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1 INTRODUCAO

Os acidos graxos poliinsaturados estdo entre o0s nutrientes de maior
demanda, por ndo serem sintetizados pelo organismo humano e proporcionarem
diversos beneficios a saude através de sua ingestao, como no desenvolvimento do
cérebro e dos olhos na infancia, na prevencédo a incidéncia de diversas doencas,
como acidentes cardiovasculares entre outras (WARD e SINGH, 2005). Varios
grupos de microrganismos possuem a habilidade sintetizar grandes quantidades
desses compostos bioativos, como o0 &cido graxo poliinsaturado DHA-C22:6 w 3
(&cido docosahexaenaico), entre eles destaca-se a microalga Schizochytrium.

A composicdo da biomassa microalgal em termos de acidos graxos
insaturados do tipo w3 estd relacionada com as condicbes de cultivo do
microrganismo. A otimizacdo do meio e as condicdes de fermentacdo s&o
importantes para estabelecer um protocolo para producdo de biomassa e DHA (ZHU
etal., 2007).

Baily et al. (2008) realizaram um estudo para a producdo de acidos graxos a
partir de microrganismos eucariéticos de modo que gquanto maior a producdo de
biomassa, maior a producéo de acidos graxos poliinsaturados, objetivando produzir
no minimo 100g/L de biomassa. Kamlangdee e Fan (2003) verificaram os niveis de
acidos araxos poliinsaturados. produzidos a partir de cinco cepas de Schizochytrium
limacinum isoladas de trés mangues em Hong Kong.

Na maioria dos cultivos, a obtencdo do produto desejado esta diretamente
relacionada a diversos parametros. Um dos mais pesquisados € o numero de
células, visto que o crescimento de culturas microbianas compreende uma
sequéncia de fases caracterizadas por variagcdes nas taxas de crescimento celular
(BORZANI, 1975). Logo, o estudo da concentracdo do inéculo é fundamental para
atingir grandes quantidades de biomassa.

Este trabalho teve como objetivo estudar o tipo de meio e as condi¢des de
preparo de inéculo da Schizochytrium limacinum, de modo a obter os melhores
resultados para o numero de células e concentragdo celular, para posteriores
estudos na obtengdo de biomassa microalgal.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Células provenientes da microalga Schizochytrium limacinum SR21 (ATCC?
MYA-13810) foram incubadas em agitador orbital, a 30°C, 150 rpm, sem
iluminacédo, segundo Baily et. al. (2003), com um meio composto (g/L): Nax;SO4 (12),
KCI (0,5), MgSO4-7H,0 (2), K2SO4 (0,65), KH2PO4 (1), (NH4)2S04 (1), CaCl,.2H,0
(0,17), Glicose (7). Solugdes tracos de metais (mg/L): MnCl-4H,0 (3), ZnS0O4.7H,0
(3), CoCl,-6H,0 (0,04), NazMoO4-2H,0 (0,04), CuSO4-5H,0 (2), NiSO4-6H,0 (2),
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FeS0,4.7H,0 (10). Solucdes de vitaminas (mg/L): Tiamina (9,5) e Pantotenato (3,2).
Denominando-se este estudo de Experimento 1 (Ej).

O Experimento 2 (Ey) foi realizado de acordo com Kamlangdee e Fan (2003),
onde células da microalga Schizochytrium limacinum SR21 foram incubadas em um
meio contendo g/L: extrato de levedura (1), peptona (1), glicose (10) em agua do
mar 1,5% p/v, a 25°C, 200 rpm, sem iluminag&o em agitador orbital.

A determinacdo analitica foi acompanhada pelo nimero de células, utilizando-
se camara de Neubauer e determinacdo do peso celular seco como descrito por
Olsson e Nielsen (1997). As andlises foram realizadas a cada 12h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tab. 1 sdo apresentados os valores obtidos para o Experimento 1. O
maior namero de células (331,25.10° cel/mL) foi alcancado em 36 h de incubacéo e
0 peso celular seco (2,01g/L) em 72h.

Tabela 1- Cinética de crescimento da Schizochytrium limacinum SR21 (ATCC";1 MYA-13810)
cultivada segundo a metodologia de Baily et al. (2003) (E1).

Tempo de indculo (h)

0 12 24 36 48 60 72 84

Contagem total de 022 L 62,50 3312 275 2375 268,7 275
células (10° cel/mL) 01 #0515 > +1,3 0 5 #05
3 3 ~Y 40,98 777 40,99 #0217 5
Peso celular seco 2041 2053 068 181 190 1,77 201 1081
(g/L) ‘0’ ‘4’ +0,18 +0,03 +0,11 +0,01 0,08 ~ 1’

* Valores médios + desvio padrao (3 repeti¢cdes).

Os resultados do Experimento 2 sdo mostrados na Tab. 2, onde pode-se
observar que o maior nimero de células de 525.10° cel/mL foi atingido em 48 h de
cultivo e, em 72h foi registrado a maior quantidade de biomassa (4,14g/L).

Tabela 2- Cinética de crescimento da Schizochytrium limacinum SR21 (ATCC?® MYA-13810)
cultivada pela metodologia proposta por Kamlangdee e Fan (2003) (E>).

Tempo de in6culo (h)

0 12 24 36 48 60 72 84
Cpntagem total d% 0,47 2,88 1156 387,55 505 512,5 468,75 337,50
células (10> 0,0 0,8 3 0 +083 0 4099  +0.54
cel/mL) 4 0 +0,95 +#0,99 +0,87 7 -
Peso celular seco 253 2038 1,37 2,17 3,16 411 4,14 3,45
(g/L) - 1’ - 1’ +0,11 +0,08 +0,06 +0,20 0,10 0,12

* Valores médios + desvio padrao (3 repeticdes).

Pode-se observar na Tab. 1 e 2 que o maior nimero de células nos dois
estudos foram atingidos antes do tempo (h) para o maximo peso celular seco, isto
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demonstra que essa microalga heterotréfica € um microrganismos oleaginoso, 0s
guais apresentam um ciclo de vida dividido em duas fases durante seu cultivo. Na
primeira fase ha multiplicacdo celular, isto € maior nimero de seres vivos, porém
com menor peso e na segunda fase, cada célula comeca a acumular lipidios e
consequentemente aumento de tamanho. Isto ocorre porque nas primeiras horas (1°
fase) ha maior quantidade de fonte de carbono e nitrogénio, logo a rota bioquimica
para multiplicacéo celular é priorizada. A segunda fase inicia quando ha pouca fonte
de nitrogénio e/ou oxigénio disponivel e o acumulo de lipidios é prioritario, com
consequente aumento do peso.

Na Fig. 1 pode-se observar a cinética de multiplicacdo celular em relacdo ao
tempo do cultivo para os experimentos 1 e 2.
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Figura 1: Cinética de crescimento de Schizochytrium limacinum SR21 (ATCC? MYA-
13810) para os experimentos 1 e 2.

Através da Fig. 1 pode-se verificar que a fase exponencial do crescimento
celular foi entre 12-36 h para o Experimento 1 e entre 12-48 h para o Experimento 2.
Pode-se observar que o Experimento 2 alcangou a maior numero de células e nao
mostrou um rapido declinio quando comparado ao experimento 1.

4 CONCLUSAO

O experimento 2 foi o qual obteve-se maiores valores para 0 numero de
células 525.10° cel/mL e peso celular seco 4,14 g/L quando comparado ao
experimentos 1 (331,25.10° cel/mL e 3,16g/L peso celular seco).

Sabendo-se que a concentracdo inicial de células tem influéncia nos produtos
do cultivo microalgal. Portanto, com 48 h de cultivo de inoculo da microalga S.
limacinum nas condi¢cbes de incubac&o propostas por Kamlangdee e Fan em um
meio composto por g/L: extrato de levedura (1), peptona (1), glicose (10) em agua do
mar 1,5% p/v, a 25°C, 200 rpm, sem iluminacdo em agitador orbital, sdo as
condi¢bes mais adequadas para o preparo do inoculo.
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