR =a*T+b*N**2 (camelo.sta)
Dep. var: ESTEAR Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: ,287153063 R=,81973 Variance explained: 67,196

A B
Estimate ,01361 -,05529
Std.Err. ,00127 ,01068
t(16) 10,74266 -5,17769
p-level ,00000 ,00009

11.1 — Dispersao dos resultados para ESTEAR :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B
A 1,000000 -573128
B -,573128 1,000000
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Predicted v, Cbserved Values
Dependent varable: ESTEAR

Dbeenved Values

- "o Regression
0,05 0,05 D15 0,25 0,35 0.45 0,55 5% confld.
Predicted Values

12 - OLEICO (superficie de resposta para o dcido oleico) :

Model: OLEICO =a+b*THe* T*N**2+d*N+e*N**3 (camelo.sta)
Dep. var: OLEICO Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: ,668900671 R=,94525 Variance explained: 89,350%

A B C D E
Estimate _1,79125 ,092575 -,01106 2733923 -,33433
Std Err. 40488 ,013138 ,00364 659174 ,10926
t(13) 442410  7,046133  -3,03872 4,147495  -3,06001
p-level ,00069 ,000009 ,00950 ,001147 00912

12.1 — Dispersio dos resultados para OLEICO :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B C D E
A 1,000000  -,973493  -,178968 565632 -,065839
B _,973493 1,000000  ,017830 -,581033 215142
C 178968 017830 1,000000  -030686  -,914743
D ,565632 _581033  -030686  1,000000  -370275
E .,065839 215142 -,914743 .,370275 1,000000
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Predicted vs. Obsarved Values
Dependent varable: OLEICO

24
2'0 i a . ".
-
rl
-

16} -
g - a -
3 - -

-
S 1z} o LeT
E T o
g a8 -“" *_4‘
- -
,-‘- - L]
0,4 3 o F [-]
a I'
- -
0.0 = N " . . “n,, Regression
0,0 1¥] 0.4 0.6 08 1,0 1,2 14 18 1.8 95% confid.
Predicted Values

13 - LINOLEI (superficie de resposts para o scido linoleico) :

Model: LINOLEIL =a**2+(b**2)* T+c*N**2 (camelo.sta)

Dep. var: LINOLEI Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 1,133102674 R=91463 Variance explained: 83,654%

A B C
Estimate 1,136521 ,135318 -,19073
Std.Err. ,161320 ,044246 ,02205
t(15) 7,045152 3,058303 -8,65165
p-level ,000004 ,007967 ,00000

13.1 — Disperséo dos resultados para LINOLE] :

Correlation Matrix of Parameter Estimates (camelo.sta)

A B C
A 1,000000 -,976269 -, 116721
B -,976269 1,000000 -,009177
C -,116721 -,009177 1,060000
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Obaerved Values

Predicted vs. Observed Values
Crependent variable: LINOLEI

28

*¢.. Regression
22 §5% confi!.

b4 06 08 tO0 12 14 18 18 20
Predicted Values
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A.2.1-FLUXOGRAMA DA ESTRIFICACAC DOS ACIDOS GRAXOS

opa FETACLED BRASILIIRG .4,
= FETROBRAS

C.E
CINTRO [ PR A L AR, VI +
LTI A MICES T WLLG TN

CERTIFICADO DE ENSAIO

N° 987010

SUPERINTENDENCIA DE PESCIUISA,
<

INDUSTRIAL - SLTES FOLHA 02 /11

Este C.E cancela e substitui 0 C.E. n° XX - 00G/00

DIVISAO DE QUIMICS - DIOLHNL ,

FLUXOGRAMA DO PROGEDIMENTO-ANALITICO EFETUADOQ

ANMOSTRA : SPIRULLINA
REFERENCIA : Experiéncia i 26 (T = 35°C)

HIDRQUSE ACIDA (SOLUGAO DE HO 4Ny -
AQUECTMENTOSOB REFLUXO/ TEMPC: 15 MINUTOS

EXPERIMENTO 36 -

, AMOSTRA UOFRZADA GE SPRULDVA,

LAVAGEM COM AGUA SEGUTDG POR

SILTRACAC EM PAPEL DE EIETRO

]
f
|
¥

EXTRACAC BEM SOXLYET COM ETER DE

REFIDLQ OO PAPEL DE FILTRO £ SECO EM

PEYRGLED NO RESIDUC SECO POR & HORAS

ESTUFA SEAT VACLUQ POR 20 MINUTOS A 106G

EVAPIRACAO DO ETER DE FETROLEO SO8

JATO DE NTTROGENIO E CALOR

RESIDIND SECO SUBMETIDO A ESTERIERZAGAD CoM
ACTDO SULFURIDOMETANGL POR 2 HORAS

BRANDG S0R RFFTIXO

¥

EXTRACAD EM FUNIL DE SEPARACLO
COM ETER DE PETROLED

ANALUSE DO SSTERFICADO PORLY.E CHN e

!
i
¥

ANALSE DO ESTERIFICADO POR CG/EM

DESCRICAO DO:PROCESSO ANALITICO:

1. HIDROLISE ACIDA
11  APAREIHAGEM E MATERIAIS

* Manta com agitacio

» Pérolas de vidro

* Baldo de fundo redendo
+ Condensador de bolas

* Proveta

* Balanca Analitica

+ Placa de Petri

e

Os resuitados reportadas nests dex oS30 T 2 AINOSTa €&
Tsie C.E somente pode ser reproduzido na sua torlidade s com a auworizagio do cliente.
DUVIDAS E SUGESTOES, FAVOR CONTATAR O RESPONSAVEL PELA APROVAGAQ DESTE DOCUMENTO, NO TELIFONE PARA CONTATO.

Cldade Universitiria - Quadrs 07 - fha do fundio - CEP 21949 - 900 - Rio de janeiro - R - Brasil  Tels.: {021) 280-3438/ 398-3195 - Tax: (021} 596.-8296
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A.2.2 — RESULTADOS DA ESTERIFICACAO - AMOSTRA PADRAO

[NDUSTRIAL - SUPESQ Este C.E cancela e substitui o C.E n® XX - 000/G0

TIVISAO DE QUiMICA - DIQUIM

Ll Sermaai oo 4 CERTIFICADO DE ENSAIO NS8O
o C.E
SUPERINTEND ENCLA DE PESCUISA |- FOLHA 06 / 11

RESULTADOS ANALITICOS DO-LABORATORIO-DE-METODOS ESPECIAIS. -

ANAFLISES EFETUADAS NA AMOSTRA LIOFILIZADA

ESPECTRCSCOPIA NO INFRAVERMELHO | Bandas caracteristicas de componente
nitrogenado (Figura 1)

ANALISE ELEMENTAR ORGANICA Carbono | Hidrogénic | Nitrogénio
46,9% 74% 10.3%
HIDROLISE ACIDA
Peso da Amosira Licfilizada 4,194 ¢
Peso Final apes a Hidrolise + Secagem em estufa 3,161% g
Rendimento do Processo de Hidrolise Acida 754%

EXTRACAO EM SOXLHET COM ETER DE PETROLEO

Peso Final apds a Extragdo

286,83 mg

Randimento do Processo de Extragio em Soxlhet

¢1%

ESTERIFICACAO COM METANOL EM MEIO ACIDO

Peso Final apos a Esterificacio 254,9 mg
Rendimento do Processo de Esterificagio 88.,9%
RENDIMENTO TOTAL DO PROCESS0 61%

ANALISES EFETUADAS NO EXTRATO ESTERIFICADC

ESPECTROSCOPRIA NO INFRAVERMELHO | Bandas caracteristicas de ésteres
metilicos (Figura 2}
ANALISE ELEMENTAR ORGANICA Carbono | Hidrogénio | Nitrogénio
76,5% 6,9% 04%
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADO Resultados a seguir
A ESPECTROMETRLA DE MASSAS

Os resultados tepormdos neste documents s30 reférentes 2 amosTa snsaiada.
Este C.E somente pode ser reproduzide na sua totalidade ¢com a autonzacio de cliente.
DUVIDAS £ SUGESTOES, TAVOR CONTATAR O RESPONSAVEL FELA APROVAGAQ CESTE DOCUMENTO, NO
Cidade Universitiria - Quadra 07 - Iha do Fundao - CEP 21949 - 500 - Rio de Janeizo - R - Brasii  Telsz (021) 280-3438/ 598-6195 - Fax: (021) 596-6296

TELIFONE PARA CONTATO.
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A.2.3 - ESPECIFICACAO DO METODO E DA COLUNA CAPILAR

i Serroanag e 54 CERTIFICADO DE ENSAIO NS/
* =NTRYDR FERIBAS B WD LY L T C-E
FAANLO A MKIUFE DF Bl AEN G
SUPERINTENDENCLA DE MESQUISA,
INDUSTRIAL - SPESQ Este C.E cancela e substitui 0 C.E. n® XX - 000,00 FOLrA 07/ 11
DIVISAD DE QUINMICA « DIGQUIM

RESULTADOS ANALITICOS DOLAEORATORIO DECG/EM .

* Identificacio da amostra :
W Spirallina {esterificado) - SCAD 98-05490
+ Parte experimentaj :

A amostra foi analisada por CG/EM nas condigdes de analise abaixo descritas -

Condigies da andlise de CG/EM
Sistema CG/EM: HP 59884

Coluna: Ferdl - mmetil silicone (DB-225 | Temperatura da interface: 220°C

30mx 0.25mmx 0.25 mj
Temperatura da fonte de fons; 200°C

Modo de injecio: split (150mL/ min)
Gis de arraste: He (10 psi)

Temperatura do injetor: 250 °C
Volumne de amosira: 1 oL

Temperatura do farno: 70°C(1min) —
20°C/min —180° - 3°C/min ~ 220°C | Faixa de varredura de massas: (15 - 450)
{15min) n.m.a.

Energia dos elétrons: 70 eV Corrente de emissio: 300 uA

+ Resultados:

A figura 5 apresenta o cromatograma de fons total obtido para a amostra apés andlise por CG/EM.

Através da andlise dos espectros de massas obtides foi possivel identificar os compostos apresentados
na tabela 1. Os espectros de massas obtidos para os cormnpostos encontram-se na fignra 4.

Partindo-sz das premissas mencionadas abaixo, sugere-se a presenca do éster metflico do &dcido v
Linolénico:

- O #ster medlico do 4cido y-linolénico apresenta tempo de retengio menor que o do éster metilico do
dcido a-linciénico em uma coluna cromatografica DB-225, conforme pode ser verificado na figura 3.

Os resultados reportados neste documento sdo referentes 4 amostra ensaiada,
Sste C.Z somente pode ser reproduzido na sua totalidade e com a autorizacdo do cliente,
DUVIDAS 2 SUGZSTOES, FAVOR CONTATAR & RESPONSAVEL PELA APROVACAQ DESTE DOCUMENTO, NO TELEEONE PARS CONTATO.
Cidade Universitina - Quadra 07 - lIha do Fundio - CEP 21949 - 900 - Rio de janeiro - ] - Brasil  Teis. {021) 250-3438/ 395-6193 - Fax: {021) 536-5296

118



A.2.4— RESULTADOS DA ANALISE CROMATOGRAFICA DA AMOSTRA

PADRAO
N :g:c‘:’aj:‘imsuﬂﬁa S, CERTIFIC ADO PE ENS AIO N 98/010
I e o
SUPERINTENDENCIA DE PESQUISA LHA
INDUSTRIAL - SUPESQ Este C.E canceia ¢ substitui o C.E. n° XX - 000/00 FO 08 /11
RIVISAC DE QUIMICA - DEQULN

RESULTADOS ANALITICOS DEEABORATORIO DECG/EM:

mener que ¢ do padrdo.
- O especto de massas obtido & compativel com o éster do dcido v-linolénico.

TABELA 1 : Identificacia dos compostos enumerados na figura 1

N° DO PICO IDENTIFICACAO
1 Ester metilico do 4cido hexadecandico
2 Ester metilico do icido octadecandico

Ester metilico do dcido Octadecendico

L]

4 Ester metitico do acido y-Linclénico

» Sugestio:

quantificagio dos ésteres por cromatografia gasosa Com detetor de ionizacio de chama.

- A imjegio de uma mistura padrdo de ésteres metilicos contendo o éster do acido a-linolémico,
mostrado na figura 6, mostrou que 0 COMPOStos presente na amostra analisada possui tempo de retencdo

Sugere-se as condicbes cromatograficas apresentadas na figura 5 para o ¢aso de necessidade de

CONCLUSAQ.

v-Linolénico.

As anilises efetuadas na amostra de Spirullina do Experimento 26, sugere a presenca do Ester do Acido

s resuitades repormdos neste docummento sdo referentes a Amosra ensaiada.

Zste (3 somente pode ser zeproduzido na sua totalidade & com a autorizacic do cliente.

~

Cidade Universitizia - Juadra 07 + {tha do Fundéo - CEP 21949 - 800 - Rio de Janeiro - R] - Brasil Tels.: {021)

DUVIDAS T SUGESTOES, FAVOR CONTATAR O RESPONSAVEL PELA APROVAGAC DESIE DOCUMENTO. NO TELETONE PARA CONTATO.
280.3458/ S98-6195 - Fax: (021) 396-62%
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A.2.5 - CROMATOGRAMAS E ESPECTRO DE MASSA DOS ESTERES DOS
ACIDOS GRAXOS NA FAIXA DE IN TERESSE ANALISADA

K SEsp e s CERTIFICADO DE ENSAIO P 98/010
C.E

uarmulm:um:mw\wnm
1IN A WICUEZ D8 B 23,0 ooy

SUPERINTENDENCTA OE PESQUISA )

INDUSTRLAL - SUPESQ Este C.E cancela e substitui 0 CE. 2° XX - 000,00 FOLHA 10/11

DIVISAC DIE QUIMICA - OiQ Ut . f
]

Tibh LA (OO H'ﬂl;l.mm [CHITNIF,} om—xxx 30a .TEmm . Diue Posasaed iooep T
-

L

[
|

Figura 3 - Cromatograma de fons Total da Amostra Esterificada
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Figura 4 - Espectros de Massas dos Compostos

Os resultados reportados neste documento sio referentes a amostra ensaiada.
Sste C.E somente pode sep reproduzido na sua totalidade & com a autorizacio do cliente.
DUVIDAS E SUGESTOES. FAVOR CONTATAR O RESPONSAVEL PELA APRCVACAO DESTE DOCUMENTO, NO TELEFONE PARA CONTATO.
Cicade Universitiria - - :adra 07 - [lha do Sendo - CEP 21949 - 900 - Rio de Janeizo - B - Srasit Tels.: {021) 280-3438/ 598-6195 - Fax: (021) 556-6296
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A.2.6 - CROMATOGRAMAS DA COLUNA ESPECIFICADA, DB-225, E DA

FAIXA DO Acido Gama-Linolénice

INDUSTRIAL - SLFESQ Este C.E cancela e substitui o CE. n° XX -000/00

DIVISAD DE QUIMICA - DIQUTM

Ll Fermosmss e S CERTIFICADO DE ENSAIO N°98/010
L C.E
SUPERINTENDENCLA DE PESQUISA FOLHaA 11/11

Fatty Acid Mathyl Estexs (FAME}
colwtes Pty . AL T T ST T = cmw
T 3 e eotenoTe
J— R LR, 023 fm . 0,300 fifftegoittetisbmrheiely
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Figura 5 - Tempo de Retencio do éster metilico do 4cido y-Enolénico x éster metilico do acide e-linolénico
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A.2.8 - GLA 05 35° 2,5 g/l KNO;3

Pk # RT Area Height |[BC | Area Percent | Height Percent
3 7,043 352460 | 27,5962 | T 0,3092 1,3309
4 7,24 2212422 | 151,3161 T 1,9407 7,2978
8 8,15 274438 (151271 | T 0,2407 0,7296

12 8,603 354803 | 17,7863 | V 03112 0,8578
13 8,827 742785 | 376845 | T 0,6516 1,8175
13 9,008 330372 [ 11,8392 | V 0,2898 0,5613
17 9,415 248065 | 14,6305 | T 0.2176 0,7056
25 11,21 |53986324(808,4095 | T 47,3562 38,9889
26 11,315 | 704969 | 25171 ; T 06184 1,214
27 - 11,402 | 2003297 § 81,0215 | T 1,7573 3,951
28 11,568 | 453046 | 62875 | T 0,3974 0,3032
30 12105 | 461999 | 67419 | T 0,4053 0,3252
32 12,317 | 201067 | 7,2483 | T 0,1764 0,3495
34 12,622 | 320695 | 122736 | T 0.2813 0,591¢
36 13522 | 231129 | 59592 | T 0,2027 0,2874
3 37 13,84 | 1397142 | 32,7352 | T 1,2256 1,5788
4 38 14,172 | 9910460 2229964 | T 8,6933 10,7549
5 43 14,812 | 9106743 | 182,079 | T 7,9883 8,7815
6 45 15,153 | 8824772 12083229 | T 7,741 10,0472
46 15,258 | 451453 | 4076 | T 0,396 0,1966
50 16,782 | 348208 | 78158 | T 0,3055 0,3769
52 17,813 | 811473 | 3,8553 | T 0,7118 0,1859
54 18,44 362912 | 28011 | T 0,3183 0,1351
55 18,728 | 548028 | 116049 | T 0.4807 0,5597
A.2.9 - GLA 06 35° 2,5 g/l KNO3

Pk # RT Area Height |BC [Area Percent| Height Percent
8 8,657 1350959 67492 [T 0,3936 1,9422
9 8,777 5662415 | 303,0287 | T 1,6498 8,785
10 8,895 475339 16,227 Vv 0,1385 0,469
11 9,112 360236 10,9703 { T 0,105 0,3171
12 9,395 396415 15,5332 | V 0,1155 0,449
13 9,77 373514 11,6745 | V 0,1088 0,3374
14 9,992 546545 30,5769 | T 0,1592 0,8838
15 10,268 641336 19,8856 | T 0,1869 0,5771
16 10,52 1130234 34334 [T 0,3293 0,9924
18 10,802 | 2254182 | 55,5637 | T 0,6568 1,6061
20 11,102 668770 18,5862 | T 0.1949 0,5372
23 11,685 | 1180125 | 368466 | T 0,3438 1,065
25 12,485 | 1122926 7.457 Vv 03272 0,215%
26 13,273 482122 8,235 v 0,1405 0,238
27 14,00 |168798816| 979,0522 | T 49,1807 28,2993
28 14,245 | 8002127 | 205978 | T 2,3315 5,9538
29 14,428 | 1018591 16,4272 | T 0,2968 0.4748
31 14,87 384101 5,3719 T 0,1119 0,1553
32 15,057 893739 12,9044 | T 0,2604 0,373
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33 15,288 688480 17,5763 | T 0,2006 0,508
34 15,473 462751 13,4366 | T 0,1348 0,3884
35 15,658 989416 318679 | T 0,2883 0,924
38 16,717 654788 12,3669 | v 0,1908 0,3575
3 39 17,082 | 6125071 98,0153 | T 2,2578 3,6321
4 40 17,425 | 29541684 | 314,563 | T 8,9756 10,3268
41 17,543 430664 98,4821 T 0,1255 0,2741
42 17,71 654981 7,5134 T 0,1908 0,2172
5 43 18,115 | 26517848 | 3106025 [ T 7,7262 8,8779
8 44 18,483 | 46890234 | 462,8107 | T 12,0521 16.5122
45 18,595 417238 86,1441 T 0,1216 0,1776
49 19,835 873203 31,0148 | v 0,2835 0,8965
A.2.10 - GLA 68 35° 2,5 g/l KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
6 8,943 | 6975762 (3453808 T 3,6418 12,1727
8 10,655 | 2228393 | 74574 [ T 1,1634 2,6282
10 10,947 | 3448512 | 103,365 | T 1,8003 3,6429
11 11,16 754788 | 24,7931 | T 0,394 0,8738
12 11,257 | 672600 ; 251052 | T 0,3511 0,8848
13 11,323 | 391583 17,062 | V 0,2044 0,6013
14 11,468 | 895294 26,9572 | T 0,4674 0,9501
16 11,828 | 808799 | 13,8268 | T 0,4222 0,4873
19 12,323 | 850076 | 126027 [ T 0,4438 0,4473
1 21 14,183 [99745304]0907,4802 ] T 52,0732 31,9827
22 14,287 | 1142961 | 39,7607 | T 0,5967 1,4013
2 23 14,392 | 4310650 | 150.6779 ] T 2,2504 5,3104
24 14,595 | 1523605 | 52,5562 | T 0,7954 1,8523
25 16,452 | 747738 | 10,1769 | V 0,3904 0,3587
26 15,835 | 520762 | 20,0534 | V 0,2719 0,7067
3 29 17,295 | 1870110 | 36,8798 | T 0,9763 1,2998
4 30 17,678 13407802 1752011 | T 6,9997 6,1747
5 33 18,445 |19731216({251,5355 | T 10,3009 8,865
6 34 18,845 [23790786]|376,8228 | T 12,4203 13,2805
35 18,953 | 996374 | 78783 | T 0,5202 0,2777
36 20,367 | 1078767 | 26,7373 | T 0,5632 0,9423
37 20643 | 657638 | 102797 | T 0,3433 0,3623
41 22285 | 354785 | 80579 | T 0,1852 0,284
43 22,803 | 590960 [ 131387 [ T 0,3085 0,4631
A.2.11 - GLA 08 35° 0,2 gl KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent Height Percent
3 6,395 134133 | 48786 | O 0,154¢9 0,2297
4 6,685 108902 | 66486 | Vv 0,1257 0,313
5 6,947 114073 9,283 v 0,1317 0,4375
2] 7,402 340748 | 6,289 | v 0,3934 0,3262
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7 7520 | 4736263 | 3336062 | T 5,4686 15,7994
10 8,238 448385 | 101017 | T 0,5177 0,4756
13 8,817 460235 | 30,1043 | T 0,5314 14215
15 9,033 506342 | 392142 | T 00,6885 1,8461
16 9,075 130513 | 78200 | T 0,1507 0,3682
17 9,202 393667 | 17221 | T 0,4545 0,8107
18 9,27 219136 | 13,4106 | T 0,253 0,6313
19 9,315 130343 79947 | T 0,1505 0,3764
20 8,43 323327 (182617 | T 0,3733 0,8597
22 9,713 201472 [ 11,3638 | T 0,3385 0,535
24 10,082 388292 | 13,5812 | V 0,4483 06394
1 27 11,408 |[35067880]633,3771| T 40,4899 29,8176
28 11,518 | 332538 | 12,7556 | T 0,384 0,6005
2 29 11,603 | 840705 | 37,4353 | T 0,9707 1,7623
31 11,808 | 529774 | 18,5544 | T 06117 0,8735
34 12,51 104991 | 4,0034 | V 0,1212 0,1827
36 12,81 130810 | 50104 | T 0,151 0,2359
3 40 14013 | 2137572 ] 46,4338 | T 2,4681 2,186
4 41 14,328 110115012 | 221,814 T 11,6789 10,4423
5 44 14,947 | 7403792 (151,6398 | T 8,5485 7,1388
6 45 15,307 |13543614(301,4551}| T 15,6377 14,1917
49 16,01 359219 5,113 T 0,4148 0,2407
51 16,63 650543 | 19,8322 | T 0,7511 0,9384 .
52 16,875 | 295514 8,103 V'] 0,3412 0,3815
55 18,377 | 418002 | 124765 | T 0,4826 0,5874
57 18,753 498229 14,206 T 0,5753 0,6688
A2.12 - GLA 58 35° 0,2 g/l KNO3
AG Pk # RT Area Height [BC | Area Percent | Height Percent
4 7.02 260131 6,8021 T 1,1644 0,9434
8 7,91 1091524 | 90,4736 | T 4,8881 12,3661
1 9,368 121031 66,1879 T 0,5418 00,8458
13 9,608 155024 | 73321 | T 0,6939 1,0022
15 9,795 104606 2,727 T 0,4683 0.3727
16 8,93 172066 | 10284 | T 0,7742 1,4056
22 10,78 81819 3,5891 | V 0,3663 0,4908
1 24 12,165 | 8771428 |27486487 | T 39,2641 37,5395
25 12,345 83028 29817 | T 0,3717 0,4075
2 25 12,442 207688 79162 | T 0,9287 1,082
30 13,547 | 125507 | 4,641 T 0,5618 0,6343
3 31 15,043 | 707854 | 23,9656 | T 3,1686 3,2757
4 33 15,382 | 2069853 | 753785 | T 9,2654 10,3029
34 15,465 135865 3,2013 T 0,6082 0,4376
5 36 16,042 | 1725028 | 54,6135 | T 7.7219 7.,4647
6 38 16,412 | 2299082 | 80,4004 | T 10,2915 10,9893
40 16,685 123049 30824 |V 0,5508 0,4227
41 16,892 50719 1,5054 | O 0,227 0,2058
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42 17,792 51892 11977 | T 0,2323 0,1637
43 17,943 | 111135 | 21967 | T 0,4975 0,3003
45 18,442 | 116955 | 2,5659 | V 0,5235 0,3507
46 19,733 65452 16723 | O 0,293 0,2285
47 20,133 60111 1,741 | T 0,2691 0,238
48 20,288 79656 1,8994 | 0 0,35686 0,2598
A.2.13- GLA 57 35° 0,2 g/ KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
3 7,148 473429 ) 12,0484 | T 1,5195 1,2539
4 7,47 84487 4,83186 v 0,207 D,4679
6 8,063 | 1770493 | 1370471 | T 5,6824 13,2709
8 8,83 192238 8,121 T 0,617 0,7865
13 9,792 176249 | 118174 | T 0,5657 1,1443
15 9,887 96577 44447 | T 3,31 0,4304
16 9,985 61039 37581 | T 0,1959 0,3639
17 10,065 70420 40838 | T 0,226 0,3955
18 10,123 | 265726 | 17,2026 | Vv 0,8529 1,6658
19 10,25 108811 62137 | T 0,3492 0,6017
21 10,565 75083 36478 | V 0,241 0,3532
23 10,822 45839 20211 | T 0,1471 0,1957
24 10,987 838600 48627 | V 0,2876 0,4515
25 11,135 38382 22964 | T 0,1232 0,2224
1 27 12,42 (12458046 357,7262| T 39,9844 34,6403
28 12,595 | 105169 | 3,9227 | T 0,3375 0,3799
2 29 12,69 279303 | 12,791 | T 0,8964 1,2386
30 12,915 | 109559 | 44676 | T 0,3516 0,4326
33 13,715 58104 10828 | T 0,1865 0,193
34 13,805 | 183577 6,137 T 0,525 0,5043
35 14,052 37881 15287 | T 0,1216 0,1478
3 37 15,318 828602 [ 288103 | T 2,9804 2,7705
4 39 15,667 | 2860090 | 031777 | T 9,1795 9,0228
40 15,75 176807 | 45112 | T 0,5678 0,4368
5 42 16,34 | 2493812 | 845833 | T 8,004 8,1806
6 44 16,713 | 3428008 [ 104,4393 | T 11,0023 10,1134
45 16,97 156880 | 40714 | T 0,5038 0,3943
48 18,11 110159 2,6904 T 0,3536 0,2605
49 18,25 193263 | 30207 | T 0,4919 0,2825
51 18,738 94550 30833 | T 0,3035 0,2937
57 20,445 90221 2,793 T 0,2896 0,2705
58 20,582 77226 1,7714 | O 0,2479 0,1715
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A.2.14 - GLA 14 35° 0,0 g/l KNO3

AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
2 7,027 38235 38947 | V 0,1715 0,5833
4 7,307 | 240111 8,2976 | V 1,0767 1,2428
5 7,622 65228 3,0834 | V 0,2925 0,5981
8 8,15 179666 58815 T 0,8057 0,8809
7 8,235 | 1704338 [ 1351414 | V 7,6429 20,2413
8 9,04 22164 3,0239 |V 0,0994 0,4529
10 10,023 144042 91665 | T 0,6459 1,3729
11 10,072 57063 34480 (T 0,2559 0,5166
13 10,222 61536 38734 | V 0,276 0,5802
14 10,307 110040 68363 [T 0,4935 1,0239
16 10,485 151126 8,952 ¥] 0,6777 1,3408
17 10,928 74425 34715 v 0,3337 0,52
18 11,598 25780 1,0624 0 0,1156 0,1591
1 20 12,705 | 5907450 | 1922224 | T 26,4912 28,7908
2 22 13,008 219649 85569 | T 0,985 1,2816
25 14,418 85727 1,654 Q 0,2499 0,2477
3 26 15,687 | 263895 | 88057 | T 1,1834 1,3188
4 28 16,033 998865 | 33,4194 | T 44793 5,0055
29 16,138 160387 5,151 0 0,7192 0,7661
5 30 16,743 | 1747571 | 60,2148 | T 7,8368 9,0189
B 31 17,123 | 1992651 | 73,4946 | O 8,9358 11,0079
32 17,612 108712 31979 | V 0,4875 0,479
33 17,837 156788 36424 0 0,7031 0,5456
35 18,713 128475 1,7902 0 0,5761 0,2681
36 20,503 48518 1.5385 0 0,2176 0,2304
37 20,928 113247 3,045 0 0,5078 0,4561
A.2.15 - GLA 40 35° 0,0 g/l KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
2 6,925 72701 4,6228 vV 0,2204 0,4158
4 7,188 374343 | 15,1382 | T 1,1255 1,3617
5 7,512 74913 65,7699 v 0,227 0,519
6 8,012 407126 | 13,4546 | T 1,234 41,2103
7 8,108 2196226 [ 170,3764 | T 6,6567 15,3256
9 8,872 193806 8,635 T 0,56874 0,7767
11 9,695 130454 87085 | T 0,3954 0,7833
13 9,84 191199 | 11,9118 | T 0,5795 1,0715
16 9,935 137362 5,9363 T 00,4163 0,534
16 10,033 85083 53126 | T 0,2579 0,4779
17 10,113 87433 4.974% T 0,265 0.4475
18 10,17 .| 74030 3,8426 vV 0,2244 0,3456
19 10,288 151525 85456 | T 00,4593 0,7687
20 10,615 104252 47604 | T 0,316 0,4282
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21 10,713 91545 49698 | T 0,2775 0,447
23 11,087 | 143916 6,474 T 0,4362 0,5823
24 11,34 113558 | 35262 | T 0,3442 0,3171
1 25 12,465 [12160710|356,0588 | T 36,859 32,0281
26 12,64 152643 | 58156 | T 0,4627 0,5231
2 27 12,737 | 473906 | 210174 | T 1,4364 1,8905
28 12,965 | 151280 | 6,4689 | V 0,4585 0,5819
30 13,853 [ 1730563 5,573 T 0,5245 0,5013
3 33 15,358 | 817954 { 2398088 | T 24792 2,1506
4 35 15,688 | 2392261 | 68,8939 | T 7,2509 6,1971
36 15,79 333823 | 10,1781 | T 1,0118 D,9155
5 38 16,383 | 3856249 (1129171 T 11,6883 10,1571
6 40 16,762 | 4501753 | 139,8002| T 13,6448 12,5752
A.2.16- GLA 41 - 35° 0,0 ¢/l KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
1 6,892 91571 68,9846 | V 0,2033 0,5072
3 7,988 235057 | 81149 | T 0,5219 0,5862
4 8,085 | 3340190 (2376881 T 71,4187 17,2585
8 8,85 139032 | 48483 | T 0,3087 0,352
11 9,567 195106 | 13,2567 ( T 0,4332 0,9626
13 9,81 306682 | 19,9822 | T 0,681 1,4509
14 9,857 214701 70086 | T 0,4767 0,5137
15 10,002 | 127291 78226 | T 0,2826 0,568
16 10,083 | 117642 | 86,8444 | T 0,2612 0,497
17 10,138 | 119777 | 58727 | V 0,266 0,4264
18 10,267 i 255296 | 133792 | T 0,5669 0,9715
20 10,582 | 176780 6,859 T 0,3925 0,498
21 10,68 166761 81381 | T 0,3703 0,5809
24 11,007 | 176984 | 91484 | V 0,393 0,6643
26 11,79 50614 26277 | V 0,1124 0,1908
1 28 12,452 |17514468| 4108572 | T 38,8806 29,8323
29 12,613 | 207842 | 75692 | T 0,4615 0,5486
2 30 12,713 | 707340 | 289814 | T 1,5706 21043
31 12,933 | 206803 | 90871 | T 0,4582 0,6598
35 13,83 205990 | 74197 | T 0,4574 0,5387
36 14,062 92333 23267 | 0 0,205 0,1689
3 39 15,337 | 1085350 | 29455 | T 2,4099 2,1387
4 40 15,675 | 3216059 | 974823 | T 7,141 7,0782
41 15,765 | 422541 | 127289 | T 0.8382 0,9242
5 43 16,37 5303308 (14088421 T 11,7756 10,2296
6 44 16,74 | 6300647 | 183,1627 | T 13,8901 13,2994
45 16,965 | 211077 | 50148 | T 0,4687 0,3641
46 17,19 303398 | 72468 ; T 0,6737 0,5262
49 18,238 | 258330 | 55404 | T 0,5736 0,4023
53 20,02 156897 | 49514 | 0 0,3486 0,3595
55 20,425 | 350944 | 91265 [ T 0,7792 0,6627
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A.2.17 - GLA 23 25° 2,5 g/l KNO3

AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
2 6,228 737090 [ 231347 | T 0,3433 0,6433
4 6,397 | 1467415 | 232797 | T 0,6835 0,6473
6 6,818 | 8188501 4621769 | T 3,8139 12,8508
10 7,585 388940 | 13,2123 | T 0,1812 0,3674
11 7,823 655967 | 24,3048 | T 0,3055 0,6758
12 7,95 2319396 | 93,0033 | T 1,0803 2,586
13 8,133 | 4162710 {1654546 | T 1,9388 4,6005
14 8,322 | 2492873 61,9 T 1,161 1,72%1
15 8,46 1953604 | 763722 | T 0,9099 2,1235
16 8,697 | 1071001 | 16211 | T 0,4988 0,4507
1 20 10,24 |97535600(978,2885; T 45,4282 27,2013
2 21 10,38 |[13370076(397,6026§ T 68,2272 11,0553
22 10,535 | 1103535 | 23646 | T 0,514 0,6575
25 11,395 | 878640 | 22,8844 | T 0,4092 0,6391
3 27 12,523 | 1463485 | 222305 | T 0,6816 0,6181
4 28 12,8 [19634122|280,5628 | T 9,1448 7,801
5 20 13,415 }19827652|298,5887 | T 9,2349 38,3022
6 3 1375 |21786832(388,9313 T 10,1474 10,8142
33 14,463 | 631812 | 129152 | T 0,2043 0,3591
36 15,138 | 1055020 | 23,1144 | T 0,4814 0,6427
37 15398 | 808679 | 153367 { T 0,3767 0,4264
38 15672 | 415756 | 74117 | T 0,1936 0,2061
42 16,977 | 360379 | 78983 | T 0,172 0,2196
44 17,372 | 575003 | 11,7677 | T 0,2678 0,3272
48 18,915 | 203358 : 3,2267 | © 0,1366 0,0897
A.2.18 - GLA 69 25° 2,5 g/l KNO3
AG Pk # RT Area Height [BC [Area Percent| Height Percent
1 7,593 282365 12,889 vV 0,1362 0,4431
4 8,235 104920 | 13,4343 [ V 0,094 0,4619
6 8,918 6517165 12828984} T 2,6612 9,7266
13 10635 | 2494290 | 84,7594 | T 1,2031 29142
15 10,027 | 3668784 |104,4882; T 1,7701 3,5925
16 11,142 862739 24,7685 T 0,4161 0,8516
17 11,238 788490 | 282037 | T 0,3803 0,9697
18 11,303 312860 | 13,4701 | V 0,1509 0,4528
19 11,445 | 1034057 | 26,6052 | T 0,4988 0,9147
22 11,918 413759 | 10,1074 [ V 0,1996 0,3475
24 12,288 703974 | 122342 | T 0,3396 0,4206
25 12,468 711427 | 14,5751 | V 0,3432 0,5011
1 27 1414 |104264392(836,4852( T 50,2923 28,7599
2 28 14,418 | 16231898 13332797 T 7,8295 11,4588
29 14,582 | 1469748 [ 417979 | T 0,7089 1,4371
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31 15,05 359133 | 95655 | T 0,1732 0,3289
33 15448 | 233443 | 83626 | T 0,1126 0,2875
35 15,832 | 579755 | 221253 | T 0,2796 0,7607
3 37 17,275 | 1299905 | 30,9952 | V 0,627 1,0657
4 38 17,667 | 12876233 | 199,7706| T 86,2109 86,8685
5 40 18,45 | 21617520 | 2847388 | T 10,4273 g,7898
5 42 18,847 | 23537612 | 368,512 | T 11,3534 12,6701
43 19,367 | 226477 | 36198 | T 0,1092 0,1245
47 20,347 | 697820 | 151301 | T 0,3366 0,5202
48 20,638 | 450505 | 64979 | T 0.2173 0,2234
54 22278 | 339977 | 78271 | V 0,164 0,2691
55 22,777 | 343150 | 50234 | V 0,1655 0,1727
A.2.19 - GLA 37 25° 2,5 gl KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
2 6,418 | 846814 | 306974 | T 0,3664 1,0038
5 6,737 | 520020 | 92679 | T 0,2289 0,2343
11 7,602 | 9208813 | 5494852 | T 4,0237 13,8938
12 7,698 | 226450 | 17,8714 | T 0,098 0,4519
22 9323 | 569533 | 272777 | T 0,2464 0,6897
23 9,397 | 1081143 | 46,2699 | T 0,4678 1,199
24 9,562 | 918948 | 322712 | v 0,3976 0,816
25 9,852 | 530821 | 16,7638 | T 0,2297 0,4239
26 9,915 | 753777 | 16,7318 | V 0,3262 0,4231
28 10,223 | 618159 | 14,1827 | T 0,2675 0,3586
29 10,345 | 1077870 | 22,792 | T 0,4664 0,5763
1 33 11,697 (93218616 9729857 | T 40,337 24,602
2 34 11,89 [20246306] 461,4403 | T 8,7609 11,6676
36 12,087 | 2099187 | 842226 | T 0,9083 2,1296
38 12,405 | 511384 | 17,9218 | T 0,2213 0,4532
39 12,757 | 233205 | 7,4877 | V 0,1009 0,1893
41 13,063 | 616030 | 23,4304 | T 0,2666 0.,5924
43 13,677 | 307893 | 10,3608 | T 0,1332 0,262
45 14 355294 | 9696 | T 0,1537 0,2452
3 47 14,335 | 1203490 | 254121 | T 0,5208 0,6425
4 48 14,635 [12587404(179,7499 | T 5,4468 4,545
5 50 15,35 |29252064 | 3501356 | T 12,6582 8,8532
6 51 15,668 351248001 501,6106 | T 15,199 12,6833
54 16,318 | 365242 | 80711 | T 0,158 0,2041
56 16,988 | 1173321 1 27,1193 | 71 0,5077 0,6857
57 17,228 | 662225 | 14,2943 | T 0,2866 0,3614
58 17,502 | 313841 | 58272 | T 0,1358 0,1473
61 18,7 390085 | 89849 | T 0,1688 0,2272
63 19,092 | 477063 | 69943 | T 0,2064 0,1769
65 19,547 | 451101 | 54260 | T 0,1952 0,1372
68 20,54 | 448941 | 6,1102 | T 0,1643 0,1545
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A.2.20 - GLA 17 25° 0,2 g/l KNO3

AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
2 8,748 527146 | 24,2662 | V 0,2451 0,8181
3 9,525 |22503052|607,1485] T 10,4619 20,469
6 11,358 | 1928324 | 53,0448 | V 0,8985 1,7883
7 11,675 | 2061354 | 69434 | T 1,3768 2,3408
8 11,912 851483 | 261056 | T 0,3959 0,8801
9 12,028 | 1093721 | 34,2489 | T 0,5085 1,1547
10 12,105 | 602818 | 21,7624 | V 0,2803 0,7337
11 12,255 | 1549848 | 466715 | V 0,7205 1,5734
13 12,79 834263 | 35,7208 | V 0,3879 1,2043
15 12,99 447887 | 11,7963 | T 0,2082 0,3977
1 19 15,135 |78471984|705,7004 T 36,4826 23,7915
2 21 15,392 | 3415489 | 112,0083} T 1,5879 3,7761
22 15,592 110287410 | 27,1081 | T 0,4783 0,9138
27 16,542 | 405505 1306 |V 0,1885 0,4403
29 16,958 | 322147 | 10,3774 | T 0,1498 0,3499
3 35 18,533 | 4274600 | 652473 | T 1,9873 2,1997
4 36 18,932 [11061997(102,4986 | T 5,1429 3,4556
5 37 19,805 |22182504[2233983{ T 10,3129 7,5315
6 38 20,252 [36508584{431,3853 [ T 16,9733 14,5434
43 21,892 | 1557388 | 29,7517 | T 0,724 1,003
48 24195 | 769070 | 16,0806 | T 0,3575 0,5415
49 24 857 | 2651293 | 43,7882 | T 1,2326 1,4762
A.2.21 - GLA 49 25° 0,2 g/l KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
3 7,113 461684 9,628 vV 1,7776 1,1275
4 7,835 219651 | 7,9423 | T 0,8457 0,9399
5 8,022 | 1616253 | 13083221 T 6,223 15,4824
7 8,788 136307 | 52885 | T 0,5248 0,6271
10 9,495 97235 49163 | T 0,3744 0,5818
12 9,74 185824 | 85739 | T 0,7155 1,0148
13 9,842 60859 25028 | T 0,2343 0,2962
15 10,065 69976 432 v 0,2694 0,5112
16 10,193 | 101678 | 53717 | T 0,3915 0,6357
17 10,507 60643 2,8086 | V 0,2335 0,3324
18 10,8607 64607 35792 1T 0,2488 0,4236
19 10,763 57424 26402 | T 0,2211 0,3124
20 10,925 85189 3,7246 | V 0,328 0,4408
21 11,212 65236 2,31 T 0,2666 0,2734
1 22 12,348 111116351|310,0624 | T 42,8008 36,692
23 12,523 | 234837 | 915839 | T 0,9042 1,0833
2 24 12,628 | 676943 [ 328045 | T 2,6064 3,882
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26 12,845 | 89737 | 3,9268 | V 0,3455 0,4647
29 13,722 | 255677 | 8,8035 | V 0,9844 1,0418
3 32 15,225 | 678942 | 19,7781 | T 26141 2,3405
4 34 15,563 | 1277939 | 454191 | T 4,9204 5,3748
35 15,668 | 219160 | 7.5866 | T 0,8438 0,8978
5 37 16,245 | 1786684 | 60,1188 | T 6,8792 7.1143
6 39 16,622 | 2987656 | 87,0654 | T 11,5033 10,3031
40 16,875 | 243326 | 6,9465 | T 0,9369 0,822
42 18,028 | 93548 | 25392 | T 0,3602 0,3005
A5 18,645 | 204716 | 57171 | T 0,8652 0,6765
48 19,952 | 64039 | 19456 | v 0,2466 0,2302
50 2049 | 169588 | 46662 | T 0,6529 0,5522
A.2.22 - GLA 51 25° 0,2 g/l KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
3 6,848 | 111697 | 68304 | V 0,5266 0,8333
4 7127 | 408624 | 6,8008 | T 1,9266 0,8297
6 8,04 | 2767951 (2196827 | T 13,0507 26,8022
8 8,803 04463 | 35968 | T 0,4454 0,4388
11 9,517 95735 | 6,3638 | T 0,4514 0,7764
12 9,565 49757 | 24986 | T 0,2346 0,3048
13 9,76 157548 | 10,1825 | T 08,7428 1,2423
14 9,805 | 102461 | 39802 | T 0,4831 0,4867
15 9,948 61330 | 23,9114 | T 0,2892 0,4772
16 10,03 56269 3398 | T 0,2653 0,4146
17 10,088 | 60584 | 3,2508 | V 0,2857 0,3966
18 10,212 | 108727 | 6.1981 | T 0,5126 0,7563
19 10,525 | 62293 | 3,0461 | V 0,2937 0,3716
20 10,627 | 75480 [ 4,4316 | V 0,3559 0,5407
1 25 12,363 | 8578722 (2752976 | T 40,4528 33,5875
26 12,545 | 115777 | 43561 | T 0,5458 0,5315
2 27 12,647 | 374563 | 17,0503 | T 1,766 2,0813
29 12,873 | 84817 | 35879 | T 0,3999 0,4377
3 30 15,250 | 425372 | 18,9887 | V 2,1082 2,8139
4 31 15,578 | 721055 | 3409417 | T 3,2416 4,2510
5 36 16,275 | 1607878 | 55,9222 | V 7,581 68,8228
6 a7 16,663 | 2617059 | 81,0722 | T 12,3392 98,8912
39 18,185 | 107644 | 25188 | V 0,5075 0,3073
43 20,378 | 131934 | 38683 | T 0,6221 0,4719
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A.2.23 - GLA 2525° 90,0 gl KNO3

AG Pk # RT Area Height [BC | Area Percent | Height Percent
2 6,847 431240 | 17,4746 | V 0,1993 0,508
5 7,542 | 1010585 | 33,7974 | T 0,4671 0,9786
7 7,75 030451 | 20,0953 | T 0,4301 0,5818
10 8,157 (12579563} 529,3854{ T 5,8146 15,3278
11 8,268 253156 125782 | T 0,117 0,3642
13 8,485 217475 | 10,2584 | V 0,1005 0,297
14 8,605 771731 | 54,7329 | T 0,3567 1,5847
17 9,47 397903 | 122747 | T 0,1839 0,3554
18 9,633 | 2856181 [102,7115| T 1,3202 2,9739
19 9,878 | 2091986 | 96,3602 | T 1,383 2.79
21 10,153 | 3074274 | 755618 | T 1,421 2,1878
22 10,33 | 1203860 | 40,7801 | T 0,5565 1,181
25 10,74 050039 | 486237 | T 0.4395 1,4078
26 10,837 | 2693585 13003 | T 0,1245 0,3765
27 10,805 | 335187 | 144495 | T 0,1549 0,4184
1 30 1262 [82169312}806,1838 | T 37,9806 23,3422
2 31 12,818 | 7030425 | 188,7589 | T 3,2496 5,4653
32 13,012 | 1783485 | 476415 [ T 0,8244 1,3794
35 13772 | 314813 | 9,7801 | T 0,1455 0,2832
37 14,007 | 445319 [ 157862 | T 0,2058 0,4571
39 14,405 | 260314 6,896 Y 0,1203 0,1997
42 15,268 | 515044 | 103416 | T 0,2381 0,2994
3 43 15,425 | 1738893 | 47,1947 | T 0,8038 1,3665
4 44 15,718 |11695802| 131,4083 | T 5,4061 3,8048
5 46 16,47 |23786528)250,0748 | T 10,9947 7,2406
6 47 16,847 [39718096| 503,789 | T 18,3586 14,5867
49 17,467 | 602544 14437 | T 0,2785 0,418
52 18,067 | 734924 | 1368599 | T 0,3397 0,3855
53 18,195 | 1929808 | 44,8773 | T 0,892 1,2994
54 18,452 |123874212129071 | T 0,5726 0,61686
A.2.24 - GLA 26 25° 0,0 g1 KNO3
AG Pk # RT Area Height |BC | Area Percent | Height Percent
2 6,338 7800686 | 20,7486 | T 0,3602 0,9853
4 8,707 835115 1 142132 | T 0,3856 0,4708
6 6,995 636267 | 348916 [ T 0,2038 1,1557
8 7.655 |15187996] 502,364 | T 7.0137 19,6199
10 8,095 665005 | 48,0279 | T 0,3071 1,5908
13 9,19 2081271 | 77,1864 | T 0,9611 2.5565
14 9455 | 2685574 | 926945 | T 1,2402 3,0702
15 9,653 840243 | 22,1861 | T 0,388 0,7348
16 9743 | 1743750 | 422952 | T 0,8052 1,4009
17 9,935 | 1045553 | 30,8258 | T 0,4828 1,021
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20 10,37 722940 | 247605 | T 0,3338 0,8201
1 24 12,613 |83700296/ 751,2825| T 38,6519 24,8835
2 25 12,738 | 6430644 | 1489304 | T 2,9696 4.8328
27 12,875 | 1915924 | 50,8756 | T 0,8848 1,6851
29 13,855 | 298478 9,014 v 0,1378 0,2986
31 14,248 | 454629 | 126713 | T 0,2099 0,4197
32 15,443 | 222736 50897 | T 0,1029 0,1686
3 33 15,895 | 2526728 | 43,3337 | T 1,1668 1,4353
4 34 16,243 | 7570887 | 66,3745 | T 3,4962 2,1984
5 36 17,197 (26486544 2373366 | T 12,2312 7,8609
6 37 17,645 |42885532(429,0698 | T 18,8041 14,2114
39 18,435 793862 | 145718 [ T 0,3666 0,4826
41 19,363 | 2074125 | 39,5028 | T 0,9578 1,3084
42 19,685 868980 | 158844 | T 0,4475 0,5261
A.2.25-GLA 2925°0,0 g1 KNO3

AG Pk # RT Area Height (BC [Area Percent Height Percent
2 6,19 046229 26,1358 | T 0,1832 0,4128
4 6,848 97342760 [963,4236| T 18,8434 15,2177
5 6,96 8071547 |164,8921| T 1,5625 2,6045
6 7,157 2071724 | 3690548 | T 0,401 0,5837
9 7,467 16394702 [ 596,4454| T 3,1736 89,4211
11 7,865 835481 457586 | T 0,1617 0,7228
16 8,853 3184381 [11266835; T 0.,6164 1,7796
17 9,085 3368602 [ 102058 | T 0,6521 16121
19 9,34 4786565 | 725454 | T 0.9266 1,1459
21 9,805 8151133 [131,5302( T 1,5779 20776
24 10,66 25352648 | 256,047 | T 4,9077 4,0444
25 11,205 | 42030032 | 537,2169 T 85,1361 8,4856
1 28 11,792 | 126208960} 972,4173| T 24,4312 15,3598
2 28 11,947 7458572 | 2675748 T 1,4438 4,2265
30 12,162 2322971 | 64,5791 T 0,4497 1,0201
32 12,912 1564426 ) 21,7654 | T 0,3008 0,3438
| 34 13,218 1321779 | 242056 | T 0,2559 0,3823
: 37 14,62 3259960 47,755 T 0,6311 0,7543
4 38 14,92 12108487 (11848091 T 2,3439 1,8715
5 40 15,638 | 42101472 [ 3342497 | T 8,1499 5,2796
6 41 16,06 644904756 (6939581 T 12,4847 10,9614
43 16,672 944685 18,858 T 0,1829 0,2979
45 17,413 3121543 | 704796 | T 0.6043 1,1133
48 17,657 1343697 | 314227 | T 0,2601 0,4963
48 19,19 1656554 | 375874 | T 0,3013 0,5937
50 19,588 2055437 | 448198 | T 0,3979 0,708
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File : GLA__ @5. D1 teste Ricando
Run :© 81 Tupe : Sanmple
Collagtion : 15:38:@3 Feb 18 1999 Method : RICARDO [ 15:35:43 Feh 18 1999 ]
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{GLa_ _86.281) w
b
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: 5. a - L - L] 1 I L L 1 L I
- : 183
;E' 3 ooianoics - C8:0
¢ nonanoico — C39:0
: decancico — C10:0
undecanoico - C11:0
8.9 taurico - C12:0
a tridecanoico ~C13:0
. 3%% miristico — C14:0 '
18.8-
miristoieico ~-C14:1
Dentadecanolco-C‘la 0
12.9- pentadeceno:co-—C‘lS 0
14,841 "_ T
_5.1& FoE 2,433 palmitoleico -C16:1 paimitico - C16:0
S
H-..15 293
B15 3.0
6.0 = heptadecanoico-C17:0
. 1_56'%5535 heptadecenoico-C17:1
16,717 .
1?.23?7 estearice — C18:0
TR = memeee17.428 oleico - C13:1 cis
18,04 F— 1s.145 linoleico — C18:2 a-{inolenico-C18:3
—— 13492 aracnoico - C2i:0
e _ 181999 _, eicosanoico — C20:1
&% %% velinolenico-C18:3 ;0 oeadiencico-C20:2
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