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OPTIMIZACAO DA PRODUCAO DE ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO (DHA, 22:6-03) POR VIA
FERMENTATIVA COM MEIOS DE CULTURA ALTERNATIVOS

Resumo

Testou-se o xarope de alfarroba como fonte de carbono alternativa quer para
crescimento quer para produgdo de DHA pela microalga heterotrofica marinha
Crypthecodinium cohnii. Numa fermentagdo em fed-batch, utilizando xarope de
alfarroba diluido, suplementado com extracto de levedura e sal do mar, as
produtividades em biomassa ¢ em DHA foram 420 mg/Lh e 18,5 mg/Lh,
respectivamente, apds 100,4 h.

Investigou-se o efeito da adigdo de n-dodecano como vector de oxigénio, no
crescimento € na produ¢cdo de DHA por Crypthecodinium cohnii. Apés 86,7 h de
fermentagdo, a concentragdo de biomassa, a taxa especifica de crescimento, os teores de
DHA e de 4acidos gordos totais foram superiores na fermentagido contendo 1% (v/v) de
n-dodecano, comparativamente a fermentagéo de controlo.

Foi desenvolvido um procedimento simples e pouco dispendioso que envolve a
saponificacdo e metilagdo da biomassa humida, seguidas de winterizagdo e
complexa¢do com ureia, de forma sequencial, para concentrar o DHA extraido da
biomassa. A frac¢do mais pura em DHA (99,2 % do total de 4cidos gordos) foi obtida
para uma raz3o ureia/acidos gordos de 3,5 (m/m), as temperaturas de cristalizagdo de 4 e

8 °C.
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OPTIMIZATION OF DOCOSAHEXAENOIC ACID (DHA, 22:6-03)
PRODUCTION USING ALTERNATIVE CULTURE MEDIA

Abstract

Carob pulp syrup was tested as an alternative carbon source for either the
heterotrophic marine microalga Crypthecodinium cohnii growth or DHA production. In
a fed-batch fermentation using diluted carob pulp supplemented with yeast extract and
sea salt, biomass and DHA productivity were 420 mg/lh and 18.5 mg/lh, respectively
after 100.4 h.

The effect of n-dodecane as an oxygen vector on Crypthecodinium cohnii
growth and DHA production was investigated. After 86.7 h of fermentation, biomass
concentration, specific growth rate, DHA and total fatty acid production were higher in
the 1 % (v/v) n-dodecane fermentation, compared to control fermentation.

A simple and inexpensive procedure involving saponification and methylation
over wet biomass, winterization and urea complexation in a sequential way has been
developed in order to concentrate DHA from algal biomass. The purest DHA fraction
(99.2% of total fatty acids) was found at the urea/fatty acid ratio of 3.5 (w/w) at the
crystallization temperatures of 4 and 8 °C.
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Abreviaturas

Y MUFAS - Sum of monounsaturated fatty acids (Soma da % relativa do total de 4cidos gordos
mono-insaturados)

> PUFASs — Sum of polyunsaturated fatty acids (Soma da % relativa do total de acidos gordos poli-
insaturados)

> SFAS — Sum of saturated fatty acids (Soma da % relativa do total de acidos gordos saturados)

a - interfacial area (é4rea interfacial)

AA - Arachidonic Acid (4cido araquidénico)

AC — Ammonium chloride (cloreto de aménio)

ACP - Acil Carrier Protein (proteina transportadora dos grupos acilo)

AFDM - 4sh Free Dry Mass (biomassa livre de cinzas)

Al - Adequate Intakes (ingestio adequada)

ALA — a - Linolenic Acid (4cido o — linolénico)

ANOVA - Analysis of Variance (anélise de variancia)

ARASCO - draquidonic Acid Single Cell Oil (acido araquidénico de origem microbiana)

ATCC — American Type Culture Collection

ATP — Adenosine triphosphate (adenosina trifosfato)

BHA — Butylated Hydroxyanisole (hidroxianisol butilado)

BHT - Butylated Hydroxytoluene (di-ter-butilhidroxitolueno)

BNF - British Nutrition Foundation

C - Concentragdio de oxigénio dissolvido na fase aquosa ([=] oxigénio por unidade de volume de
cultura)

C* — Concentragdo de oxigénio dissolvido em equilibrio com a fase aquosa ([=] oxigénio por
unidade de volume de cultura)

C. cohnii - Crypthecodinium cohnii

CBG - Carob Beam Gum (goma de semente de alfarroba)

CCMP - Provasoli-Guillard Center for Culture of Marine Phytoplankton

CF - Control batch fermentation without n-dodecane (fermentagio de controlo sem n-dodecano)
CoA - Coenzima-A

COX - Cyclooxygenase (ciclooxigenase)

CPS - Carob pulp syrup (xarope de alfarroba)

CSTR - Continuous Stirred Tank Reactor (tanque com agitagdo continua)

DCM - Dry cell mass (biomassa seca)
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DF - Batch fermentation with n-dodecane 1% (v/v) (fermentagio descontinua com n-dodecano 1%
v/iv)

DH - Dehydratase (Desidratase)

DHA — Docosahexaenoic Acid (4cido docosahexaendico)

DHASCO - Docosahexaenoic Acid Single Cell Oil (4cido docosahexaendico de origem
microbiana)

DNA —Deoxyribonucleic Acid (acido desoxiribonucleico)

DOT - Dissolved oxygen tension (tensdo de oxigénio dissolvido)

DPA — Docosapentaenoic Acid (4cido docosapentaendico)

DPM - Dynamic Pressure Method (método da pressdo dinamica)

DRI - Dietary Reference Intakes (dose diria recomendada)

E - episome (epissoma)

EPA - Eicosapentaenoic Acid (4cido eicosapentaendico)

EPS - Extracellular polysaccharides (polissacaridos extracelulares)

ER- Enoyl reductase (enoil redutase)

ESPGAN - European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition

FA - Fatty Acids (4cidos gordos)

FACES - Fatty Acid Chain Elongation System (sistema de elongagio de cadeia de 4cidos gordos)
FADH2 - Flavin Adenine Dinucleotide, reduced form (dinocleétido de flavina e adenina, forma
reduzida)

FAS - Fatty Acid Synthetase (sintetase de acidos gordos)

FFA - Free Fatty Acids (4cidos gordos livres)

GC - Gas Chromatography (cromatografia gas-liquido)

GLA -y - Linolenic Acid (4cido y — linolénico)

GMP - Good Manufacture Pratice (boas praticas de fabrico)

GRAS - Generally Recognised as Safe (reconhecida como segura)

H - hyposome (hipossoma)

HETE - Hidroxy-eicosatetraenoic acids (4cidos hidroxieicosatetraen6icos)

HNF-4 - Hepatic Nuclear Factor-4 (factor nuclear hepatico4)

HPETE - Hydroperoxyeicosatetraenoic acids (4cidos hidroxiperoxieicosatetraen6icos)
HPLC - High Performance Liquid Chromatography (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
IL — Interleukin (interleucina)

ISSFAL - International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids



IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada)

KCR - g-ketoacyl CoA reductase (B-cetoacil CoA redutase)

KCS - B-ketoacyl CoA synthase (B-cetoacil CoA sintetase)

K — Liquid film mass transfer coefficient (coeficiente de transferéncia de massa no filme liquido)
Kia - Gas-liquid mass transfer coefficient (coeficiente de transferéncia de massa gas-liquido)
([=tempo™)

KR — Ketoreductase (ceto-redutase)

KS — Ketosynthase (ceto-sintetase)

LA - Linoleic Acid (4cido linoleico)

LBG - Locust bean gum (goma de semente de alfarroba)

LF - longitudinal flagellum (flagelo longitudinal)

LOX - Lipoxygenase (lipooxigenase)

LT - Leukotrienes (Ieucotrienos)

LT B4 - Leukotriene (leucotrieno B4)

LXRs — Liver X Receptors ( receptores X do figado)

m/m — massa por massa

MT - Malonyl Transferase (malonil transferase)

NADPH - Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, reduced form (nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato, forma reduzida)

NFkB — Nuclear Factor Kappa B (factor nuclear kappa B)

O — volumetric fraction of oxygen vector (fracgdo volumétrica de vector de oxigénio)

OGMs — Organismos Geneticamente Manipulados

OTR - Oxygen tranfer rate (taxa de transferéncia de oxigénio) ([=] massa de oxigénio transferida
por unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

OUR- Oxygen uptake rate (taxa de consumo de oxigénio) ([=] massa de oxigénio consumida por
unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

PC - Phosphatidylcholine (fosfatidilcolina)

PCBs —Polychlorobiphenyls (bifenéis policlorados)

Ppua — Produtividade volumétrica em DHA ([=] variagio massa DHA por unidade de volume de
cultura e por tempo)

PE — Phosphatidylethanolamine (fosfatidiletanolamina)

PG - Prostaglandins (prostaglandinas)

PKS — Polyketide Synthase-like (semelhante 3 sintase de policétidos)

PL - Phospholipids (fosfolipidos)
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PLAZ2 — Phospholipases A2 (fosfolipases A2)
PPAR - Peroxisome Proloferator Activated Receptor (receptores activados por proliferagio celular)

PUFAS — Polyunsaturated Fatty Acids (4cidos gordos poli-insaturados)

qo2 — taxa especifica de consumo de oxigénio ([=] oxigénio consumido por massa de células e por

unidade de tempo)

I'DHA — Docosahexaenoic Acid production volumetric rate (produtividade volumétrica de DHA) ([=]
variag@o da massa de DHA por unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

Ipm — Rotations per minute (rotagdes por minuto)

rtra - Total fatty acids production volumetric rate (produtividade volumétrica de acidos gordos) ([=]
variagdo da massa do total de acidos gordos por unidade de volume de cultura e por unidade de
tempo)

Ix — Biomass production volumetric rate (produtividade volumétrica de biomassa) ([=] varia¢do da
massa de células por unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

SA — Stearidonic Acid (4cido estearidénico, 18:40-3)

SCO - Single Cell Oil (6leo de origem microbiana)

SEM - Scan Electron Microscopy (microscopia electrénica de varrimento)

SF — Supercritical Fluid (fluido supercritico)

SFASs — Saturated Fatty Acids (4cidos gordos saturados)

SFE — Supercritical Fluid Extraction (extracgdo com fluidos supercriticos)

SREBPs — alpha and Sterol Regulatory Element Biding Proteins (proteinas de ligagio de elementos
reguladores alfa e esterol)

STD - Satandard desviation (desvio padrio)

TAG - Triacilglicerols (triacilgliceréis)

TBHQ - Tertiary Butytlhydroquinone (butil hidroquinona terciaria)
TBX — Thromboxanes (tromboxanos)

TF - transverse flagellum (flagelo transverso)

t — tempo

t4— tempo de duplicagéo ( [=]tempo)

TFA — Total Fatty Acids (total dos 4cidos gordos)

THA — Tetracosahexaenoic Acid (acido tetracosahexaenédico)

TNF — Tumor necrosis factor (factor de necrose tumoral)

U/FA — Urea/Fatty Acids Ratio (w/w), razio massica ureia/acidos gordos
UTEX — The Culture Collection of Algae at the University of Texas at Austin
UV - ultravioleta

v/V — volume por volume
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VLCPUFAS - Very-Long-Chain Polyunsaturated Fatty Acids (4cidos gordos poli-insaturados de
cadeia longa)

vvm — Volume of gas per volume of aerated liquid per minute (volume de gas por volume de liquido
arejado por minuto)

WHO - World Health Organization (Organizagdo Mundial de Satide)

X — Concentragio de células ([=] massa de células por unidade de volume de cultura)

YE - Yeast Extract (Extracto de levedura)

Umax — maximum specific growth rate (taxa especifica méxima de crescimento) ([=]tempo™)

®-3 — omega 3

®-6 — omega 6
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CAPITULO

Introducao

Crypthecodinium conhii (Seligo) CCMP 316. Ampliacao (x 1000)






Capitulo 1 - Introducgio

Introducéo

Estudos clinicos e epidemioldgicos demonstraram que alguns 4cidos gordos
poli-insaturados ®-3 possuem uma influéncia benéfica na sauide humana (Jiang et al.,
1999). Os 4cidos gordos -3 sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento
normais ¢ desempenham um papel importante na prevengdo e tratamento de doengas
coronarias, hipertensdo, cancro, artrite e outras doengas inflamatorias e do sistema
imunitario (Simopoulos, 1991; 1999a; 2000; 2002a). Entre os acidos gordos poli-
insaturados ®-3 destaca-se pela sua importancia na saide e nutrigdo humanas, o acido
docosahexaendico (Docosahexaenoic Acid — DHA), o 4cido gordo mais importante no
tecido nervoso, que constitui 15-20% do cértex cerebral (o cérebro de um adulto normal
possuiu mais de 20 g de DHA) e 30-60% da retina (Bergé & Barnathan, 2005); €
também abundante no tecido muscular cardiaco (Kyle, 1996; Arts et al., 2001; Ward &
Singh, 2005); no esperma (Apt & Behrens, 1999; Connor, 2000; Arts et al., 2001; Bergé
& Barnathan, 2005) e no leite materno (Horrocks & Yeo, 1999; Huisman et al., 1996,
Gil et al., 2003; Ratledge, 2004; Yuhas et al., 2006).

O Homem ¢ incapaz de sintetizar DHA de novo e a sua capacidade para
sintetizar DHA a partir do seu precursor, o acido a-linolénico (a-Linolenic Acid —
ALA), é muito limitada (Gerster, 1998; Apt & Behrens, 1999; Arts et al., 2001; Burdge
& Calder, 2005; Burdger, 2006; Williams & Burdge, 2006; DeFilippis & Sperling,
2006). Assim, um aporte adequado de DHA tera de ser obtido através da alimentagio.
Este aporte é particularmente importante durante o ultimo trimestre da gravidez e nos
dois primeiros anos de vida para garantir um desenvolvimento neurolégico normal (Apt
& Behrens, 1999; Arterburn et al., 2000; McCann & Ames, 2005; Burdge et al., 2006,
Williams & Burdge, 2006; Dangour & Uauy, 2008; Duttaroy, 2009).

A fonte tradicional de acidos gordos poli-insaturados -3 e também de DHA € o
6leo de peixe (Robles Medina et al., 1998; de Swaaf et al., 1999; Sijtsma & de Swaaf,
2004). Esta fonte apresenta, contudo, alguns inconvenientes: sabor desagradavel, cheiro
caracteristico a peixe, baixa estabilidade oxidativa (de Swaaf et al., 1999; Bergé &
Barnathan, 2005), presenga de contaminantes (Bergé & Barnathan, 2005) e de colesterol
(Bajpai & Bajpai, 1993; Cohen & Cohen, 1991) e um perfil de acidos godos complexo
(Robles Medina et al., 1998; Sijtsma & de Swaaf, 2004; Wynn et al., 2005). Além disso,
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a producdo de 4cidos gordos poli-insaturados a partir de 6leo de peixe estd sujeita a
variagdes sazonais e climatéricas, que se podem traduzir em variagdes na quantidade e
na qualidade dos 6leos obtidos (Bajpai & Bajpai, 1993; Gill & Valivety, 1997). Acresce
que, a natureza limitada das reservas marinhas impde limites a sua exploragdo (Gill &
Valivety, 1997) e a necessidade de obter 6leos com elevado grau de pureza obriga a
elevados investimentos e custos de produgdo (Gill & Valivety, 1997; Sijtsma & de
Swaaf, 2004).

Devido as suas aplicagdes alimentares e farmacéuticas, & expansdo da
aquacultura (as espécies marinhas de cativeiro necessitam de 0,5-2% (m/m) de 4cidos
gordos poli-insaturados de cadeia longa na sua alimentagfo e as espécies de agua doce
necessitam de 0,5-1,5 % de 4cidos gordos poli-insaturados com 18 atomos de carbono
(Craig & Helfrich, 2002)) e ao facto da populagdo mundial estar a aumentar (dos cerca
de seis bilides actuais para 8,9 bilides em 2050 (Arts et al., 2001)), a procura de 4cidos
gordos poli-insaturados ®-3 tem vindo a aumentar rapidamente e, num futuro préximo,
a sua produgdo a partir das fontes convencionais néo sera suficiente para abastecer um
mercado em franca expansdo.

Assim, no sentido de satisfazer a procura crescente e de contornar as
desvantagens resultantes da obtengédo de 4cidos gordos poli-insaturados ®-3 a partir de
6leos de peixe, novas fontes e processos de producdo tém vindo a ser desenvolvidos
(Barclay et al., 1994; Kyle, 1996; de Swaaf, 2003; Kiy et al., 2005; Barclay et al.,
2005). Pensa-se que, pelo menos a curto prazo, a resolugdo do problema passe pela
exploragdo de fontes microbianas de 4cidos gordos poli-insaturados (Ratledge, 2005;
Kyle, 2005), as quais se espera venham a constituir uma fonte sustentavel dos mesmos.

Sendo as microalgas os produtores primérios de acidos gordos poli-insaturados
(Barclay et al., 1994; Sijtsma & de Swaaf, 2004; Barclay et al., 2005; Kiy et al., 2005)
estas constituem uma fonte promissora dos mesmos atendendo a que o seu perfil de
acidos gordos ¢ menos complexo que o de 6leo de peixe (Wynn et al., 2005); as
condigdes da sua produgdo podem ser controladas e as espécies podem ser
seleccionadas de acordo com o acido gordo poli-insaturado pretendido (Wynn et al.,
2005); estes factores traduzem-se numa vantagem adicional — facilidade de purifica¢do
(Robles Medina et al., 1998).

A microalga heterotrofica Crypthecodinium cohnii foi identificada como uma
fonte com potencial para a produgdo de DHA (Kyle et al., 1992; Kyle, 1996; Sijtsma &
de Swaaf, 2004; Wynn et al., 2005) e para a investigagdo da biossintese deste acido
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gordo poli-insaturado (Beach et al., 1974; Henderson et al., 1988; Bell & Henderson,
1990; Henderson & Mackinlay, 1991) devido ao facto de ser unica na sua composi¢éo
em acidos gordos. Pode acumular quantidades relativamente elevadas de lipidos,
correspondendo o DHA a 30-50% do total de acidos gordos (de Swaaf et al., 1999; de
Swaaf, 2003; de Swaaf et al., 2003c) e ndo apresenta nenhum outro acido gordo poli-
insaturado em concentragdes superiores a 1% (Harrington & Holz, 1968; Beach & Holz,
1973; Van Pelt et al., 1999; de Swaaf et al., 1999; Ratledge et al., 2001a; Wynn et al.,
2005).

Na produgdo de produtos por fermentagio em grande escala as questdes
econémicas desempenham um papel crucial. No caso de produtos de elevado valor
acrescentado e baixo volume de produg@o, como os produtos farmacéuticos, a qualidade
do produto e a oportunidade de mercado sobrepdem-se aos custos de produgéo (Nielsen
et al., 2003a). O principal objectivo é obter o produto com um grau de pureza muito
elevado, sabendo a partida que quaisquer alteragdes ao processo de produgdo, apds a sua
implementagdo, serdo complicadas pelo facto de necessitarem de aprovagdo por parte
das autoridades que regulamentam a qualidade dos produtos alimentares e
farmacéuticos. Satisfeita esta condi¢do, importa minimizar os custos e produgdo. Ha
entdo que atender a factores como o rendimento, a produtividade e a concentragédo final
de produto, sobretudo o ultimo, ja4 que os custos de purificagdo muitas vezes
ultrapassam 90% dos custos totais de producdo (Nielsen et al., 2003a).

No caso de culturas com produtividades relativamente baixas, as estimativas dos
custos de produg@o mostraram que os custos fixos constituem a parcela mais importante
dos custos totais por unidade de produto (Sijtsma et al., 1998; de Swaaf et al., 1999; de
Swaaf, 2003).

Para que os processos de producdo de DHA sejam competitivos em termos
econdmicos ¢ fundamental aumentar a sua produtividade, com consequente diminui¢do
da contribuigdo relativa dos custos fixos e diminui¢gdo do custo do produto. Um
aumento da produtividade volumétrica de DHA pode ser conseguido satisfazendo uma
ou mais das seguintes condi¢des: aumento da concentragdo final em biomassa, aumento
do teor em lipidos, aumento do teor em DHA nos lipidos, ou diminui¢do do tempo total
de produgéo.

Outra abordagem de diminui¢cdo dos custos fixos assenta na utilizagdo de
substratos alternativos, de baixo custo, na elaboragdo dos meios de cultura, convertendo

residuos ou sub-produtos da industria agro-alimentar em produtos de elevado valor
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acrescentado por obteng@o de Oleos a partir de células microbianas (Single Cell Oil -
SCO).

Neste trabalho procurou-se combinar as duas abordagens anteriormente
referidas. Por um lado a opg@o por uma estratégia de crescimento em fed-batch que
permitea manter o substrato abaixo de valores inibitérios ou saturantes e, por outro lado,
a utilizacdo de um substrato de baixo custo, um sub-produto da indudstria de alfarroba
(polpa de alfarroba) mais barato que os substratos utilizados convencionalmente. No
caso de Portugal, terceiro produtor mundial de alfarroba, esta opg@o constitui uma mais-
valia em termos de valorizagdo do potencial enddgeno, quer regional (Algarve e
Alentejo), quer nacional.

Foram optimizadas as condi¢cdes de cultura (temperatura e transferéncia de
massa de oxigénio) de Crypthecodinium cohnii e testadas véarias fontes de carbono
(glucose, frutose, glicerol e xarope de alfarroba) e azoto (extracto de levedura e cloreto
de amonio) em frasco agitado. As condi¢des optimizadas foram depois testadas em
fermentadores de bancada com vista ao scale-up.

Foi ainda desenvolvida uma técnica de purificagdo/concentragdo de DHA de
baixo custo (partindo da biomassa humida) de forma a obter este acido gordo com o
grau de pureza requerido para aplicagdes farmacéuticas, isto €, pureza superior a 95%

(Ratledge, 2004).
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Capitulo 2 — Reviséo da literatura

2.1 Acidos Gordos

Os 4cidos gordos s3o acidos carboxilicos. Regra geral, estes acidos sdo
monocarboxilicos, de cadeia linear ndo ramificada e compreendem um numero par de
atomos de carbono (Weil, 2000a; Scrimgeour, 2005). A maioria dos 4cidos gordos que
ocorre na natureza possui um numero de atomos de carbono compreendido entre 4 e 22,
sendo mais comuns os 4cidos gordos com 18 4tomos de carbono (Scrimgeour, 2005).

Os 4cidos gordos podem ser saturados (sem ligagdes duplas) ou insaturados
(contendo entre 1 e 6 ligagBes duplas) e por vezes sdo ramificados e/ou hidroxilados.
Encontram-se nos sistemas bioldgicos, sobretudo como componentes dos lipidos,
geralmente esterificados e, s6 em pequenas quantidades no estado livre.

O nome sistematico de um 4acido gordo obtém-se a partir do nome do
hidrocarboneto com o mesmo nimero de atomos de carbono substituindo o o final pelo
sufixo dico e fazendo anteceder o nome da palavra dcido (IUPAC, 1971). A contagem
dos atomos de carbono de um acido gordo faz-se a partir do 4tomo de carbono do grupo
carboxilo terminal (carbonol) (IUPAC-IUB, 1978). Se o 4cido gordo for insaturado, a
posi¢do de cada uma das ligagdes duplas € indicada pelo nimero mais baixo do atomo
de carbono que participa na ligagdo precedido do simbolo “A” que representa a distancia
ao atomo de carbono do grupo carboxilo (O’Keefe, 2008).

Para além do nome sistematico e do nome comum existem dois sistemas
abreviados de nomenclatura utilizados frequentemente. Em ambos os sistemas os 4dcidos
gordos sdo representados usando uma notag@o simples. Dois numeros separados por
dois pontos indicam o nimero total de atomos de carbono e o numero de liga¢des
duplas, respectivamente (Ratledge, 1997; Scrimgeour, 2005). A forma como ¢ indicada
a posicdo das duplas ligagdes distingue os dois sistemas.

Num dos sistemas, o primeiro a surgir cronologicamente, a contagem dos
atomos de carbono faz-se do grupo carboxilo terminal (carbono 1) para o grupo CHj3
(carbono n), tal como no sistema proposto pela International Union of Pure and Aplied
Chemistry — IUPAC. As liga¢bes duplas sdo indicadas pelo simbolo “A”, acompanhado
do numero correspondente ao primeiro dtomo de carbono que participa em cada uma

das duplas ligagoes. Este sistema difere do proposto pela IUPAC pelo facto de utilizar



um numero para indicar o numero de 4&tomos de carbono em vez de um nome derivado
do grego.

No outro sistema, apenas a posi¢do da ultima ligag@o dupla (a mais proxima do
terminal metilo) € indicada pela notag@o (n-x). Neste sistema de numeragdo “invertido”
x indica o nimero de 4tomos de carbono a que a dupla ligagdo se encontra do grupo
metilo terminal. A notagdo (n-x) denota precisamente a “contagem de tras” (Ratledge,
1997). O simbolo @ ¢ muitas vezes utilizado como sindnimo de » (como o alfabeto
grego termina com a letra @ o ultimo carbono da cadeia ¢ denominado carbono ®).
Assim, os dois isémeros principais do acido linolénico (18:3) sdo representados por
18:3(w-3) e 18:3(w-6) ou como 18:3(n-3) e 18:3(n-6) (fig.1). Em alguns sistemas o sinal
“menos” pode ser omitido podendo-se escrever, no exemplo anterior, 18:3(w3) e
18:3(@6) ou 18:3(n3) e 18:3(n6) (Ratledge, 1997).
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Figura 1 — Representagio esquematica dos dois isémeros principais do 4cido linolénico.

(a) 4cido 9,12,15-octadecatriendico e (b) acido 6,9,12-octadecatriendico (Ratledge, 1997).

No caso de acidos gordos poli-insaturados (Polyunsaturated Fatty Acids —
PUFAs), as ligacdes duplas sdo normalmente interrompidas por um grupo metileno: -
CH=CH-CH,-CH=CH-. Assim, desde que a posi¢do da primeira ligagdo dupla seja
indicada, a das restantes pode ser inferida (Ratledge, 1997; Wallis et al., 2002).

Como todas as modifica¢Ges de insaturagdo e/ou aumento do comprimento de
cadeia dos acidos gordos presentes nos animais ocorrem entre a ultima ligagéo dupla e o
terminal carboxilo, a nomenclatura omega classifica os 4dcidos gordos em familias: ®-3,
®-6, ®-7 e ®-9. O interesse (bioquimico) desta notacdo reside no facto da série ® (n) se

manter estavel durante a biossintese dos acidos gordos.
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Tabela 1 — Alguns acidos gordos que ocorrem na natureza.

Nome comum Nome sistematico* Notacdo
abreviada

1.2.2.1 Acidos gordos saturados

Acido laurico Acido dodecanéico 12:0
Acido miristico Acido tetradecanéico 14:0
Acido palmitico Acido hexadecanéico 16:0
Acido estearico Acido octadecandico 18:0

Acidos gordos monoinsaturados
Acido palmitoleico Acido 9-hexadecenéico 16:1 -7
Acido oleico Acido 9-octadecendico 18:1 ®-9

Acidos gordos poli-insaturados ©-6

Acido linoleico (LA) Acido 9, 12-octadecadiendico 18:2 w-6
Acido y-linolénico (GLA) Acido 6, 9, 12-octadecatriendico 18:3 0-6
Acido araquidénico (AA) Acido 5, 8, 11, 14-eicosatetraendico 20:4 ®-6
Acidos gordos poli-insaturados ®-3
f:\cido a-linolénico (ALA) Acido 9, 12, 15-octadecatriendico 18:3 ®-3
Acido eicosapentaendico (EPA) Acido 5, 8, 11, 14, 17-
) eicosapentaendico 20:5 o-3
Acido docosahexaendico (DHA) Acido 4,7, 10, 13, 16, 19-

docosahexaendico 22:6 ®-3

* Todas as ligagSes duplas em configuragéo cis

A configuragdo das ligagdes duplas nos acidos gordos que ocorrem na natureza ¢é
geralmente assumida como cis (Z). Se ndo for este o caso, tal deve ser indicado como
“c” (para cis=Z) ou “t” (para trans=E) (Ratledge, 1997).

Quando os 4cidos gordos estdo esterificados com glicerol, formam-se mono, di e
triacilglicerois (figura 2) onde R representa a cadeia alquilo e, portanto, RCO representa

o grupo acilo do acido gordo.

CH,—O—-CO-R CH,—O—COR CH,—O—COR
(L,H_o—con LJJH—O——CDR

"H—OH
&He —OH &-Ig —OH éH; —0—COR
I II I

Figura 2 — Representagio esquematica de acilglicerdis (Ratlege, 1997).

I — monoacilglicerol, IT — diacilglicerol e III — triacilglicerol.
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Como sdo possiveis varios isémeros, a posi¢do em que se faz a ligagdo da cadeia
acilo tem de ser especificada. Para tal utiliza-se o sistema de numeragio

estereoespecifico (sn-) (figura 3).

H
w _é_ 0OCR' posicéo sn-1
R"COO = (L ——H posi¢do sn-2
H _Ll:_ OOCRHI pOSi(;ﬁO Sn-3
|
H

Figura 3 — Projec¢do de Fischer de um triacilglicerol. R’, R’ ¢ R’’’ representam cadeias

alquilo.

As propriedades dos acidos gordos e dos lipidos com eles formados dependem
do tamanho da cadeia e do grau de insaturagéo.

Os 4cidos gordos saturados sdo moléculas muito flexiveis que podem assumir
uma grande variedade de conformagdes devido a rotagdo relativamente livre em torno
de cada ligagdo C-C. Apesar disso, a sua energia conformacional mais baixa, a qual esta
associada um minimo de impedimento estereoquimico entre grupos metileno vizinhos,
corresponde & molécula distendida. Assim, os pontos de fusdo dos 4cidos gordos
saturados aumentam com o tamanho da molécula (Voet et al., 1999).

O facto de nos acidos gordos insaturados, as ligagdes duplas apresentarem
configuragdo cis impde uma certa rigidez & cadeia carbonada, pelo que o
empacotamento destes acidos gordos é menos eficiente que o dos &acidos gordos
saturados. A reducdo das interacgdes de van der Waals nos acidos gordos insaturados
faz com que o seu ponto de fusdo diminua com o aumento da insaturag@o, facto que se
traduz no aumento da fluidez dos lipidos com o aumento da insaturagdo dos acidos
gordos que os constituem (Voet et al., 1999).

Menos conhecidos que os efeitos da estrutura dos acidos gordos sdo os efeitos da

sua distribui¢do posicional na cadeia de glicerol (Wijesundera et al., 2008).
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2.2 Acidos gordos poli-insaturados

Os acidos gordos poli-insaturados (PUFAs) s@o acidos gordos com 16 ou mais
atomos de carbono e duas ou mais ligages duplas (Chemler et al., 2006). Dependendo
da posigdo da dupla ligagdo mais proxima do terminal metilo os PUFAs podem ser
classificados em vérios grupos dos quais os principais s3o as familias ®-3 e ©-6. Se os
acidos gordos possuirem 20 ou mais atomos de carbono e 4, 5 ou 6 ligagdes duplas, séo
designados 4cidos gordos poli-insaturados de cadeia longa (Very-Long-Chain
Polyunsaturated Fatty Acids — VLCPUFAs) (Abbadi et al., 2004).

Os acidos gordos poli-insaturados estdo presentes nos animais € plantas mas a
maior diversidade encontra-se em microrganismos, sobretudo algas, fungos e bactérias
(Gill & Valivety, 1997). Algas, fungos, bactérias, insectos e outros invertebrados
possuem as enzimas necessarias a produg@o, de novo, de varios PUFAs e, como tal, sdo
considerados os produtores primarios destes compostos na natureza (Gill & Valivety,
1997). As plantas superiores ndo produzem PUFAs com mais de 18 4tomos de carbono
(Gill & Valivety, 1997) e, nos animais superiores, os PUFAs podem ser obtidos através
da alimentag@o ou ser sintetizados a partir dos “4cidos gordos essenciais” através de um
sistema de insaturagdo/elongagdo (Leonard et al., 2004).

O termo “essencial” esta relacionado com os mamiferos e, mais concretamente
com o Homem (Radwan, 1991). A via biossintética dos acidos gordos no Homem ¢
mais limitada que a das plantas e microrganismos. As plantas insaturam entre o carbono
9 e o carbono . As algas e algumas plantas insaturam em ambos os sentidos, isto &,
entre o carbono 9 e o carbono ® ou entre o carbono 9 e o terminal carboxilo (Halpern,
1997). Os mamiferos ndo conseguem introduzir duplas ligagdes entre o adtomo de
carbono 9 (Cy) e o terminal metilo (Radwan, 1991; Halpern, 1997) e como tal, ndo
conseguem sintetizar os acidos linoleico (18:2 A%, A!?) e linolénico (18:3 A’, A%, A"%)
de novo. No entanto, os mamiferos necessitam destes dois acidos gordos que tém de
obtidos através da alimentag@o e sdo, por isso, designados de “essenciais”.

A designacdo “acidos gordos essenciais” levanta, contudo, alguns problemas.
Definir nutriente “essencial” como aquele que € necessario para o desenvolvimento e
funcionamento normal das células animais ao longo do seu ciclo de vida significa que,
quer na sua forma activa quer como precursor, hA uma quantidade minima deste
nutriente que deve ser obtida regularmente através da alimentagdo. Contudo, as

necessidades variam de espécie para espécie e, dentro de cada espécie, variam com o
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género, com a idade e na presenca de alteragdes fisioldgicas ou patolégicas (gravidez,
lactagdo, infincia, velhice, infec¢do, doenga, etc.) (Cunnane, 2003).

Com base em estudos nutricionais, Cunnane (2003) considera que o termo
“acido gordo essencial” ¢ ambiguo e inapropriado para muitos acidos gordos poli-
insaturados. Quando aplicado rigidamente ao 18:2w-6 € 18:3®-3, o termo exclui as
necessidades, aceites mas condicionadas pela alimentagdo, dos é4cidos gordos poli-
insaturados 20:4 ®-6 € 22:6 -3, durante a infdncia. O autor propde a substitui¢do dos
termos essencial e ndo essencial por “dispensavel”, “condicionalmente dispensavel”,
“condicionalmente indispensavel” ou “indispensavel” (Cunnane, 2000; 2003). Neste
trabalho optar-se-4 pela substitui¢do do termo “acido gordo essencial” pela terminologia
acido gordo poli-insaturado ®-3 ou ®-6 e pela indicagdo dos nomes dos acidos gordos

em questdo.

2.2.1 Biossintese

Elongacio de cadeia

A sintese de acidos gordos ocorre no citosol por uma via diferente da B-oxidacio
(Rawn, 1989), facto que permite que ambos os processos sejam termodinamicamente
favoraveis e regulados independentemente nas mesmas condi¢des fisioldgicas (Voet et
al., 1999). A acetil-coenzima A (acetil-CoA) gerada nas mitocondrias € transportada
para o citosol sob a forma de citrato (Halpern, 1997) via sistema de transporte
tricarboxilato (Voet et al., 1999).

Na sintese de acidos gordos a acetil-CoA ¢ convertida no acido palmitico (16:0)
pelo complexo multienzimatico sintetase de acidos gordos (Fatty Acid Synthetase —
FAS). O primeiro passo deste processo (tabela 2) é a formagdo do malonil-CoA por
carboxilagdo da acetil-CoA, uma reac¢do dependente de ATP (Adenosine Triphosphate)
que ¢ catalisada pela acetil-CoA-carboxilase (a coenzima ¢ a biotina que fixa HCO3;™ da
solugdo e, a partir dele, transfere CO,). O didéxido de carbono envolvido nesta reacgéo é

libertado posteriormente.
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Tabela 2 — Principais reac¢Ges na sintese de acidos gordos em bactérias (Stryer, 1988)

Passos Reacgdo Enzima
1 Acetil-CoA + HCO;™ + ATP — malonil-CoA + ADP + P; + H' Acetil-CoA carboxilase
2 Acetil-CoA + ACP = acetil-ACP + CoA Acetil transacilase
3 Malonil-CoA + ACP = malonil-ACP + CoA Malonil transacilase
4 Acetil-ACP + malonil-ACP — acetoacetil-ACP + ACP + CO, Acil-malonil-ACP

Acetoacil-ACP + NADPH + H' = D- B -hidroxibutiril-ACP + NADp* B -cetoacil-ACP-redutase
6 D--hidroxibutiril-ACP = crotonil-ACP + H;0 B -hidroxiacil-ACP-desidratase
7 Crotonil-ACP + NADPH + H* — butiril-ACP + NADP" Enoil-ACP redutase

Os grupos acilo da acetil-CoA e do malonil-CoA sdo transferidos,
respectivamente, por uma acetil-transferase (passo 2) e por uma malonil-transferase
(passo 3) para uma pequena proteina transportadora de grupos acilo (Acil Carrier
Protein — ACP), cujo grupo prostético é a fosfopanteteina (Weil, 2000b). O acetil-ACP
e o malonil-ACP reagem entdio para formar o acetoacetil-ACP, numa reacg¢do de
condensagdo catalisada por uma enzima condensadora acetil-malonil-ACP (passo 4).
Todos os atomos do acetoacetil-ACP provém da acetil-CoA e a descarboxilagdo que
ocorre neste passo favorece a reac¢do directa (Campos, 2002).

O acetoacetil-ACP é entdo reduzido a D-B-hidroxibutiril-ACP numa reacgéo
catalisada pela B-cetoacil-ACP-redutase em que o redutor ¢ o NADPH (passo 5). Por
desidratagdo, catalisada pela B-hidroxiacil-ACP-desidratase, forma-se entdo o crotonil-
ACP (passo 6) que, por redugdo catalisada pela enoil-ACP-redutase, da origem ao
butiril-ACP (passo 7).

No prosseguimento do processo, o butiril-ACP formado reage com uma nova
molécula de malonil-ACP (a qual foi entretanto transferida para a enzima
condensadora). Apds outra sequéncia de reacg¢des como a descrita, obtém-se uma cadeia
de 4cido gordo com mais dois atomos de carbono (uma cadeia em Cg), € assim
sucessivamente.

O principal acido gordo formado ¢ geralmente o 4cido palmitico (Cis) (Weil,
2000b). Apds mais cinco sequéncias de condensagdo e redugdo forma-se o palmitoil-
CoA. A ligagdo tioéster ¢ depois hidrolisada pela palmitoil-tiosterase, para formar o
palmitato.

A estequiometria da sintese do palmitato € (Voet et al., 1999):

acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14 NADPH + 14 H" — palmitato + 7 CO, + 14 NADP" + 8 CoA + 6 H,0
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uma vez que 7 malonil-CoA séo derivados do acetil-CoA segundo:
7 acetil-CoA + 7 CO,+ 7 ATP — 7 malonil-CoA + 7 ADP+7P;+ 7H"
A estequiometria da reac¢@o global €

8 acetil-CoA + 14 NADPH + 7 ATP + 7 H — palmitato + 14 NADP" + 8 CoA + 6
H,O+7 ADP + 7 P;

A biossintese de acidos gordos pode, assim, ser representada por uma hélice
(hélice de Wakil), em que cada espira corresponde a adi¢do de uma unidade com dois
atomos de carbono provenientes da acetil-CoA, sendo o dador activo dessas unidades o
malonil-CoA (Campos, 2002).

A etapa limitante da biossintese € a reacg¢do catalisada pela acetil-CoA-
carboxilase. A enzima € activada pelo citrato e inibida pela palmitoil-CoA e outras acil-
CoA de cadeia longa (Voet, 1999). Ocorre também uma regulagdo por fosforilagéo-
desfosforilagdo: a fosforilagdo por uma proteina-cinase converte a enzima em forma
inactiva, e a ac¢@o de uma fosfatase torna-a activa (Voet et al., 1999; Campos, 2002).

Existem dois tipos de dcido gordo sintetase: tipo I, presente nos mamiferos, aves,
leveduras, fungos e algumas bactérias, em que a actividade enzimatica estd localizada
numa ou em duas cadeias polipeptidicas (Torkko, 2003; de Swaaf, 2003; Asturias,
2006; Ploskdn et al., 2008) e tipo II, presente em procariontes e plantas, em que a
actividade enzimatica estd presente em cadeias polipeptidicas separadas, isto é, enzimas
individuais (Torkko, 2003; de Swaaf, 2003; Asturias, 2006, Ploskén et al., 2008).
Assim, nos eucariontes, as reacgdes 2 a 7 (tabela 2) sdo catalisadas pelo complexo
polienzimético sintetase de acidos gordos (FAS) cuja forma funcional, nos mamiferos, é
um homodimero com dois centros para a sintese de acidos gordos (Asturias, 2006).

O elongamento pelo complexo sintetase de acidos gordos termina com a
formacdo do palmitato (C;6). Este pode depois ser convertido em acidos gordos de
cadeia mais longa, saturados e insaturados, por ac¢do de elongases e dessaturases (Voet
et al., 1999). As elongases sd0 enzimas responsaveis por incrementos de dois &tomos de
carbono no terminal carboxilo da cadeia acilo de um 4cido gordo (Leonard et al., 2004).
As dessaturases sdo enzimas que catalisam a adi¢@o de ligagGes duplas (insaturagdes)

entre atomos de carbono especificos da cadeia acilo (Los & Murata, 1998; Murata &
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Wade, 1995; Pereira et al., 2003) e cuja nomenclatura ¢ feita de acordo com a posigéo
da ligagdo dupla que introduzem (Pereira et al., 2003).

As elongases estdo presentes quer nas mitocOndrias quer no reticulo
endoplasmatico mas os mecanismos de elongagéo diferem consoante o local em que a
elongacgdo ocorre (Voet et al., 1999).

A elongagio mitocondrial (processo independente da sintese de dcidos gordos do
citosol) ocorre por adigdes e redugdes sucessivas de unidades de acilo, ou seja, no
sentido inverso da oxidagdo dos 4cidos gordos. A tUnica diferenca entre estas duas vias
ocorre na reacgdo de redugdo final, na qual a coenzima redox terminal ¢ o NADPH
(Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate), forma reduzida, em vez do FADH;
(Flavin Adenin Dinucleotide) forma reduzida (Voet et al., 1999).

O sistema de elongagdo de cadeia dos &acidos gordos (Fatty Acid Chain
Elongation System — FACES) no reticulo endoplasmaético é constituido por quatro
enzimas: uma enzima condensadora (B-cetoacil CoA sintetase, KCS), B-cetoacil CoA

redutase (KCR), B-hidroxiacil CoA desidratase, e trans-2-enoil CoA redutase (fig.4).

R - CO - CoA + Malonil - CoA
l B- cetoacil CoA sintetase (KCS)

R-CO -CH;-CO -CoA
l B- cetoacil CoA redutase (KCR)
R - CHOH - CH; - CO - CoA

l B- hidroxiacil CoA desidratase

R-CH=CH-CO-CoA
l trans — 2 — enoil CoA redutase

R-CH,-CH;-CO - CoA
Figura 4 — Reacgio de elongagio de cadeia de acidos gordos (Leonard et al., 2004).
A elongagdo envolve sucessivas condensagdes do malonil-CoA com o acil-CoA.

Cada uma destas reacgdes é seguida por reacgdes de redugdo dependentes do NADPH,

similares as catalisadas pela sintetase de acidos gordos; a unica diferenga € que o 4cido
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gordo ¢ alongado na forma derivada da CoA e nfo na forma derivada da ACP (Voet et
al., 1999; Wallis et al., 2002).

Na célula existem multiplos sistemas de elongagdo microssomais com
especificidade para diferentes comprimentos de cadeia (Leonard et al., 2004). Os
resultados experimentais sugerem a existéncia de sistemas de elonga¢do responsaveis
pela sintese de acidos gordos saturados com diferente comprimento de cadeia: um para
o alongamento do 4cido palmitico (16:0) a é4cido estedrico (18:0), outro para o
alongamento do &cido estedrico a 4cido araquidico (20:0) e um terceiro para o
alongamento do 4cido araquidico a acido behénico (22:0) e 4cido linhocérico (24:0).
Existem também diferentes sistemas de elongagdo responsaveis pela elongagdo de
acidos gordos saturados versus insaturados, isto €, sistemas enzimaticos especificos
responsaveis pelo aumento do tamanho da cadeia de 4cidos gordos de diferentes

comprimentos de cadeia e diferentes graus de insatura¢do (Leonard et al., 2004;
Jakobsson et al., 2006).

Insaturacio

Ao longo dos ultimos 25 anos e, a partir do momento em que ficou bem
documentada a importincia dos 4cidos gordos poli-insaturados na biologia das
membranas celulares e nos processos de sinalizagdo da maioria dos organismos vivos,
as vias biossintéticas dos PUFAs de cadeia longa tém sido alvo de interesse e estudo
(Napier et al.,, 2003). Contudo, sé recentemente, com o contributo da genética
molecular, surgiram estudos detalhados das enzimas envolvidas.

Apesar das vias biossintéticas dos PUFAs na maioria dos organismos ndo ser
ainda completamente conhecida, apresenta-se na figura 5 uma visdo generalizada das
vias biossintéticas -3 e ®-6 & luz dos conhecimentos actuais. Apenas uma delas é

anaerobia.

Vias aerdbias

Como ja foi referido, a biossintese dos acidos gordos poli-insaturados de cadeia
longa € catalisada por uma sequéncia de reac¢des de insaturagdo e elongagdo da cadeia
acilo e tem como ponto de partida os dcidos gordos saturados 16:0 e 18:0 formados pelo
complexo sintetase de acidos gordos (FAS) e pelo sistema de elongagdo de cadeia

(FACES).

18



BIAl (19YadS. vIA .Q.OON .uoamﬁz (p Ogowﬁﬁoav mwcm: BISPE) 3P SYH[1d SOP SednsuIssorq SerpA — ¢ ﬂ.——-wm..m
soxayru ¢ 99 = Y .

[EwiossIx0.aq t 0J1QUIBXIYBS0DBI) 9:pT odugpmbexe opow 07
ﬁ ogSeprxo-g - o ﬂ
v VHA
: odpugjouy] -A OWOY-Ip 0PI £:07 vdd
0d10u3B)uadEs0d0p OPLE 9:77 od1ouavyuadesooBa §:pg -
> Y
aseguope v d asexmessap .y y
HTERER,Y - 0J1QUIIPESOIId OPIIY 7207
ad :
odrpuawjuadesodop §:7z < odrouagyuadesodop §:77 taon @
Ry @. od13joul] 0pg:gY
BUBIQOINA HV — DIA
odroudeyuadesodd g:g7 odorugpmbexe opoe $:07 .
oseIngessap .y ‘ aseIMessap v -
0019U2B1138S003 OPIOY $:0T odrupjout] -A CWIOY-IP OPIY €:07 m
I
aseduop gy .Q aseuope ;v d 5
e
0019UIBIIIIBIIPEIIO OPIOY 18] odrugjout| -A 0ppY ¢:8] m
odrugoul] - 0pHY ¢:8] m
asermessap ;7 ‘ SseIessap gy - W
3
TP ¥ - cauzIoul-0 0Py €91 oafaout| oppy 7:g1
odrajout] oppY Z:81 )
sseImessap .y ‘. oy — o1
0213[0 OpDOY 181 _
.- 001310 0PIOY :8]
aseImessap

\

VO [TUO[BIA-
Vo) oy

19



As reacgdes de insaturagdo (dessaturag@o), catalisadas por dessaturases de 4cido
gordo, sdo processos aerébios que utilizam o oxigénio molecular e redutores
equivalentes (electrdes) obtidos de uma cadeia de transporte de electrées (Tocher et al.,
1998; Pereira et al., 2003).

Existem trés tipos de dessaturases de 4cido gordo: dessaturases acil-CoA, acil-
lipido e acil-ACP (Tocher et al., 1998; Certik & Shimizu, 1999; Pereira et al., 2003;
Nakamura & Nara, 2004). As dessaturases podem ser soliveis ou estar associadas a
membranas (Sperling et al., 2003; Ropero, 2003; Nakamura & Nara, 2004). As
dessaturases acil-CoA estd@o ligadas 8 membrana do reticulo endoplasmético e insaturam
dcidos gordos esterificados a coenzima A (Tocher et al., 1998; Certik & Shimizu,
1999); estdo presentes nas células de animais, leveduras e fungos (Pereira et al., 2003).
As dessaturases acil-ACP encontram-se nos plastideos das plantas numa forma soldvel,
e insaturam 4cidos gordos ligados a uma proteina transportadora de grupos acilo (ACP)
(Tocher et al., 1998; Lépez Alonso et al., 2003; Sperling et al., 2003; Pereira et al.,
2003). As dessaturases acil-lipido introduzem ligagGes nos 4cidos gordos esterificados
em glicerolipidos (Tocher et al., 1998); estdo ligadas a membrana e encontram-se em
plantas, fungos e cianobactérias (Pereira et al., 2003). As dessaturases podem ser
posteriormente organizadas de acordo com o dador de electrdes utilizado (citocromo bs
versus ferredoxina), com as respectivas redutases, e com NADH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide), forma reduzida ou com NADPH (Tocher et al., 1998; Pereira et al.,
2003). As dessaturases acil-CoA dos animais e as dessaturases acil-lipido das plantas e
fungos utilizam geralmente o citocromo bs como dador de electrdes (Pereira et al.,
2003; Nakamura & Nara, 2004). A ferredoxina actua como dador de electrGes para as
dessaturases acil-ACP e para as dessaturases acil-lipido nos plastideos das plantas e nas
cianobactérias (Nakamura & Nara, 2004). As dessaturases sdo especificas no que se
refere a localizagdo, nimero e estequiometria das duplas ligacdes presentes a partida
nos 4cidos gordos. Por exemplo, uma dessaturase A9 pode apenas introduzir uma
ligac@o dupla entre os carbonos 9 e 10 da cadeia acilo (4tomos de carbono numerados a
partir do grupo carboxilo-C;) (Pereira et al., 2003).

Em organismos diferentes a presenga/auséncia das enzimas e a regulacdo
diferenciada da sua actividade conduz a perfis de &4cidos gordos completamente
diferentes (de Swaaf, 2003).

Ao longo dos ultimos anos, as sequéncias de codificagdo da actividade

enzimética das enzimas envolvidas na biossintese microssomal de 4cidos gordos poli-
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insaturados foram identificadas, isoladas e expressas em varios hospedeiros heterélogos
(Tabela 3). Os resultados desses estudos ajudaram a compreender a bioquimica das
elongases e dessaturases e a regulagdo da biossintese de PUFAs (Bergé & Barnathan,
2005).

Tabela 3 — Origem dos genes disponiveis para codificar cDNAs dessaturases e elongases
envolvidas na biossintese de LCPUFAs (Bergé & Barnathan, 2005).

Enzima 1.2.2.1.1.1.1 Organismo
A4 dessaturase Thraustochytrium sp
AS dessaturase Homo sapiens
Caenorhabditis elegans
Mortierella alpina
A 6 dessaturase Homo sapiens

Caenorhabditis elegans
Borago officinalis
Ceratodon purpureus
Physcomitrella patens
Mortierella alpina

A 8 dessaturase Euglena gracilis

(n-3) dessaturase Caenorhabditis elegans

A 6 elongase Caenorhabditis elegans
Mortierella alpina
Physcomitrella patens

Nio se conhecem plantas angiospérmicas que acumulem nas suas reservas de
triacilglicero6is ou nos lipidos de membrana acidos gordos poli-insaturados com mais de
18 4atomos de carbono (Abbadi et al., 2001; Green, 2004; Ratledge, 2004); elas
convertem o dacido oleico (18:1) nos 4acidos linoleico (18:2) e linolénico (18:3),
substratos para a sintese de Cjo, mas sdo incapazes de alongar mais a cadeia acilo
(Bergé & Barnathan, 2005). Nas plantas, os acidos gordos 16:0 e 18:0 sdo produzidos,
quase exclusivamente nos cloroplastos (ou plastideos) (Lopez Alonso & Garcia Maroto,
2000) como tioésteres da proteina transportadora de grupos acilo pelo sistema sintetase
de 4cidos gordos (Wallis et al., 2002). E na cadeia de 18 atomos de carbono que pode
ser introduzida, através de uma dessaturase, uma dupla ligagdo entre Cy e Cyo para
formar oleil-ACP que, por transacilagdo, dd origem ao oleil-CoA. O 18:1 pode ser
incorporado directamente nos glicerolipidos dos plastideos ou ser transportado para o
reticulo endoplasmatico para posterior transforma¢do — elongamento, hidroxilagdo ou

insaturagdo (Campos, 2002). Uma dessaturase ligada & membrana adiciona uma
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segunda dupla ligag¢@o na posi¢do A12 ao oleil-CoA para formar 18:2, e a adi¢do de uma
terceira ligag@o na posigdo n-3 da origina o 18:3 (n-3) (Wallis et al., 2002).

Os mamiferos convertem 18:0 a 18:1(n-9) usando uma dessaturase 18:0-CoA,
A9, ligada & membrana (Wallis et al., 2002). Contudo, falta-lhes as dessaturases A12 e
A15 (n-3) (fig. 4) e portanto, necessitam de obter os dcidos 18:2(n-6) ¢ 18:3(n-3) a partir
da alimentag@o (Fidler et al. 1999; Wallis et al., 2002; Calder & Grimble, 2002; Pereira
et al., 2003; Pereira et al., 2004a). Por ndo possuirem a dessaturase Al5 também no
conseguem interconverter os acidos gordos n-3 e n-6 (Calder & Grimble, 2002). Os
acidos gordos 18:2(n-6) e 18:3(n-3) sdo depois dessaturados e elongados no reticulo
endoplasmatico (Tocher et al.,1998; Wallis et al., 2002; Bergé & Barnathan, 2005) de
forma diferente consoante a espécie, a actividade das dessaturases A6 e AS e a
localizagdo no tecido (Pereira et al., 2003). Por exemplo, nos gatos, a expressdo da
dessaturase A6 ¢ reduzida ou inexistente (Gurr, 1998) mas a dessaturase A5 esta
operacional (Sinclair et al., 1979); o peixe marinho tem uma actividade limitada de
dessaturase A5 e necessita dos PUFAs EPA (20:5n-3) e DHA (22:6n-3) (Lall, 2000)
embora possua dessaturases A6 funcionais (Tocher & Ghioni, 1999), enquanto o peixe
de 4gua doce, como a truta e a carpa, possui dessaturases A6 e A5 e pode sintetizar AA,
EPA e DHA (Henderson, 1996; Hastings et al., 2001). Certos tecidos dos mamiferos
possuem maiores concentragdes de DHA que outros (é o caso do cérebro e da retina no
Homem), provavelmente devido a uma maior expressdo dos genes da dessaturase
envolvida na produg@o de DHA (Innis, 1991; Pereira et al., 2003).

Do estudo das vias biossintéticas dos PUFAs de cadeia longa, efectuado ao
longo dos tultimos dez anos em algas, invertebrados e mamiferos emergiu uma via
particular, a chamada via-A6, como principal via biossintética em eucariontes (Napier,
2007).

Na via-A6 uma dessaturase A6 utiliza os acidos gordos 18:2(n-6) e 18:3(n-3)
como substratos e insere uma ligagdo dupla na cadeia acilo dando origem aos acidos
18:3(n-6) e 18:4(n-3), respectivamente (Wallis et al., 2002). Esta etapa é o passo
limitante da sintese dos acidos gordos de cadeia longa (Pereira et al., 2003; Benatti et
al., 2004; Williams & Burdge, 2006). Os é4cidos gordos com uma ligagdo dupla na
posi¢do A6, funcionam entdo como substratos para o mecanismo de elongagdo que
utiliza a malonil-CoA para adicionar dois atomos de carbono ao terminal carboxilo do
acido gordo produzindo 20:3(n-6) e 20:4(n-3) que, por ac¢do da dessaturase A5, ddo
origem aos 4cidos gordos 20:4(n-6) e 20:5(n-3) (Wallis et al., 2002).
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Neste ponto, ocorre uma divis3o na biossintese dos PUFAs de cadeia longa. Nos
eucariontes inferiores 0 EPA € elongado a acido docosapentaendico (Docosapentaenoic
Acid — DPA) (22:5(n-3)) e uma liga¢do dupla é entdo adicionada directamente ao DPA
por uma A4 dessaturase para formar o DHA (Huang et al., 2004). Esta sequéncia € a
mais simples e ocorre em varios eucariontes unicelulares (Bergé & Barnathan, 2005). A
dessaturase A4 foi identificada pela primeira vez no protista marinho Thraustochytrium
sp. (Qiu et al., 2001) e, posteriormente, em FEuglena gracilis (Meyer et al., 2003),
Paviova (Tonon et al., 2003) e Isochrysis (Pereira et al., 2004b).

Nos mamiferos e eucariotes superiores so recentemente foi decifrada a via que
conduz a sintese do DHA a partir do 4cido docosapentaendico (DPA, 22:5(n-3)). Até
1991, era postulado que uma dessaturase A4 catalisava a conversdo do DPA em DHA
nos microssomas. Contudo, estudos com marcadores radioactivos em células animais
revelaram uma via biossintética diferente (Voss et al., 1991; Sprecher et al., 1995;
Sprecher, 2000), também chamada via biossintética de Sprecher, na qual o DPA ¢
elongado a 24:5(n-3), que é depois dessaturado para formar o acido tetracosahexaenéico
(THA, 24:6 (n-3)) nos microssomas (Pereira et al., 2003) (fig.4). Este € depois
transportado para os peroxissomas onde sofre B-oxidag@o (retroconversdo) e forma
DHA (Luthria et al., 1996; Infante & Huszagh, 1998; Sprecher, 2000; Ferdinandusse et
al.,, 2001; Wallis et al., 2002; Pereira et al., 2003). O DHA ¢é depois, translocado
novamente para o reticulo endoplasmatico (Burdger & Calder, 2005; Williams &
Burdge, 2006). O mecanismo especifico e as enzimas envolvidas na retroconversio e na
translocag@o ainda ndo sdo totalmente conhecidos (Sprecher et al., 1999; Pereira et al.,
2003; Burdge & Calder, 2005). Por esta via, a sintese do DHA a partir da acetil-CoA
envolve aproximadamente 30 enzimas diferentes e requer 70 reacg¢des, incluindo os 4
passos repetidos da sintetase de 4acidos gordos (Metz et al., 2001; Wallis et al., 2002; a,
2009). Assim, a sintese de DHA nos mamiferos é um processo bioquimico muito mais
complexo que nos microbios facto que pode, em parte, explicar a fraca capacidade dos
humanos para sintetizar este acido gordo (Napier, 2007). Por outro lado, o EPA e o
DPA podem também ser sintetizados a partir do DHA, obtido através da alimentag@o,
por p-oxidagdo peroxissomal (Ruxton et al., 2005) sendo que, no Homem,
aproximadamente 1% do DHA pode ser reconvertido a EPA (Brossard et al., 1996).

Para a sintese de acidos gordos -6 (4cido docosapentaendico, 22:5(n-6)) a partir
do LA sdo possiveis os mesmos passos alternativos de insaturagdo/elongagdo (via

dessaturase A4 ou via B-oxidag@o) (Leonard, 2004; Calder, 2004).
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Uma via biossintética alternativa, via-A8, foi identificada em alguns protistas
como, por exemplo, Euglena gracilis (Wallis & Browse, 1999). Comeca com um passo
de elongagdo, envolvendo uma elongase-A9, seguido de insaturagdes A8 e A5
consecutivas para formar AA ou EPA, consoante o substrato metabolizado é o LA ou o
ALA (Qi et al., 2004; Napier & Sayanova, 2005). Também a microalga Isochrysis
galbana pode utilizar uma dessaturagdo A8 para a sintese de EPA e DHA (Qi et al.,
2002).

Via anaerobia

Viérias estirpes de bactérias produtoras de acidos gordos poli-insaturados podem
fazé-lo em condi¢des estritamente anaerdbias, excluindo a participagio de um
mecanismo dependente do oxigénio. A designacfio de anaerdbia para esta via significa
que o oxigénio ndo estd envolvido na sintese das ligagdes duplas embora o organismo
possa crescer aerobiamente (Qiu, 2003; Ratledge, 2004). Este sistema ndo necessita das
multiplas elongases e dessaturases atrés referidas e, em vez disso, utiliza um gene como
a sintetase de policétidos (Polyketide Synthase-like — PKS), presente nos microbios
marinhos procariontes e eucariontes, para sintetizar os 4cidos gordos poli-insaturados
(Napier, 2002).

O sistema multienzimatico PUFA-PKS foi descrito pela primeira vez para
Shewanella sp., uma bactéria marinha rica em EPA e, desde entdo tem sido identificado
em Varios organismos, procariontes e eucariontes, produtores de EPA, DHA e w-6 DPA
(Metz et al.,, 2001) incluindo a bactéria Moritella marina MP-1 (Vibrio marinus)
(Tanaka et al., 1999).

Neste sistema enzimatico, o ciclo completo de redugéo, desidratacdo, e redugdo
de um 4cido gordo ¢, muitas vezes, abreviado dando origem a cadeias de carbono
contendo grupos cetona e hidroxilo além de ligagdes duplas em configuragéo trans
(fig.6) (Metz et al., 2001; Bergé & Barnathan, 2005; Barclay et al., 2005). Além disso,
os produtos do PKS sofrem muitas vezes um processo de ciclizagdo dando origem a
produtos bioquimicos complexos que incluem antibidticos, aflatoxinas e outros
produtos secundérios (Metz et al., 2001; Bergé & Barnathan, 2005; Barclay et al.,
2005).
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Figura 6 — Esquema geral para a sintese de PUFAs pelo sistema PKS (Napier, 2002).

No sistema PKS as ligagdes duplas em configuragdo cis sdo introduzidas na
cadeia de carbono via um mecanismo de desidratagdo/isomerizagdo em vez de serem
introduzidas por reacgdes de insaturagdo dependentes do oxigénio (Barclay et al., 2005).
Assim a formagdo de PUFAs em Cy podera ndo ser o precursor dos PUFAs em Cx
(Bergé & Barnathan, 2005).

O funcionamento de um sistema PKS ajuda a explicar porque ¢ que muitos
organismos produtores de DHA ndo possuem grupos acilo de 4cido gordo de tamanho
intermédio entre os seus lipidos (Ratledge, 2004). O sistema PKS parece funcionar
como um tubo de escoamento em que os blocos de construg@o (acetil € malonil-CoA)
entram num lado e o produto surge no outro. Os intermedidrios estdo, aparentemente,
demasiado ligados para serem libertados como ésteres livres da CoA e ficarem
disponiveis para a sintese de triacilglicerois (Ratledge, 2004).

O protista marinho Schizochytrium, também identificado como tendo potencial
para a produgio comercial de DHA, pertence a familia Thraustochytrid, pode acumular
grandes quantidades de triacilglicerdis ricos em 22:6n-3 e 22:5n-6 (Barclay et al., 2005).
Contudo, estudos bioquimicos indicam que a sintese de PUFAs ndo envolve
dessaturases nem elongases neste eucarionte (Wallis et al, 2002) tendo sido

recentemente demonstrado que utiliza um sistema PKS similar ao utilizado Re{p;{ Sy A
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procariontes para a sintese de PUFAs (Metz et al., 2001; Ratledge, 2004; Barclay et al.,
2005), cujo esquema se apresenta na fig. 7.

No que respeita & sintese dos 4cidos gordos com 14 e 16 4tomos de carbono, nio
estd esclarecido se a mesma ocorre através de um sistema sintetase de acidos gordos
convencional ou se estes 4cidos gordos também sdo produzidos pelo sistema PKS
(Ratledge, 2004).

Schizochytrium foi apenas o primeiro microrganismo eucarionte onde foi
identificado um sistema PKS. Posteriormente verificou-se que uma via similar estava
presente em Ulkenia sp., um protista eucarionte pertencente 8 ordem Thraustochytriales
do filo Labyrinthulomycota e identificado como promissor para a produgdo de DHA
(Kiy et al., 2005).

O mecanismo de sintese do DHA por Crypthecodinium cohnii é desconhecido
(de Swaaf et al., 2003a). Apesar de nenhum trabalho ter sido publicado até a data acerca
do mecanismo de sintese de DHA por Crypthecodinium cohnii é de todo o interesse
esclarecer se utiliza um sistema PKS como Schizochytrium. Se for esse o caso, fica
explicada a dificuldade em identificar dessaturases, como as dos eucariontes, neste
organismo (Ratledge, 2004).

A extensdo da insaturagdo dos 4cidos gordos individuais é regulada genética e
ambientalmente sendo a temperatura o factor ambiental critico que regula a insaturagio
(Murata & Wada, 1995; Los & Murata, 1998). Em resposta a um decréscimo da
temperatura ambiente a maioria dos organismos poiquilotérmicos, incluindo
cianobactérias e bactérias, aumentam o teor de acidos gordos insaturados mantendo a
fluidez apropriada dos lipidos de membrana, apesar da temperatura ambiente (Hazel,
1995). Esta aclimatizagdo € denominada aclimatiza¢do homeoviscosa (Sakamoto &
Murata, 2002).
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Figura 7 — Esquema proposto para a sintese de DHA via sistema PKS, em Schizochytrium sp.

(Ratledge, 2004).
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2.2.2 Funcdes e metabolismo

Os 4cidos gordos poli-insaturados sdo componentes essenciais dos eucariontes
superiores que conferem fluidez, flexibilidade e permeabilidade selectiva as membranas
celulares (Wallis et al., 2002). Os acidos gordos poli-insaturados afectam muitos
processos celulares e fisioldgicos quer nas plantas quer nos animais incluindo a
adaptacdo e sobrevivéncia ao frio (Wada et al., 1990; Miquel et al., 1993; Morgan-Kiss
et al., 2006), a modulag@o de canais i6nicos (Wang, 2003; Rychkov et al., 2005), a
endocitose/exocitose (Schmidt et al., 1999), a formagdo de pélen, a defesa contra os
patogéneos, o desenvolvimento de cloroplastos nas plantas (Wallis & Browse, 2002) ¢ a
actividade de enzimas associadas a membranas sensiveis as propriedades biofisicas dos
lipidos de membrana (Goldberg & Zidovetzki, 1997; Morgan-Kiss et al., 2006).

Os PUFAs também controlam a expressdo de certos genes e, desta forma,
afectam processos como a biossintese de 4cidos gordos (Certik & Shimizu, 1999) e o
transporte de colesterol no organismo (Certik & Shimizu, 1999; Bérad et al., 2004).
Além disso, os PUFAs e os seus metabolitos podem actuar ao nivel do nucleo, em
conjugac¢do com receptores nucleares e factores de transcrigdo, e afectar a transcri¢do de
varios genes (Sampth & Ntambi, 2005). Os PUFAs regulam a actividade e a abundancia
de quatro familias de factores de transcri¢do: receptores activados por proliferagio
celular (Peroxisome Proliferator Activated Receptor — PPAR) (alfa, beta e gama),
receptores X do figado (Liver X Receptors — LXRs) (alfa e beta), factor nuclear
hepatico-4 (Hepatic Nuclear Factor-4 — HNF-4) e proteinas de ligagdo de elementos
reguladores alfa e esterol (alpha and Sterol Regulatory Element Binding Proteins —
SREBPs) (1 e 2) e estes factores de transcrigdo desempenham um papel fundamental no
metabolismo dos hidratos de carbono, 4cidos gordos, triacilglicerdis, colesterol e acidos
biliares (Jump, 2002).

Nos mamiferos, o metabolismo dos acidos gordos de cadeia longa com 20
atomos de carbono por oxigenases origina uma variedade de moléculas de vida curta,
conhecidas como eicosandides tais como as prostaglandinas, leucotrienos e

tromboxanos (Wallis et al., 2002; Bergé & Barnathan, 2005) (fig.8).
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Sintese das séries de eicosandides
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Figura 8 — Biossintese de eicosandides a partir dos acidos gordos (Bérge & Barnathan, 2005).
Abreviaturas: PL, fosfolipidos; PLA2, fosfolipase A,; COX, ciclooxigenase; LOX,
lipooxigenase; PG, prostaglandinas; TBX, tromboxanos; HETE, acidos
hidroxieicosatetraendicos; HPTE, 4cidos hidroxiperoxieicosatetraendicos; LT, leucotrienos. Os
lipidos obtidos através da alimentagdo fornecem quer os 4cidos gordos precursores directos para
as vias COX/LOX, quer os acidos gordos 18:2(n-6) e 18:3(n-3) que tém de ser elongados e

insaturados antes de serem convertidos em eicosanoides.

Os eicosandides actuam localmente nas células onde sdo produzidos ou nas
células vizinhas (Canon, 1984; Hoffman & Dunham, 1995) e podem causar efeitos
fisioldgicos profundos mesmo em pequenas concentragdes (King, 2009).

Os eicosanodides ligam-se a uma proteina-G acoplada a receptores e sinalizam
respostas celulares ¢ modulam processos bioldgicos como a febre, a inflamagdo, a
vasodilatagdo, a pressdo arterial, a dor (Funck, 2001; Wallis et al., 2002), a agregacdo
plaquetaria, a hemorragia, a vasoconstrigdo e a resposta imunitaria (Benatti et al., 2004).

Podendo os substratos para a sintese de eicosandides ser obtidos directamente,
através da alimentagdo, ou resultar da sintese endogena (por dessaturagéo/elongacdo dos
acidos 18:2n-6 e 18:3n-3) (fig.7), ha que considerar estes dois aspectos como

determinantes da disponibilidade de PUFAs para a sintese de eicosanoides.
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Como ja foi referido, nos mamiferos os acidos gordos 18:2 w-6 (LA) e 18:3 »-3
(ALA) ndo sd3o interconvertiveis e competem pelos mesmos sistemas enzimaticos
(Simopoulos, 1999a; Haag, 2003; Calder & Grimble, 2002; Calder, 2004), as
dessaturases A-6 e A-5 (Bergé & Barnathan, 2005; Wen & Chen, 2005). Contudo, o
ALA ¢ um inibidor mais forte do metabolismo dos 4cidos gordos w-6 que o Lado
metabolismo dos 4cidos gordos -3, tendo-se constatado que € necessario dez vezes
mais LA para obter uma inibi¢do equivalente do metabolismo dos 4cidos gordos ®-3
(Holman, 1998). De acordo com Simopoulos (1999a, 2000) a ingestdo de uma razéo
LA:ALA, inferior ou igual a 4:1 ¢ crucial para um metabolismo normal (elongac¢do de
11 g de ALA a EPA), uma vez que o EPA ¢ biologicamente mais activo que o ALA e
elevadas quantidades de LA diminuem a conversdo de ALA em EPA.

Embora as dessaturases A-6 e A-5 possuam maior afinidade para os 4cidos
gordos ®-3 do que para os é4cidos gordos ®-6, uma alimentagdo constituida
maioritariamente por acidos gordos ®-6 pode inibir significativamente a formacdo
enddgena de acidos gordos ®-3 no geral e de EPA e DHA em particular (Valenzuela &
Nieto, 2001; Ruxton et al., 2005).

Por outro lado, a sintese enddgena de LCPUFAs pode ndo ser apenas
determinada por mecanismos de competi¢éo directa, pode também ser determinada pela
regulagdo da actividade e abundancia das enzimas de insaturagdo e elongacdo ao nivel
da expressédo dos genes correspondentes (Benatti et al., 2004).

O AA e o EPA competem ao nivel das ciclooxigenases e lipooxigenases para a
sintese de prostaglandinas e leucotrienos com propriedades antagoénicas (Simopoulos,
2002a), (fig. 9). O AA € o precursor da 2° série de prostandides (prostaglandinas e
tromboxanos) e de leucotrienos da 4* série com caracteristicas pro-inflamatorias.
Enquanto o EPA e o DHA déo origem a prostandides da 3* série e a leucotrienos da 5*
série com caracteristicas anti-inflamatérias (Simopoulos, 1991).

Como os eicosandides derivados do AA sdo biologicamente activos em
quantidades muito pequenas, se eles se formarem em grandes quantidades, irdo
contribuir para a formagdo de trombos e ateromas, desencadear reac¢des alérgicas e
inflamatérias; e contribuir para a proliferacdo celular, sobretudo nos individuos mais

susceptiveis (Simopoulos, 1999a; 2000; 2001a; 2008a,b; Benatti et al., 2004).
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Figura 9 — Sintese de eicosandides a partir dos acidos gordos 6mega 6 e 6mega 3. Os acidos
araquidonico e eicosapentaendico competem pelas enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase para
conversdo em eicosandides. Os eicosandides derivados do acido araquidénico sdo pro-

inflamatérios enquanto os derivados do acido eicosapentaendico sdo anti-inflamatérios (Din et
al., 2004).

Os PUFAs ®-3 de cadeia longa actuam directamente (e.g. substituindo o AA
como substrato para a sintese de eicosandides e inibindo o metabolismo deste acido
gordo) ou indirectamente (e.g. alterando a expressdo de genes inflamatdrios, actuando
ao nivel da activagdo dos factores de transcrigdo) (Calder, 2006; Raghu & Venkatesan,
2008).

Os PUFAs o-3 de cadeia longa, EPA e DHA, também d3o origem a uma familia
de mediadores anti-inflamatérios com fung¢&o imunoreguladora, designados resolvinas,
de “resolution phase interation products” (Serhan et al., 2004; Calder, 2006; Serhan,
2006, Raghu & Venkatesan, 2008). Estes, directa ou indirectamente, suprimem a
actividade de factores de transcrigdo nuclear, tais como o factor nuclear kappa B, NFB,
e reduzem a produgdo de enzimas e citocinas prd-inflamatdrias, incluindo COX-2,

factor de necrose tumoral (TNF)-a e interleucina (IL)-1p (Kang & Weylandt, 2008).
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Ao contrério de outros compostos identificados anteriormente, formados a partir
dos acidos gordos ®-3 e similares em estrutura a eicosandides mas menos potentes e
desprovidos de acgdo bioldgica, as resolvinas, docosatrienos e neuroprotectinas

suscitam ac¢des bioldgicas potentes in vitro e in vivo (Serhan et al., 2004).

Sinalizagdo Inflamatdria
Fornecimento aumentado de EPA ou DHA
. ®
/// v
) . Activagio NF;B
. ) ,
AA no;l Zfohpldos das o - EPA ou DHA nos  ©
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. . cicosanéides menos série-E série-D
Eicosandides potentes (e.g. S-series LTs) K J
Mediadores e reguladores da
inflamagho Anti-inflamatérios
& resolugdo da inflamaciio

Figura 10 — Mecanismos pelos quais os PUFAs ©-3 exercem os seus efeitos anti-inflamatdrios
(Calder, 2006; 2008). Um aumento de EPA e/ou DHA resulta na incorporagdo destes acidos
gordos nas membranas das células inflamatdrias, em substitui¢do de parte do AA. O EPA e o
DHA também inibem o metabolismo do AA por ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases
(LOX). Assim, o EPA ¢ o DHA diminuem a producdo de eicosanoides derivados do AA. O
metabolismo do EPA por COX-2 e 5-LOX da origem a eicosandides tipicamente menos
potentes que os derivados do AA. O metabolismo do DHA por 5-LOX da origem a
neuroprotectinas anti-inflamatdrias. O metabolismo do EPA e do DHA por COX-2 e 5-LOX na
presenca de aspirina da origem a resolvinas anti-inflamatérias. O EPA e o DHA também inibem
a via de sinalizag@o que conduz a activagdo do factor nuclear kappa B (Nuclear Factor Kappa B
-NFkB), um factor de transcricdo que induz a expressdo de genes inflamatorios incluindo

aqueles que codificam citocinas inflamatdrias, moléculas de adesdo e COX-2.

As varias fungdes desempenhadas pelos PUFAs indicam que os mesmos sdo

necesséarios em todos os orgéos e, como tal, ndo é de surpreender que deficiéncias em
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PUFAs conduzam a anomalias na pele, sistemas nervoso, imunitario, inflamatorio,
cardiovascular, enddcrino, renal, respiratdrio e reprodutor (Certik & Shimizu, 1999).

Pensa-se que muitas doengas se devem a disfungdes no sistema de eicosandides,
as quais, por sua vez, estdo relacionadas com uma ingestdo inadequada de alimentos
e/ou com o metabolismo deficiente dos acidos gordos insaturados (Bergé & Barnathan,
2005).

Uma vez que a produgdo das varias classes de eicosanodides depende, em parte,
da disponibilidade de é4cidos gordos poli-insaturados precursores nos fosfolipidos da
membrana, a modulagdo dos 4cidos gordos poli-insaturados surge como um alvo
potencial para produtos farmacéuticos e nutracéuticos (Wallis et al., 2002; Napier, 2002;
Bergé & Barnathan, 2005).

2.2.3 Beneficios para a saide

Embora os 4cidos gordos poli-insaturados fagam parte da alimentagdo humana
h4 2-4 milhdes de anos (Leaf & Weber, 1987; Leaf et al., 1999), os PUFAs da familia
®-6 encontram-se actualmente em excesso relativamente aos da familia ®-3, na
alimentagdo das populagdes das sociedades ocidentais situando-se a ingestdo dos
segundos em valores muito inferiores aos considerados 6ptimos (Surette, 2008). Por
esta razdo, neste ponto serdo referidos sobretudo, os beneficios para a saide dos PUFAs
-3.

De entre os PUFAs ®-6 apenas merece destaque o 4cido araquidonico que,
conjuntamente com o DHA, é um dos constituintes principais dos fosfolipidos das
células cerebrais (Heude et al., 2003) e desempenha um papel importante no
desenvolvimento infantil (Koletzko & Braun, 1991). Atendendo a este facto, foi
recomendado que a alimentag@o de bebés ndo amamentados, deveria ser suplementada
com 4cido araquidénico (Carlson et al., 1993; Boswell et al., 1996), recomendag¢do que
foi implementada em Fevereiro de 2002 (Wynn et al., 2005).

As doengas cardiovasculares sdo a primeira causa de morte nas sociedades
ocidentais (Horrocks & Yeo, 1999; Heron, 2007; Torrejon et al., 2007; Kung et al.,
2008) e, como tal, a investigagdo das suas causas, preven¢do e tratamento ¢é

absolutamente prioritaria.
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Est4 bem documentado que as populagdes com elevado consumo de peixe e 6leo
de peixe apresentam uma incidéncia mais baixa de doengas cardiovasculares tais como
enfarte do miocardio, arritmia, aterosclerose e hipertensdo (Bang et al., 1976; Newman
et al., 1993; Horrocks & Yeo, 1999; Calder, 2004) e que os componentes protectores
responsaveis por este facto sdo os 4cidos gordos poli-insaturados EPA e DHA (Hirafuji
et al., 2003; Leaf et al., 2005) presentes em elevadas quantidades na alimenta¢do dessas
populagdes. Assim, tal como seria de esperar, o efeito protector dos alimentos ricos em
PUFAs ®-3, ou dos seus equivalentes farmacoldgicos, tem sido objecto de estudo nos
ultimos trinta anos.

Estudos clinicos e experiéncias em animais confirmaram o efeito protector do
peixe e/ou dos PUFAs -3 contra as doengas cardiovasculares (Albert et al., 1998;
Zhang et al., 1999; Rissanen et al., 2000; Kang & Leaf, 2000; Albert et al., 2002; Hu et
al., 2001; Mozaffarian et al., 2008) e estudos epidemioldgicos, realizados em varios
paises, indicam que a ingestdo de peixe, mesmo em quantidades moderadas, confere
alguma protecgdo contra essas doengas (Kromhout et al., 1985; Dickinson, 2002),
mesmo no caso de pessoas idosas (Kromhout et al., 1995).

Vérios ensaios clinicos confirmaram a capacidade dos dleos de peixe na
prevengdo da morte por ataque cardiaco subito, quer em voluntdrios presumivelmente
saudéveis (Kromhout et al., 1985; Albert et al., 1998), quer em pacientes que ja haviam
sofrido um primeiro ataque cardiaco (Burr et al., 1989; Christensen et al., 1996; GISSI-
Prevenzione Investigators, 1999; Burr, 2001; Holub & Holub, 2004). O EPA ¢ DHA
parecem reduzir também a mortalidade entre pacientes que tenham sobrevivido a um
primeiro ataque cardiaco (Marchioli, 2001; Marchioli et al., 2001; Marchioli et al.,
2002) e entre os idosos (Lemaitre et al., 2003; Harris, 2003).

Apesar da presenga de mercurio no peixe poder atenuar o efeito protector dos
acidos gordos contidos neste alimento (Rissanen et al., 2000) e estar associada a um
aumento do risco cardiovascular (Salonen et al., 1995; Mozaffarian & Rimm 2006)
numa andlise dos riscos e beneficios do consumo de peixe para a saide humana,
concluiram que, no caso dos adultos, os beneficios do consumo sdo superiores aos
potenciais riscos e que, para mulheres em idade fértil, o consumo moderado de peixe,
excluindo algumas espécies, também apresenta mais beneficios do que riscos.

O consumo de LCPUFAs -3 pode proteger contra o processo patoldgico que
conduz a doenga cardiovascular (a aterosclerose) e contra o processo que, em ultima

analise causa a morte por acidente cardio ou cérebro-vascular (Calder, 2004). Os
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resultados dos ensaios de intervengdo s3o consistentes e sugerem que os PUFAs ®-3
reduzem os riscos de doengas cardiovasculares, provavelmente através de multiplos
mecanismos: baixando a concentragdo de triacilglicerdis no sangue, melhorando a razdo
LDL:HDL, diminuindo as arritmias no musculo cardiaco, melhorando a estabilidade da
placa aterosclerdtica, evitando a formagio de trombos e reduzindo a activagdo do
endotélio (Ruxton et al., 2005).

Actualmente, embora a suplementagdo farmacolégica de PUFAs ®-3 ndo seja
recomendada na preven¢do priméaria da doenga cardiovascular (Kandasamy et al.,
2008), o aumento da sua ingestdo através da alimentagdo ¢ encorajado (Wang et al.,
2006; Kandasamy et al., 2008).

A segunda causa de morte nas sociedades ocidentais ¢ o cancro (Kung et al.,
2008) e existem evidéncias (de estudos in vitro e em animais) que indicam que os
4cidos gordos w-3, sobretudo o EPA e DHA presentes no peixe € 6leo de peixe, inibem
a carcinogenese (Larson et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos e experiéncias em animais indicam que os 4cidos
gordos ®-3 exercem um efeito protector contra alguns cancros nomeadamente da mama,
cblon e prostata (Bartsch et al., 1999; Simopoulos, 2003a; Norrish et al., 1999; Yang et
al., 2003). Estudos em pacientes com cancro da mama indicam que os 4cidos gordos ®-
3 em geral e 0 DHA em particular, aumentam a resposta a agentes quimio-preventivos
(Simopoulos, 2003a). Em doentes com cancro colorectal, o EPA e 0o DHA diminuem a
proliferagdo de células e modulam favoravelmente o balango entre a proliferagdo e
apoptose das células cancerigenas (Simopoulos, 2003a). Niveis elevados de PUFAs ®-3
de cadeia longa e de 4cido linoleico no sangue estdo associados a uma redugdo do risco
de cancro da prostata (Chavarro et al., 2007).

No entanto, MacLean e colaboradores (2006), num artigo de revisdo dos estudos
de coorte sobre os efeitos dos 4cidos gordos omega-3, consideram que os mesmos ndo
permitam estabelecer correlagdes significativas entre o consumo de 4cidos gordos
omega-3 e a incidéncia de cancro.

Os 4cidos gordos ®-3 podem também actuar positivamente contra efeitos do
cancro tais como caquexia (perda anormal de peso) (Barber et al., 1999; Jho et al., 2004,
Jatoi, 2005) ou taxa de sobrevivéncia em fase terminal (Gogos et al., 1998).

Tém sido propostos véarios mecanismos através dos quais os PUFAs ®-3 podem
modificar o processo de carcinogénese nomeadamente: suprimindo a biossintese de

eicosandides derivados do AA; afectando a actividade dos factores de transcrigdo, a
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expressdo genética e as vias de transdugdo de sinais; alterando o metabolismo do
estrogénio; aumentando ou diminuindo a produgdo de radicais livres e espécies
reactivas com oxigénio; e afectando a sensibilidade a insulina e a fluidez da membrana
(Larson et al., 2004).

Estudos clinicos € em animais indicam que os acidos gordos ®-3 modificam as
reac¢Oes inflamatdrias e imunitarias e podem actuar como agentes terapéuticos para
doengas inflamatérias e auto-imunes (Simopoulos, 2002a). Pensa-se que a composi¢do
das células imunitérias em é4cidos gordos pode influenciar a inflamagdo e a imunidade
através de mecanismos como a fluidez da membrana plasmatica, ou de regides dessa
membrana, a formagdo de moléculas que regulam as vias de transdugdo de sinais e a
produgdo de eicosandides (Calder & Grimble, 2002). A ligagdo entre os acidos gordos e
a fungdo imunitiria faz-se através dos eicosandides e estes estdo envolvidos na
modula¢do da intensidade e duragdo da resposta inflamatéria e imune (Calder &
Grimble, 2002).

Um consumo minimo de 3 g de EPA mais DHA esta associado a melhorias na
artrite reumatdide, melhorias essas acompanhadas de uma diminui¢do da produgio de
interleucina 1B (IL-1B) e de uma reducdo da libertagdo de leucotrieno By, dois
mediadores da inflamagdo, relacionados com os episddios inflamatérios desta doenga
(Kremer, 2000).

A eficacia dos Oleos de peixe tem sido estudada noutras doengas inflamatdrias
tais como doenga de Crohn’s (Belluzzi et al., 2000; MacDonald, 2006), colite ulcerosa
(Belluzzi et al., 2000), psoriase (Mayser et al., 1998), lipus (Walton et al., 1991),
esclerose multipla (Bates et al., 1989), fibrose quistica (Kurlandsky et al., 1994) e asma
(Mickleborough et al., 2006). Embora estejam descritos beneficios para cada uma destas
doengas, as evidéncias apenas sdo consistentes no caso da artrite reumatéide (Calder &
Grimble, 2002; Ruxton, 2005).

Virios estudos epidemioldgicos mostraram que uma dieta rica em acido
linoleico e pobre em EPA e DHA estava associada a um défice cognitivo e a um risco
acrescido de deméncia (Bergé & Barnathan, 2005).

O consumo moderado de peixe (ingestdo de PUFAs ®-3) tem sido relacionado
com a redugdo do risco de deméncia e, em particular com a doenga de Alzheimer
(Kalmijn et al., 1997; 2004; Barberger-Gateau et al., 2002; Morris et al., 2003) sendo o

decréscimo do DHA no cérebro associado ao declinio cognitivo durante o
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envelhecimento e aos primeiros sintomas da doen¢a de Alzheimer (Horrocks & Yeo,
1999).

Heude et al. (2003) mostraram uma relagdo inversa entre o teor de PUFAs
omega-3 nas membranas dos eritrdcitros e o declinio cognitivo. Sabe-se que o EPA e,
sobretudo, o0 DHA ajudam a manter as membranas das células do cérebro fluidas
enquanto os 4cidos gordos ®-6 tendem a torna-las rigidas pelo que os autores acreditam
que isso e os efeitos anti-inflamatérios do EPA e do DHA ajudam a preservar a fun¢do
cognitiva. Van Gelder e colaboradores (2007) no Zutphen Elderly Study encontraram
uma relagdo linear entre a ingestdio de DHA mais EPA e a prevengdo do declinio
cognitivo tendo concluido que uma ingestdo de aproximadamente 380 mg EPA mais
DHA, por dia e por adulto, parece prevenir o declinio cognitivo. Schaefer et al. (2006)
mostraram que o aumento dos niveis de DHA nos fosfolipidos do plasma estava
associado a uma redugdo significativa (47%) do risco de desenvolver deméncia.

Estima-se que entre 20-40% da populagdo actualmente com mais de 85 anos
possa sofrer de doenga de Alzheimer (Connor & Connor, 2007) e sabe-se que o cérebro
dos doentes de Alzheimer possui um contetido mais baixo de DHA, sobretudo na massa
cinzenta do lobo frontal e no hipocampo que o cérebro de pessoas que ndo sofrem da
doenga (Soderberg et al., 1991; Connor & Connor, 2007). Schaefer et al. (2006)
descreveram uma redugdo de 50% no risco de doenga de Alzheimer associada ao
consumo de mais de duas refei¢des de peixe por semana.

As sociedades que tradicionalmente consomem quantidades elevadas de peixe e
4cidos gordos w-3 apresentam taxas mais baixas de depressdo (Hibbeln & Salem, 1995)
e doenga bipolar (Noaghiul & Hibbeln, 2003). Além disso, estd bem estabelecida uma
correlagdo positiva entre depressdo e doengas cardiovasculares (Hibbeln & Salem 1995)
as quais, por sua vez, estdo inversamente relacionadas com o consumo de PUFAs »-3.

H4 ainda estudos que apontam para uma relagéo entre os baixos niveis de acidos
®-3 e a hiperactividade nas criangas, tendo-se observado valores anormalmente baixos
de DHA em criangas com défice de atengdo/hiperactividade (Mitchell et al., 1987) e
também em adolescentes e adultos com défice de atengdo/hiperactividade (Colter et al.,
2008; Young et al., 2005). Burgess et al. (2000) constataram que as criangas
hiperactivas, regra geral, ndo foram amamentadas e consideraram factores como o baixo
aporte dos 4cidos linoleico e a-linolénico, a conversdo deficiente destes acidos gordos
em 4cidos gordos de cadeia longa e o metabolismo aumentado dos dcidos gordos de

cadeia longa como explica¢do para os baixos niveis de PUFAs descritos. Para além da
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hiperactividade, outras doengas como a dislexia (que se traduz em dificuldades em
aprender a ler e escrever) e a dispraxia (problemas de coordenagio e controlo muscular)
apresentam em comum deficiéncias em PUFAs ®-3 (Stordy, 2000).

Os niveis de PUFAs ®-3 na méie durante a gravidez determinam os niveis
presentes no feto em desenvolvimento. Tém sido descritos varios estudos, de
observagdo e intervengdo, sobre a influéncia dos 4cidos gordos w-3 na duragio da
gestacdo (Olsen & Secher, 1990; Olsen et al., 1992), tamanho e peso do bebé a nascenga
(Olsen et al., 1992), pré-enclampsia (D’Almeida et al., 1992), depressdo pds-parto (de
Vriese et al., 2003) e desenvolvimento neuroldgico e visual do bebé (Innis et al., 2001;
Helland et al., 2003; Birch et al., 2005). Contudo, nfo existe consenso quanto ao efeito
dos PUFAs -3 em cada um destes aspectos (Jensen, 2006). Os resultados disponiveis
sugerem que um aumento da ingestio de PUFAs ®-3 durante a gravidez pode diminuir
o risco de nascimentos prematuros e, possivelmente, beneficiar o desenvolvimento
neurologico dos bebés (Jensen, 2006). Num estudo recente, Judge et al. (2007a)
concluiram que a suplementacdo com DHA durante a gestagdo melhorou a acuidade
visual dos bebés aos 4 meses embora nio se registassem diferengas em relago ao grupo
de controlo aos 6 meses. Com base nestes resultados os autores concluiram que o DHA
suplementado desempenhou um papel na maturagdo do sistema visual. Noutro estudo
Judge et al. (2007b) concluiram que, aos 9 meses, os bebés que beneficiaram de
suplementagdo com DHA durante a gestagdo, obtinham melhores resultados em tarefas

de resolugédo de problemas (comparativamente ao grupo de controlo).

2.2.4 Nutrigdo: importancia da razéo acidos gordos w-6/ ®-3

A saude dos individuos e da populagdo em geral ¢ determinada por factores
genéticos e ambientais tendo-se demonstrado recentemente, utilizando técnicas de
biologia molecular, que os factores genéticos determinam a susceptibilidade & doencga e
que os factores ambientais determinam aqueles, de entre os individuos susceptiveis, que
serdo afectados (Simopoulos, 2001a,d; Simopoulos 2006b; Simopoulos, 2008a,b).

Entre os factores ambientais, destaca-se pela sua importancia a nutri¢do. Sabe-se
que os 4cidos gordos w-6 e ®-3 fazem parte da nossa alimentag@o desde os primérdios
da vida humana e que a nossa base genética foi estabelecida a mais de 10000 anos,

quando a dieta dos nossos ancestrais era constituida por quantidades aproximadamente
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iguais de cada uma destas familias de acidos gordos (Simopoulos, 2001d). Como a taxa
de mutagdo espontinea do DNA nuclear estd estimada em 0,5% por milh4o de anos isso
significa que, nos ultimos 10000 anos, houve tempo para alteragdes minimas nos nossos
genes, talvez 0,005% (Simopoulos, 2004). De facto, os nossos genes sdo muito
semelhantes aos dos nossos ancestrais do periodo Paleolitico, 40000 anos atrds, o
mesmo ndo se podendo dizer dos nossos habitos alimentares. Nos tltimos 100-150 anos
a relagdo entre 4cidos gordos m-6 € ®-3 na alimentagdo humana foi completamente
alterada com o desenvolvimento da agricultura e da pecudria (Simopoulos, 1991;
1999b). AlteragGes na dieta e nos métodos de preparagdo dos alimentos (Newton, 1998)
fizeram com que, actualmente nas sociedades ocidentais, a razdo PUFAs w-6/w-3 varie
de 15-20:1, em vez dos tradicionais 1-2:1 (Simopoulos, 2001c,d; 2008b).

Sabe-se que os acidos gordos ©-6 e ®-3 afectam o metabolismo dos
eicosandides, a expressdo genética e a comunicagdo intercelular célula-a-célula
(Simopoulos, 2000) e que as duas familias de acidos gordos se distinguem pelo facto de
serem metabolica e funcionalmente distintas e por desempenharem fungdes fisiologicas
opostas (Simopoulos, 1991; 2000). Assim, ndo é de surpreender que a relagdo entre
acidos gordos w-6 € ®-3 seja importante para a homeostase e para um desenvolvimento
normal (Simopoulos, 1991) e que uma relago inadequada entre estes acidos gordos seja
responsavel por muitas das doengas que afectam actualmente a humanidade. Uma
ingestdo adequada de EPA/AA pode prevenir disfungdes no sistema de eicosanoides e
ser eficaz no tratamento de doengas e desordens metabolicas (Gill & Valivety, 1997)

O aumento da ingestdo de 4cidos gordos w-6, caracteristico das sociedades
ocidentais, desregula a razio PUFAs ©-6/ ®-3 e conduz a uma sobreprodugdo de
prostaglandinas e citocinas pré-inflamatérias (Simopoulos, 2002a) alterando o estado
fisioldgico para um estado pro-trombotico, pro-constritivo e pro-inflamatério. Muitas
doengas crdnicas, doengas cardio e cérebro-vasculares, diabetes, cancro, obesidade,
doengas do sistema imunitario, artrite reumatdide e depressdo estdo relacionadas com
um aumento da produgdo do tromboxano A, (TX Aj), leucotrieno Bs (LT Ba),
interleucina 1 (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), factor de necrose tumoral (TNF) e proteina-
C reactiva (Simopoulos, 2003b). Todos estes factores aumentam com o aumento da
ingestdo de acidos gordos -6 e diminuem com a ingestio de 4acidos gordos w-3

(Simopoulos, 2003b; Bergé & Barnathan, 2005).
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Actualmente a importdncia dos 4cidos gordos ®-3 na alimentagdo e a
necessidade de retornar a razdes mais fisioldgicas entre a ingestdo de acidos gordos w-6
e ®-3 (cerca de 1-4/1) sfo inquestionaveis (Simopoulos, 2002a).

Embora nio existam dados que permitam estabelecer a dose didria recomendada
(Dietary Reference Intakes — DRI) de PUFAs ®-3 existem evidéncias cientificas que
permitem fazer recomendagdes acerca da sua ingestdo adequada (Adequate Intakes —
Al). A designagdo “ingestdo adequada” refere-se a ingestdo didria de um nutriente
considerada adequada e é determinada com base na ingestio média desse nutriente
(observada, determinada experimentalmente, ou estimada) por um grupo, ou grupos, de
individuos saudaveis (Simopoulos et al., 1999).

O Canada foi o primeiro pais a estabelecer recomendagdes em termos de
consumo de PUFAs ®-3. Em 1990 a Health and Welfare do Canada recomendava uma
ingestdo minima de 4cidos gordos poli-insaturados ®-3 de 0,5% do total de energia, na
forma de ALA (Holub, 2006). Estas recomendagdes foram depois aplicadas e
modificadas pelo Food and Nutrition Board dos Estados Unidos que estabeleceu as

recomendagdes apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 — Ingestdo adequada recomendada de acidos gordos ®-3 (Food and Nutrition Board,

USA, 2002).

Fase da vida Idade Masculino (g/dia) Feminino (g/dia)
Bebés 0-6 meses 0,5 0,5
Bebes 7-12 meses 0,5 0,5

Criangas 1-3 anos 0,7 0,7
Criangas 4-8 anos 0,9 0,9
Criangas 9-13 anos 1,2 1,2
Criangas 14-18 anos 1,6 1,1
Adultos maiores de 18anos 1,6 1,1
Gravidez qualquer idade 1,4
Aleitamento qualquer idade 1,3

Nota: Até 10% dos valores de ingestdo Adequada dos acidos gordos -3 podem ser na forma de

DHA mais EPA.

Em 1992, a British Nutrition Foundation recomendava a obtencdo de 1 % de

energia a partir de ALA e de 0,5 % de energia a partir de EPA+DHA (Roche, 1999).
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Em 1999 um grupo de trabalho sobre essencialidade e recomendagdes para
ingestdo adequada de 4acidos gordos w-6 e ®-3, publicou recomendagdes acerca da
percentagem de PUFAs na alimentagdo de adultos (Tabela 5), nas formulagdes infantis
e no leite materno (Tabela 6) e também recomendou uma ingestdo minima de 300 mg

DHA/dia durante a gravidez.

Tabela 5 — Ingestdo adequada de diferentes acidos gordos, recomendada para adultos

(Simopoulos et al., 1999).

Acido Gordo g/dia (2000 kcal/dia) % Energia

LA 444 2,0

(limite superior) 6,67 3,0
ALA 2,22 1,0
DHA+EPA 0,65 0,3
DHA (limite inferior) 0,22 0,1
EPA (limite inferior) 0,22 0,1
Trans FA (limite superior) 2,00 1,0
SAT (limite superior) <8,0
Tabela 6 - Ingestio adequada de diferentes 4acidos gordos, recomendada para

alimenta¢do/formulagdes infantis (Simopoulos et al., 1999).

Acido Gordo % dos Acidos gordos
LA 10,00
ALA 1,5
AA 0,5
DHA 0,35
EPA (limite superior) <0,10

A American Heart Association recomendou em 2000, o consumo de duas
refeicdes de peixe por semana (que correspondem a 250-300 mg/dia EPA mais DHA)
para individuos saudaveis (Krauss et al., 2000; Kris-Etherton et al., 2002; Kris-Etherton
et al., 2003) e uma ingestdo de 900 mg didrias de DHA+EPA para individuos com
doengas coronarias diagnosticadas (Krauss et al., 2000) e uma suplementacéo de 2-4 g
de EPA mais DHA por dia (sob vigildncia médica) para pacientes com

hipertrigliceridémia (Kris-Etherton et al., 2003).
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A World Health Organization recomendou em 2003 uma ingestdo de 4cidos
gordos ®-3 de 1-2% de energia (World Health Organization, Food And Agriculture
Organization, 2002). Contudo, a Sociedade Japonesa para a Nutrigdo de Lipidos
recomenda que a ingestdo de LA seja reduzida a 3-4% de energia, numa populagio cujo
consumo médio de acidos gordos ®-3 € de 2,6 g/dia e inclui cerca de 1 g/dia de
EPA+DHA (Hamazaki & Okuyama, 2003).

Em consonéncia, em Julho de 2004, a International Society for the Study of
Fatty Acids and Lipids (ISSFAL) recomenda uma ingestdo de acido linoleico de 2% de
energia e reconhece que pode existir um limite superior para a ingestdo deste acido
gordo. Recomenda uma ingestido de ALA de 0,7 % de energia ¢ de um minimo de 500
mg/dia de DHA+EPA (ISSFAL, 2004).

Outras organizag¢des e grupos de profissionais, fizeram recomendagdes acerca do
consumo de peixe ou de EPA e DHA (Gebauer et al., 2006). Algumas recomendagdes
foram feitas em termos de razdo acidos gordos ®-6/w-3. Em Franga (2001)
recomendava-se a ingestdo de uma razio w-6/w-3 de 5:1 (Martin, 2001) e o Japdo
alterou a recomendag¢do de uma razio m-6/w-3 inferior a 4:1 para inferior a 2:1 (Kris-
Etherton et al., 2000). Contudo, as indicages em termos de razdes ndo sdo muito Uteis
porque os diferentes 4cidos gordos possuem fungdes fisioldgicas distintas e, os efeitos
do EPA/DHA nio podem ser reproduzidos pelo ALA (Trautwein, 2001).

Para a prevengédo de doengas a razdo w-6/w-3 recomendada ¢ ainda mais baixa e
varia com a doenga em questdo (Simopoulos, 2008b). Na preven¢do primdiria de
doencgas cardiovasculares a razdo ®-6/w-3 deve ser de 1:1 (Simopoulos, 2001a) e, na
preven¢do secundaria, uma razdo de 4:1 estd associada a um decréscimo de 70% da
mortalidade (Simopoulos, 2002b; 2008b). Os resultados da investigagdo sugerem ser
necesséaria uma razdo m-6/w-3 de 1:1 ou 2:1 para proteger contra o desenvolvimento de
cancro da mama (Simopoulos, 2001b). Uma razdo de 2,5:1 reduz a proliferagdo de
células em doentes com cancro colorectal (Simopoulos, 2002b; 2008b). Uma razdo de
2-3:1 suprime a inflamag@o em pacientes com artrite reumatdide e uma razdo 5:1 tem
um efeito benéfico em doentes asmaticos enquanto que uma razdo 10:1 tem
consequéncias adversas (Simopoulos, 2002b; 2008b).

Atendendo a que as doengas cronicas sdo multigénicas e multifactoriais ¢
possivel que a dose terapéutica de acidos gordos -3 dependa do grau e severidade da

doenga em resultado da predisposi¢édo genética (Simopoulos, 2008 a, b).
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2.3 Produgio de acidos gordos poli-insaturados
2.3.1 Fontes niio microbianas

O 4cido a-linolénico encontra-se nos cloroplastos de alguns vegetais de folha
verde tais como o espinafre e a beldroega (Portulaca olearacea), em legumes como as
lentilhas € em sementes como soja, linhaga, colza e nozes (James et al., 2000; Kris-
Etherton et al., 2000; Trautwein, 2001; Simopoulos, 2008b).

O 4cido linoleico encontra-se sobretudo nas sementes e 6leos de soja, milho,
girassol e agafrdo (James et al., 2000; Benatti et al., 2004; Christie, 2009b; Scrimgeour,
2005).

As fontes comerciais mais importantes de 4cido y-linolénico sdo as sementes de
Primavera-das-Boticas (Oenothera biennis), boragem (Borago officinalis) e as sementes
de amora negra (Ribes nigrum) (Certik & Shimizu, 1999) sendo a ultima um sub-
produto da industria de processamento do fruto e a menos importante em termos
econdmicos (Clough, 2001).

0 4cido araquidonico encontra-se sobretudo na carne e visceras de animais € na
gema dos ovos (Freitas et al., 2006).

As principais fontes dos acidos gordos de cadeia longa EPA e DHA sdo os
peixes gordos como a cavala, o arenque, o salmdo e a sardinha (Trautwein, 2001;
Yongmanitchai & Ward, 1989) e os 6leos de peixe marinho obtidos a partir de espécies
que incluem, entre outras, anchovas, capelim (Mallotus villosus), bacalhau-do-Atlantico
(Gadus morhua), cavala-do-Atlantico (Scomber scombrus), arenque-do-Atlantico
(Clupea harengus) menhaden-do-Atlantico (Brevoortia tyrannus), salmonideos, e
sardinhas (Bergé & Barnathan, 2005), tubarfo (figado) e atum (Arts et al., 2001).

A composi¢do em A4cidos gordos nos tecidos dos peixes (sobretudo nos
triacilglicer6is mas também, em menor extensdo, nos fosfolipidos) ¢ determinada pela
alimentagdo e pelo metabolismo (Bell et al., 1997; Bergé & Barnathan, 2005). O peixe
possui a capacidade de sintetizar de novo os acidos gordos saturados € mono-
insaturados e de absorver selectivamente e metabolizar os acidos gordos obtidos através
da alimentagdo de forma a atingir a composigdo caracteristica em é4cidos gordos (Bergé
& Barnathan, 2005). Esta composi¢do 6ptima parece ser caracteristica de cada espécie e
de cada estirpe tal como a capacidade de conversio de acidos gordos (Bergé &

Barnathan, 2005). Como ja foi referido, o peixe de dgua doce € capaz de elongar e
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dessaturar 18:3(w-3) a EPA e DHA enquanto o peixe marinho, sem A-5 dessaturase ou
com baixa actividade desta dessaturase, necessita de obter os 4cidos gordos de cadeia
longa atrés referidos através da alimentag@o (Sargent et al., 1999a; Sargent et al., 1999b;
Craig & Helfrich, 2002). Além da alimenta¢do e do metabolismo, factores ambientais
como a temperatura podem influenciar a composi¢do em 4cidos gordos. Os peixes de
agua fria (0-4°C) possuem um teor mais elevado de DHA, possivelmente para regular a
viscosidade do sangue (Linko & Hayakawa, 1996). De facto, uma caracteristica das
células dos animais poiquilotérmicos € a capacidade de ajustar as caracteristicas fisico-
quimicas das suas membranas a temperatura exterior, fenémeno conhecido como

adaptagdo homeoviscosa (Fodor et al., 1995; Bergé & Barnathan, 2005).

Exploracido comercial de fontes nio microbianas

Virias empresas exploram os 6leos de peixe como fonte de 4cidos gordos poli-
insaturados de cadeia longa entre elas a Ocean Nutrition (Halifax, Nova Scotia, Canada)
e a Pronova Biocare (Sadefjord, Norway) que se dedicam ao mercado dos suplementos
alimentares e dos alimentos funcionais (Ocean Nutrition Canada, 2009; Pronova
Biopharma, 2009).

A produgio de alimentos ou de produtos farmacéuticos ricos em PUFAs ®-3 a
partir de dleo de peixe apresenta, contudo, alguns problemas: estd sujeita a variagdes
sazonais, climatéricas e do local de captura das espécies, das quais podem resultar
variagdes na quantidade e composi¢do do 6leo (Molina Grima, 1996; Gill & Valivety,
1997; Kiy et al., 2005); esta limitada pela natureza finita dos stocks marinhos que torna
necessaria a imposi¢do de limites de exploragéo para evitar a deple¢do dos recursos
naturais (Gill & Valivety, 1997); necessita de processos de tratamento para remogdo do
sabor desagradével e do cheiro caracteristico a peixe (desodorizagdo e refinamento) que
impdem elevados custos (Gill & Valivety, 1997); possui um conteiido elevado de
colesterol (Cohen & Cohen, 1991); esta sujeita a problemas associados com a polui¢do
ambiental dos ambientes marinhos (acumulagdo de metais pesados, incluindo mercurio;
dioxinas; PCBs e outros) (Molina Grima, 1996; Ratledge, 2004; Kiy et al., 2005) que
afectam ndo s6 as comunidades selvagens mas também as explora¢des em cativeiro. O
salmio de cativeiro, sobretudo o produzido na Europa, apresenta niveis elevados de
PCBs, dioxinas e outros compostos organoclorados e o seu consumo pode trazer riscos

para a saude (Hites et al., 2004).
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Outra desvantagem, associada a obtengdo de PUFAs ®-3 a partir de dleo de
peixe, reside no facto deste 6leo conter teores tipicos de EPA e DHA de 14-19% e 5-
8%, respectivamente (Bergé & Barnathan, 2005) ja que a ingestdo de EPA pode reduzir
a incorporagdo de 4cido araquidonico (AA) por inibi¢do competitiva (Craig-Schmidt &
Huang, 1998). Além disso, niveis elevados de EPA nos suplementos alimentares
resultam numa diminuigio da capacidade para sintetizar AA a partir do 4cido linoleico,
obtido através da alimentagdo (Kyle, 2004). Por outro lado, a administragdo de dleos
contendo EPA em pacientes idosos, hipertensos ou mulheres grévidas, com tempos de
protrombina elevados é desaconselhada devido aos efeitos anticoagulantes do EPA
(Kyle, 2004).

Em recém-nascidos, a diminui¢do dos niveis de AA estd relacionada com um
aumento de peso abaixo do normal (Carlson et al., 1992; 1993) e, nos substitutos do
leite materno a presenga de EPA est4 contra-indicada (Bowles et al., 1999) por interferir
metabolicamente com a absor¢do de DHA e com a incorporagdo deste ultimo nos
lipidos do cérebro e da retina (Craig-Schmidt & Huang, 1998; Ratledge, 2005).

Acresce que a transferéncia de PUFAs -3 através da cadeia alimentar aquatica
tem implicagdes na tentativa de aumento dos stocks de peixe recorrendo & aquacultura
porque, em ultima andlise, a aquacultura necessita dos PUFAs w-3 (Sargent et al.,
1999a; Sargent et al., 1999b; Napier & Sayanova, 2005) para o desenvolvimento normal
das larvas, para o crescimento do peixe e para a sua reproducdo (Miles & Chapman,
2006). Tipicamente as espécies marinhas de cativeiro necessitam de 0,5-2,0% (m/m) de
4cidos gordos poli-insaturados -3 de cadeia longa na sua alimentagdo e as espécies de
dgua doce necessitam de 0,5-1,5 % de PUFAs @-3 com 18 dtomos de carbono (Craig &
Helfrich, 2002). Assim, a aquacultura, actualmente o maior consumidor de dleo de
peixe (cerca de 75% da produgdo mundial (Oliveira et al., 2006)), ¢ incapaz de operar
de forma sustentavel (Napier & Sayanova, 2005).

Pelas razdes anteriormente referidas e também porque ha consenso no que
concerne ao facto do dleo de peixe vir a ser insuficiente para satisfazer a procura
crescente de PUFAs w-3 (Sargent, 2001; Bergé & Barnathan, 2005) a produgdo de
PUFAs purificados a partir de 6leo de peixe tornou-se inadequada, quer em qualidade,
quer em quantidade, para fornecer um mercado em franca expansdo, tendo-se assistido
nos ultimos tempos a um esforgo no sentido de desenvolver processos alternativos de
produgdo de EPA e DHA. Estes processos vdo desde o desenvolvimento de novas

técnicas de refinagdo de Oleos de peixe (Yamamura & Shimomura, 1997) até a
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exploragéo alternativa de fontes microbianas de PUFAs (Barclay et al., 1994; Ratledge,
1993; Lewis et al., 1999).

2.3.2 Fontes microbianas

Apesar de constituir a principal fonte de acidos gordos ®-3, o peixe marinho
possui vias biossintéticas de PUFAs ®-3 com eficiéncias muito baixas, comparaveis as
dos mamiferos; a sintese endégena ¢ limitada e a maioria dos seus acidos gordos poli-
insaturados s3o obtidos através da alimentagdo (Yongmanitchai & Ward, 1989; Ward,
1995; Tocher & Ghioni, 1999; Napier & Sayanova, 2005). Contudo, o ambiente
aquatico € rico em microrganismos capazes de sintetizar de forma eficiente os PUFA o-
3 EPA e DHA (Henderson, 1999; Napier, 2002). E sobretudo através do consumo
destes microrganismos ricos em PUFAs ©-3, que o peixe acumula (directamente, ou
através do consumo de outros peixes) EPA e DHA (Napier & Sayanova, 2005; Barclay
et al., 2005; Napier, 2007).

Entre os microrganismos capazes de produzir PUFAs com mais de 20 dtomos de
carbono encontram-se os fungos inferiores, bactérias e microalgas marinhas (Bajpai et
al., 1991b; Kendrick & Ratledge, 1992; Ratledge, 1993; Certik & Shimizu, 1999;
Ratledge et al., 2001a; Pulz & Gross, 2004; Ratledge, 2004; Bergé & Barnathan, 2005).

Apesar de todos os organismos vivos sintetizarem quantidades minimas de
lipidos, os quais desempenham fungdes estruturais entre outras, s6 um niimero reduzido
de organismos € capaz de acumular quantidades de lipidos superiores a 20% da sua
massa celular como material de reserva (Ratledge, 2004), sobretudo na forma de
triacilglicerdis (Ratledge, 2005; Barclay et al., 2005). Como as bactérias geralmente nio
produzem triacilglicerdis (Ratledge, 1993; Barclay et al., 1994; Russel & Nichols, 1999;
Ratledge, 2004) e contém EPA e DHA sobretudo nos fosfolipidos (Bergé & Barnathan,
2005), a acumulag@o de lipidos esta limitada a algumas leveduras, fungos e um pequeno
numero de algas referidos como espécies oleaginosas (Ratledge, 2004).

A acumulagdo de lipidos por microrganismos é um processo dindmico, que
depende do microrganismo, das condi¢des de cultura (pH, temperatura, nutrientes e
arejamento) e da fase de crescimento. Assim, a selecgfo apropriada do microrganismo,

a optimizagdo das condi¢Ges de cultura e a altura em que é efectuada a colheita da
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biomassa sdo factores determinantes para a obtengdo de 6leos de origem microbiana de
forma eficiente (de Swaaf, 2003).

Sabe-se que, regra geral, os microrganismos oleaginosos apresentam duas fases
de crescimento distintas. Na primeira fase ha uma rapida proliferagdo celular que
continua até que um dos nutrientes essenciais se torne limitante do crescimento (Leman,
1997; de Swaaf et al., 2003c). Neste ponto de caréncia nutricional, a proliferagdo de
células cessa ja que o microrganismo é incapaz de sintetizar componentes necessarios a
formagdo de novas células (proteinas, acidos nucleicos, etc.) mas, se houver carbono
disponivel, tem inicio o segundo ciclo de crescimento durante o qual predomina o
metabolismo anabdlico de lipidos com acumulagéo de lipidos de reserva, triacilglicerdis

na forma de gotas de 6leo (Ratledge, 1997; Wynn & Ratledge, 2006) (fig.11).
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Figura 11 - Representagdo idealizada do processo de acumulagdo de lipidos num

microrganismo oleaginoso (Ratledge, 2005).

Em algumas espécies oleaginosas a acumulagdo de déleo pode atingir 70% da
biomassa da célula (Ratledge, 1993; Ratledge, 2002; Ratledge, 2004).
No entanto, em cultivos em grande escala, que envolvem vérios fermentadores

de volume crescente até 150-220 m’, as células sdo cultivadas de forma a atingir a
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concentragdo mdaxima de biomassa em cada etapa e, s6 apds a inoculagdo do
fermentador final, ¢ imposta a limitagdo de azoto e tem inicio a acumulagio de lipidos
(Ganuza & Izquierdo, 2007; Ganuza et al., 2008).

Atendendo a sua percentagem de PUFAs, os microrganismos oleaginosos
marinhos tais como microalgas e fungos (tabela 7) podem constituir alternativas reais

aos oleos de peixe.

Tabela 7 — Percentagens de acidos gordos nos lipidos de alguns microrganismos.

Organismo Cres 14:0 160 1611 180 181 @6 @6 -3 06 o3 -6 o3 Out

cim 18:2 183 18:4 204 205 225 22:6 ros
ento
Mortierella
alpina H 14 7 10 6 5 52 6
CBS 754.68 * ®-6
20:3
Mortierella 4
elongata® H 17 8 33 7 7 23 ®-6
20:3
Schizochytrium
limacinum SR21° H 3 49 1 1 6 33
Thraustochytrium
aureum® H 3 8 16 2 2 3 52
Isochrysis
galbana * F 12 10 11 1 3 2 11 25 11
Skeletonema
costantum * F 17 17 11 2 1 6 41 7
Amphidinium
sp® F 5 27 18 17 2 2 8 17 4
20:0
Crypthecodinium 2
cohnii® H 19 20 1 1 14 30 10:0
8
12:0
Ulkenia
SAM2179°¢ H 2 37 1 1 11 46 1
15:0

H — heterotrofico; F — fotoautotréfico.
® de Swaaf (2003); ® Yokochi et al., 1998; © Sing & Ward (1996); *Molina Grima et al. (1993);

® Harrington & Holz (1968); " Tanaka et al. (2007).

Para que a produgdo de um dleo de origem microbiana seja economicamente
vidvel € necessdrio que esse Oleo ndo seja facilmente produzido usando técnicas
agricolas convencionais e que seja vendido a um prego elevado, que cubra os custos da
sua producgdo. Actualmente estes requisitos sdo preenchidos pela produgéo de PUFAs de

cadeia longa, inexistentes nos o6leos de plantas e que, até a utilizagdo dos Oleos de
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origem microbiana, apenas podiam ser obtidos a partir de animais marinhos (Ratledge,
2004).

O desenvolvimento de processos de produgdo de PUFAs de origem microbiana
requer a selecgdo e manuten¢do do microrganismo apropriado (Lewis et al., 1999), a
optimizagio das técnicas de cultivo (Radwan, 1991), o scale-up (Martek, 2009), o
controlo dos processos de produgdo (Sijtsma & de Swaaf, 2004) e o desenvolvimento de
tecnologias de extrac¢do, refinagdo e estabilizagdio dos 6leos de forma a satisfazer as

necessidades do mercado de forma economicamente rentavel (Lewis et al., 1999).

Exploragio de fontes microbianas

O primeiro 6leo de origem microbiana, um 6leo rico em GLA, obtido a partir de
Mucor circinelloides (antes Mucor javanicus) foi produzido entre 1985 € 1990 por J. &
E. Sturge Ltd, Selby, North Yorkshire no Reino Unido, utilizando fermentadores de 220
m’ e vendido com a designacdo de dleo de Javanicus e GLA-Forte (Ratledge, 2005).
Em menos de 96 h produzia-se biomassa com um teor de GLA de 4% (> 98% na forma
de triacilgliceréis) (Ratledge, 1993). A produgdo (aproximadamente 2 ton por batch)
terminou em 1990, quando a companhia foi vendida & Rhone-Poulenc Ltd. O fim da
produgdo coincidiu com a queda de pregos do 6leo da Primavera-das-Boticas e com o
advento da boragem como fonte alternativa, mais barata, de GLA (Ratledge, 2005).

Processos similares de produgdo de GLA-SCO foram desenvolvidos no Japdo
pela Idemitzu Kosan Co. Ltd, Tokyo utilizando Mortierella isabellina e, possivelmente,
Mortierella ramanniana (Ratledge, 1993; Ratledge, 2005). As vendas do dleo, utilizado
como aditivo alimentar, tiveram inicio em 1988 e ndo se sabe ao certo quando € se
terminaram (Kyle, 2005).

Para a produgdo de 4cido araquidénico (AA) sdo utilizadas actualmente varias
estirpes de Mortierella, em processos diferentes (tabela 8), na Europa, China e,

possivelmente, no Japdo (Ratledge, 2004).

Tabela 8 — Perfil de icidos gordos (% relativas m/m), dos SCO ricos em AA actualmente em
produgdo (Ratledge, 2004).

14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3(n-6)  20:3(n-6)  20:4(n-6) 22:0 24:0
Processo 0,4 8 11 14 7 4 4 49 - 1
DMS
Processo 0,2 6 2 4 4 2 - 70 3 5
Wuhan Alking
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O processo DSM decorre em Itdlia e utiliza uma estirpe seleccionada do fungo
Mortierella alpina. Em fermentadores de cerca de 100 m® de capacidade é produzido
um O6leo com aproximadamente 40% de AA (ARASCO) (Ratledge, 2004). O 6leo é
vendido exclusivamente & Martek Biosciences Corp. € é misturado numa razdo de 2:1
(v/v) com DHASCO™ (DHA de origem microbiana, obtido por fermentagdo de
Crypthecodinium cohnii) para incorporacdo em formulagdes infantis sob o nome
Formulaid. A produgdo em 2003 foi de 480 ton (Ratledge, 2004).

O processo Wuhan Alking decorre em Wuhan, na China, e utiliza fermentadores
de 50-100 m® de capacidade e uma nova estirpe de Mortierella alpina. Foi anunciado
em Setembro de 2004 que a companhia americana Cargill iria comercializar este acido
provavelmente fora dos EUA e da Europa (Ratledge, 2004).

Investigadores japoneses tentaram modificar o processo de produgdo de AA por
Mortierella, de forma a obter EPA. As modificagdes consistiam em crescer o fungo a
baixas temperaturas ou no arrefecimento da biomassa colhida, durante alguns dias, de
forma a induzir a produgdo de EPA (Barclay et al., 2005). Contudo, ainda n3o ha registo
da producdo comercial deste acido.

Pensa-se que a Nagase-Suntory Co. Ltd, no Japdo, produz DPA, um 4cido gordo
presente nos o6leos ricos em DHA produzidos por Schizochytrium spp., mas ndo se sabe
se o acido gordo ¢ produzido por fraccionamento do 6leo de Schizochytrium ou por um
microrganismo especifico (Ratledge, 2005) como o descrito por Kumon e colaboradores
(2003) como produtor de DPA como unico 4cido gordo poli-insaturado de cadeia longa.

Os processos de produgdo de DHA serdo abordados em 2.5.2.

Em apenas vinte anos, os dleos de origem microbiana passaram de simples
curiosidades académicas a principal fonte de PUFAs para nutrigdo infantil (Ratledge,
2004).

Uma vez que as plantas sdo incapazes de sintetizar acidos gordos poli-
insaturados de cadeia longa (w-3 € ®-6) a unica alternativa aos Oleos de origem
microbiana serdo as plantas modificadas geneticamente, isto €, a utilizagdo das plantas
como “fabricas quimicas” de PUFAS que acumulem estes acidos gordos nos lipidos de
reserva das suas sementes (Lopez Alonso & Garcia Maroto, 2000; Thelen & Ohlrogge,
2002). Contudo, esta via apresenta ainda muitas dificuldades técnicas (é preciso colocar
os genes correctos nas plantas apropriadas e fazer com que se expressem na altura certa,
isto ¢, apenas nas sementes e na fase de acumulag@o de dleo) (Ratledge, 2005). Além

disso, ha que contar com a resisténcia dos consumidores & utilizagdo de Organismos
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Geneticamente Manipulados (OGMs) sobretudo na alimentagfo, quando alguns 6leos se
destinam & alimentagio infantil (Kyle, 2005). Na Comunidade Europeia, por exemplo,
ndo & permitida a utilizagdo de OGMs em formulagdes infantis (Kyle, 2005).

Embora a contribuigio dos 6leos microbianos para a inddstria seja ainda
pequena, existem varias razdes para que a mesma venha a aumentar num futuro
préximo como consequéncia das seguintes vantagens:

- alguns PUFAs de origem microbiana podem ser vendidos a um preco elevado;

- as fontes microbianas podem produzir dleos com um elevado conteudo em
PUFAs;

- a estabilidade oxidativa dos lipidos microbianos é, em geral, superior a dos
6leos de peixe;

- a produgdo microbiana faz-se a partir de matérias-primas sustentaveis;

- o conhecimento das vias bioquimicas e da genética pode fornecer as
ferramentas para novos sistemas de produgdo e para novos produtos (Sijtsma & Swaaf,
2004).

Ao contrario do 6leo de peixe que apresenta um perfil complexo de 4cidos
gordos (totais e poli-insaturados) os 6leos de origem microbiana possuem um perfil de
4cidos gordos relativamente simples e apresentam quantidades apreciaveis de um PUFA
especifico (Wynn et al., 2005) (Tabela 9), facto que facilita a tarefa de purificagio desse
PUFA (Ratledge, 1993) e, assim sendo, constitui uma vantagem dos 6leos de origem
microbiana.

Além disso, o cultivo em fermentador ou fotobioreactor, em condigdes
controladas, permitiu eliminar contaminagdes (Wen & Chen, 2005) e a economia de
escala permitiu reduzir o prego dos 6leos de origem microbiana obtidos em fermentador
entre 10 e 30 vezes (Arts et al., 2001).

Em suma, embora a oportunidade de exploragdo dos dleos de origem microbiana
possa ser finita, os mesmos deverdo constituir a principal fonte de PUFAs para
aplicagdes farmacéuticas e nutricionais nas proximas décadas (Ratledge, 2003;
Ratledge, 2005).
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Tabela 9 — Perfil de 4cidos gordos (% relativas m/m) de alguns dleos microbianos, vegetais e

animais.
Acido gordo Crypthecodinium Schizochytrium  Ulkenia Oleo de peixe  Oleo vegetal Oleo  animal
cohnii (a) (a) sp. (b) (6leo de figado  (6leo de colza) (banha) (c)
de bacalhau) (d)
©)
10:0 0-0,2 - - - - -
12:0 3-5 0-0,5 - - - -
14:0 14-16 9-15 2,7 5 - 1
15:0 1,2 - - -
16:0 10-14 24-28 29,7 13 3 25
16:1 2-3 0,2-0,5 - 6 - 3
18:0 0-0,3 0,5-0,7 1,1 2 1 13
18:1 9-10 - - 27 64 43
18:2 - - - 10 22 11
18:3n-6 - - - - - -
18:3n-3 - - - 3 8 <1
18:4n-3 - - - - - -
18:5n-3 - - - - - -
20:1 - - - - 1 -
20:3n-6 - 0-0,5 - 1 - -
20:4n-3 - 0,5-1 - - - -
20:4n-7 - - 1,0 - - -
20:4n-6 - - - - - -
20:5n-3 - - 1,6 10 - -
22:5n-6 - 11-14 10,5 1 - -
22:6n-3 50-60 35-40 46,0 5 -

® Ratledge et al., 2005; ® Kiy et al., 2005; © Mcguire et al., 1997,
@ Wynn et al., 2005.

2.4 Producio de acidos gordos poli-insaturados por microalgas marinhas
2.4.1 via autotrofica

As microalgas sdo maioritariamente fotoautotréficas (Barclay, 1992), isto é,
utilizam a luz como fonte de energia e didxido de carbono como fonte de carbono

(Chen, 1996). Embora o crescimento de organismos fotossintéticos seja atractivo,

atendendo a que as fontes de carbono e energia sdo gratuitas, esta vantagem ¢ ilusoria
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(Wynn et al., 2005) e apesar de terem sido feitas varias tentativas de produzir PUFAs
autotroficamente, os processos revelaram-se demasiado dispendiosos para produgdo
industrial devido as baixas densidades celulares obtidas (Ward & Singh, 2005).

Nos sistemas mais antigos e mais simples de cultivo de algas — lagoas abertas —
0 scale-up ¢ dificil devido a problemas de contaminagdo com outras algas, bactérias e
protozoarios (Wen & Chen, 2005); as condi¢des de cultura sdo dificeis de manter € a
recolha de biomassa a partir da cultura diluida é dispendiosa (Chen, 1996; Wen & Chen,
2005). Por exemplo, Cohen & Himer (1992) referiram uma produtividade de 0,5
mgL’ldia'1 em EPA por P. cruentum, no Inverno, e de 1,0 mgL'ldia'l, no Verdo.

A utiliza¢@o de fotobioreactores fechados com iluminag@o natural e/ ou artificial
permite ultrapassar alguns dos problemas das lagoas abertas (Chen, 1996; Molina
Grima et al., 1999a). No entanto, estes sistemas tém configura¢gdes € construgdo
complexas, tém elevados custos de capital e o seu scale-up ¢ dificil (Wen & Chen,
2005). Além disso, ndo permitem contornar de forma totalmente satisfatéria o problema
da limitagdo de luz j& que a penetragdo da luz nas culturas é inversamente proporcional
a concentragdo celular (Chen & Johns, 1995). Qiang et al. (1997) obtiveram uma
produtividade de 60 mgL'dia’ em EPA com culturas de Monodus subterraneus
crescidas em bioreactor.

Apesar da operagdo dos fotobioreactores ser proibitivamente dispendiosa, as
algas fotossintéticas continuam a ser consideradas como candidatas potenciais para a
produgdo industrial de 6leos microbianos sobretudo para aquacultura ji que constituem
a melhor fonte de nutrientes (¢ também a mais natural) para larvas e peixe nos primeiros

estadios de desenvolvimento (Ward & Singh, 2005).

2.4.1 via heterotréfica

Algumas microalgas sdo heterotréficas o que significa que podem crescer e
reproduzir-se na auséncia de luz, utilizando substratos orgdnicos como fonte de carbono
e energia (Barclay, 1992; Lee, 2001; Wen & Chen, 2003; Chen & Chen, 2006).

Embora a maioria dos processos estudados até a data se baseiem no crescimento
autotréfico de microalgas (Olaizola, 2003), o crescimento heterotréfico das mesmas

descrito para a produgdo de alguns SCO (Barclay, 1992; Borowitzka, 1995; Kyle, 1996;
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Chen, 1996) apresenta vantagens em relagdo ao crescimento autotréfico. Nas culturas
heterotroéficas:

- as condi¢Oes Optimas de crescimento e produgdo podem ser mantidas (Chen, 1996);

- a contaminagéo e a preda¢do podem ser eliminadas, esterilizando o meio e trabalhando
em condigdes assépticas (Chen, 1996);

- a produgdo do 6leo ¢ independente da estagdo do ano e das condigdes climatéricas
(Sijtsma & de Swaaf, 2004) pelo que a reprodutibilidade do processo aumenta e o scale-
-up torna-se mais facil,

- podem atingir-se elevadas densidades celulares (Barclay et al., 1994; de Swaaf et al.,
2003c) que compensem os custos elevados do meio de cultura e da esterilizagdo (Chen,
1996);

- o processo de producdo pode ser controlado respeitando as regras de Good
Manufacture Pratice (GMP), garantindo a qualidade do produto obtido (Sijtsma & de
Swaaf, 2004);

- a tecnologia necessdria a cultura heterotrofica ja estd consolidada (Apt & Behrens,
1999; Sijtsma & de Swaaf, 2004);

- a capacidade de produgdo pode ser adaptada em fungdo das necessidades dos mercado
(Wynn et al., 2005).

Ao permitir aumentar a concentragdo em biomassa e, portanto, a produtividade
volumétrica, a cultura heterotréfica pode ser aplicada & produgdo de produtos de
elevado valor acrescentado e baixo volume ja que as elevadas concentra¢les atingidas
permitem diminuir os custos de processamento posterior, os quais podem constituir uma
grande percentagem dos custos de produgdo (Chen, 1996).

Contudo, a cultura heterotréfica de microalgas ndo estd isenta de problemas.
Estes incluem o numero limitado de espécies capazes de crescer heterotroficamente
(Barclay, 1992; Chen, 1996), a contaminag@o por bactérias ja que a cultura das
microalgas necessita de meios de crescimento ricos e apresenta taxas de crescimento
relativamente baixas (Sijtsma & de Swaaf, 2004), a inibi¢do do crescimento por
substratos organicos soliveis em baixas concentragdes € a incapacidade de produzir
compostos dependentes da luz tais como pigmentos (Chen, 1996; Cer6n Garcia et al.,
2005).

A microalga Nitzschia laevis mostrou-se promissora para a produgio de EPA e,
em condi¢gdes heterotroficas apresenta uma taxa especifica de crescimento e uma

concentragio de EPA mais elevadas (0,344 d' e 35,08 mgL™”, respectivamente)
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comparativamente aos apresentados em condi¢des fotoautotroficas (0,167 d' e 6,78
mgL, respectivamente) (Wen & Chen, 2000a) tendo sido desenvolvido um processo
fed-batch que permitiu obter 695 mgL" de EPA, superior ao obtido em batch (301,2
mgL" de EPA) (Wen et al., 2002) e uma cultura de perfusdo onde se obtiveram 11112
mgL" de EPA com uma alimenta¢do de glucose de 50 gL' (Wen & Chen, 2002). O
desenvolvimento de técnicas de cultivo de elevada densidade celular permite ainda
diminuir os custos de recuperagio e purificagdo do EPA (Wen & Chen, 2005).

No entanto, a producdo de EPA a partir de microalgas ainda ndo ¢ uma realidade
em termos comerciais uma vez que é mais dispendiosa que a obtengdo de EPA com
elevado grau de pureza a partir do 6leo de peixe (Molina Grima et al., 2003). As baixas
produtividades em EPA sdo atribuidas ao baixo teor de EPA nas células e a taxas
especificas de crescimento relativamente baixas (Wen & Chen, 2005). Por outro lado, as
algas produtoras de EPA apresentam um perfil de 4cidos gordos relativamente
complexo comparativamente ao das algas produtoras de DHA (de Swaaf et al., 2003c).
Baixas produtividades associadas perfis de 4cidos gordos relativamente complexos
implicam elevados custos de operagdo e purificagdo do EPA e limitam a aplicagdo das
microalgas para produgido de EPA (Wen & Chen, 2005).

A produg¢do comercial de DHA sera abordada no ponto 2.5.2.

2.5 DHA
2.5.1 Fungdes e aplicacdes

O 4cido docosahexaendico (fig. 12) é um é4cido gordo poli-insaturado com 22
atomos de carbono e seis ligagdes duplas nas posigdes 4, 7, 10, 14, 16 e 19 (4tomos de
carbono numerados a partir do terminal carboxilo). O seu nome sistematico € 4cido cis-
4,7,10,13,16,19-docosahexaendico, ou na notagdo abreviada, 22:6n-3 (DHA). O nome

comum (trivial) é acido cervénico.

[E—— N

COOH

Figura 12 — Representagdo do acido docosahexaendico (DHA, 22:6w-3).
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O grau de insaturagdo de um 4cido gordo determina a sua estrutura
tridimensional (Haag, 2003). A introdugdo progressiva de ligagdes duplas numa cadeia
de 4tomos de carbono faz com que a mesma encurve e, quanto mais dobrado estiver um
acido gordo, mais espago ele vai ocupar se fizer parte dos fosfolipidos das membranas
celulares, aumentando a fluidez e, provavelmente, a funcionalidade da membrana
(Haag, 2003).

A estrutura e o ponto de fusdo (-44°C) (Sato et al., 2009) estdo na base das
propriedades fisico-quimicas caracteristicas do DHA. O DHA pode alterar
significativamente muitas propriedades basicas das membranas celulares incluindo a
fluidez, compressibilidade, permeabilidade e interac¢do com proteinas reguladoras
(Holub, 2006).

O DHA ¢ o acido gordo mais insaturado presente nas membranas dos sistemas
biologicos dos mamiferos (Weil, 2000a). Encontra-se em niveis muito elevados na
posi¢do sn-2 dos fosfolipidos de membrana no cérebro e na retina, bem como nas
células do tecido cardiaco e no esperma (Arts et al., 2001). Também esta presente nos
lipidos do leite materno em concentragdes que variam de 0,1 a 1,0 g/100g de leite,
consoante a dieta das mées (Innis, 2004; 2007) e que sdo pelo menos trinta vezes
superiores as presentes no leite de vaca (Bajpai et al., 1991b; Singh et al., 1996; Singh,
2008).

O DHA desempenha um papel fundamental no cérebro onde a sua presenga esta
relacionada com o funcionamento dos receptores da membrana, regulagdo de
neurotransmissores dopaminérgicos e serotinérgicos, regulagdo de enzimas ligadas a
membrana (ATPases Na/K dependentes), transdugdo de sinais e alteragdo do fluxo
iénico através dos canais de Na* e K™ (Sinclair et al., 2005).

O DHA também esta envolvido em processos metabdlicos como a regulagdo da
sintese de eicosanodides derivados do 4cido araquidénico, como precursor de
docosatrienos e resolvinas 17 S (intermediarios anti-inflamatérios) derivados do DHA e
na regulacdo da expressdo genética (Sinclair et al., 2005).

Finalmente, o DHA esta envolvido na protec¢do das células neurais de apoptose,
no desenvolvimento dos neurdnios e na regulagéo do tamanho dos mesmos (Sinclair et
al., 2005) e funciona como precursor de neuroprostanos (produtos de oxidag¢do do
DHA) (Roberts et al., 1998; Fam et al., 2002). Em ultima anélise, o efeito do DHA na

actividade neural afecta o conhecimento e o comportamento (Hadley et al., 2009).
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Um aporte adequado de DHA é importante durante toda a vida mas sobretudo
durante a gravidez e lactagdo (Koletzko et al., 2008). O DHA acumula-se nas células do
cérebro e da retina no ultimo trimestre da gravidez e ao longo dos primeiros dois anos
de vida (Martinez, 1992; Clandini et al., 1980; Helland et al., 2003; McCann & Ames,
2005) sobretudo durante a expansdo e maturagdo perinatal (McNamara & Carlson,
2006). Estudos com is6topos estaveis de ALA demonstraram que os bebés, prematuros
ou ndo, sdo capazes de sintetizar DHA a partir de ALA (Salem et al., 1996; Uauy et al.,
2000) embora em quantidades insuficientes para assegurar o seu desenvolvimento
normal (Horrocks & Yeo, 1999; Simopoulos et al., 1991; Koletzko et al., 2001a, 2008).
Assim, o feto e o recém-nascido dependem da mée para lhe fornecer DHA, através da
placenta ou do leite (Uauy & Peirano, 1999; Crawford, 2000; Innis, 2003).

Apesar de ndo estarem definidos os teores Optimos de DHA no sangue e nos
diferentes tecidos, sabe-se que os bebés sauddveis ndo amamentados, necessitam de
obter da alimentagio quantidades de DHA proximas das encontradas, em média, no leite
humano para atingirem teores de DHA no sangue semelhantes aos dos bebés
amamentados (Hoffman et al., 2006). Assim, a conversio inadequada de ALA a DHA e
a substituicio do DHA nos fosfolipidos de membrana, podera explicar os défices nos
desenvolvimentos visual e cognitivo observados nos bebés alimentados com
formulagdes com quantidades mais baixas de DHA e AA (Hoffman et al., 2006).

Reconhecendo a importincia do DHA e do AA nos substitutos de leite materno,
a Organizagdo Mundial de Satide (World Health Organization — WHO), a Fundagdo
Britanica de Nutri¢do (British Nutrition Foundation — BNF), a Sociedade Europeia de
Pediatria, Gastroenterologia e Nutricdo (European Society of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition — ESPGAN) e a Sociedade Internacional para o estudo
de Acidos Gordos e Lipidos (International Society for the Study of Fatty Acids and
Lipids — ISSFAL) recomendam a inclusdo destes acidos gordos poli-insaturados de
cadeia longa em todas as formulagdes para bebé (Boswell et al., 1996). Dois anos ap6s a
sua entrada no mercado em Fevereiro de 2002, mais de 50% das formulagdes vendidas
nos Estados Unidos continham uma mistura d¢ DHA e AA (Wynn et al., 2005).
Actualmente as formulagdes enriquecidas em DHA e AA representam 99% do mercado
das formulagdes para bebé nos Estados Unidos da América e estdo disponiveis em mais
de 75 paises (Martek Biosciences Corporation, 2008) sendo de prever um aumento da

sua procura até que, eventualmente todas as formula¢des contenham DHA.
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2.5.2 Processos de produgciio microbianos

Embora muitas microalgas possuam a capacidade de sintetizar PUFAs -3
poucas se tém revelado satisfatorias para a sua producdo comercial, sobretudo se nos
reportarmos a espécies heterotroficas capazes de crescer em fermentadores
convencionais.

As algas marinhas utilizadas na produgdo de PUFAs ®-3 incluem os géneros
Traustochytrium, Schizochytrium e Ulkenia por vezes classificados como fungos
marinhos (Henderson, 1999; Bongiorni et al., 2005) e o dinoflagelado Crypthecodinium
cohnii.

Actualmente existem pelo menos trés processos industriais de produgdo de DHA
por via fermentativa (tabela 10), cada um utilizando um microrganismo diferente

(Ratledge, 2004, 2005).

Tabela 10 — Perfil de 4cidos gordos dos SCO ricos em DHA actualmente em produgio (%
relativas m/m) (Ratledge, 2005).

Acido gordo 12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3(n-3) 20:3(n-6) 22:5(n-6) 22:6(n-3)
Processo Martek 4 20 18 2 0,4 15 0,6 - - - 39
DHASCO™

Processo Omega- 13 29 12 1 1 2 3 2 12 25
Tech

DHASCO-S

Processo Nutrinova 3 30 - - - - - - 11 46
DHActive

O processo Martek utiliza C. cohnii e sera discutido mais adiante (2.7).

O processo Omega-Tech utiliza Schizochytrium sp. O O6leo, inicialmente
conhecido como DHAGold™ ¢ produzido pela OmegaTech LTD., Boulder, CO,
adquirida pela Martek (Ratledge, 2004) e, actualmente designado DHA-S.

A produgdo de DHA-S é efectuada a partir de uma estirpe melhorada de
Schizochytrium sp. ATCC 20888 num processo em fed-batch. Culturas puras
congeladas sdo utilizadas para inocular frascos agitados, os quais por sua vez, produzem
o inéculo para um tanque de sementeira que servird para inocular o fermentador. O
meio de cultura é constituido por uma fonte de carbono, uma fonte de azoto, minerais
trago e vitaminas. A temperatura, pH e arejamento sdo controlados para assegurar a

reprodutibilidade do processo e a composi¢do do produto final (OmegaTech, 2001).
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A biomassa ¢ separada do caldo de fermentagdo utilizando um secador de
tambor duplo; a biomassa seca é suspensa em n-hexano comercial e moida, em humido,
para extrair o 6leo. Por filtragdo, separa-se a fracgdo rica em dleo, que € arrefecida
durante um determinado tempo de forma a cristalizar os componentes com maior ponto
de fusdo mais elevado (winterizagdo). Por filtragdo, separa-se a frac¢do cristalizada e,
finalmente, remove-se o hexano do éleo winterizado (OmegaTech, 2001).

O 6leo winterizado € processado de forma semelhante aos 6leos vegetais. E
refinado, branqueado e desodorizado. Por ultimo, sdo-lhe adicionados anti-oxidantes de
acordo com a directiva 95/2/EC e é embalado sob atmosfera de azoto para prevenir a
oxidagdo (OmegaTech, 2001).

Em 2004 a utilizagdo dos dleos de Schizochytrium em alimentos foi considerada
segura (Generally Recognised as Safe — GRAS) nos EUA (Food and Drug
Administration, 2004) tendo também sido concedidas aprovagdes para a sua utilizagdo
em alimentos na Austrilia ¢ Nova Zelandia em 2002 e na Europa em 2003 (Official
Journal of the European Union, 2003; Barclay et al., 2005)

O processo Nutrinova utiliza Ulkenia sp.. O 6leo é produzido pela Nutrinova
GmbH, Frankfurt, Germany e vendido sob a designagdo DHActive.

Ulkenia sp. cresce em meios de cultura constituidos por glucose e extracto de
levedura em fermentadores convencionais de ago inoxidavel de 80 m’, a uma
temperatura proxima dos 30°C. As células s@o colhidas quando deixam de se multiplicar
e acumular triacilglicer6is (Kiy et al., 2005). A extrac¢do do 6leo ¢ efectuada sobre a
biomassa seca, utilizando hexano (Food Standards Australia Newzealand, 2004). O
processo de refinamento do 6leo inclui passos de desengorduramento, neutralizaggo,
branqueamento e desodorizagéo (Kiy et al., 2005).

Kroes et al. (2003) descreveram testes toxicologicos efectuados com o 6leo
obtido por fermentagdo de Ulkenia sp. (contendo 45% m/m de DHA). Os resultados
destes testes foram negativos para toxicidade genética e semelhantes aos obtidos
utilizando PUFAs ®-3 obtidos a partir de dleo de peixe ou de outras fontes microalgais.

A utilizagdo do dleo rico em DHA obtido a partir de Ulkenia sp. foi autorizada
na Australia e Nova Zeldndia em 2004 ( tendo a solicitagdo do reconhecimento GRAS
sido retirada a pedido dos responsaveis pelo produto (Food and Drug Administration,
2005).

Ao contrario dos 6leos obtidos a partir de plantas oleaginosas ou a partir de

peixe, os Oleos obtidos a partir de Crypthecodinium cohnii, Schizochytrium sp. e
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Ulkenia sp. estdo livres de pesticidas, aflotoxinas, insecticidas organofosfatados e
organoclorados, metais pesados e outros poluentes, como bifendis policlorados (PCBs)
muitas vezes encontrados no peixe, facto que simplifica o processo final de refinagio

destinado a eliminar as impurezas co-extraidas com o 6leo (Ratledge et al., 2005).

2.5.3 Optimiza¢do da produciio microbiana de DHA

Para além da selecg@o da espécie e da estirpe, ja que a concentragio de biomassa
e o teor em 4cidos gordos varia entre as espécies de um mesmo género e entre estirpes
da mesma espécie (Anbu et al., 2007), a optimizagdo da produgdo de DHA por
processos biotecnologicos exige a identificagdo das varidveis que afectam a quantidade
¢ a distribui¢do dos 4cidos gordos produzidos pela estirpe seleccionada, sendo que os
triacilglicerdis sdo a principal classe de lipidos a considerar na produgdo de DHA
(Vazhappily, 1999).

O conteido em PUFAs de cadeia longa e, mais importante, a sua distribui¢io
nos triacilgliceréis, depende ndo s6 da espécie mas também de factores relacionados
com as condi¢gdes ambientais e de cultura: composi¢do do meio de cultura, taxa de
arejamento, intensidade de luz e duragdo do fotoperiodo (para microrganismos
fotossintéticos em autotrofia), temperatura e idade da cultura (Yongmanitchai & Ward,
1989; Dunstan et al., 1993; Li & Ward, 1994; Singh & Ward, 1996; Robles Medina et
al., 1998; Yokochi et al., 1998; Chen & Chen, 2006). Contudo, o efeito das condigdes
ambientais nos lipidos e acidos gordos das algas ndo € ainda completamente conhecido
e, factores ambientais semelhantes podem exercer efeitos diversos, inclusivamente
opostos, em espécies diferentes (Cohen & Heimer, 1992), isto é, a produgdo e o
armazenamento de lipidos em resposta a factores ambientais também sdo especificos de
cada espécie (Fan et al., 2007).

A produgédo comercial de DHA exige ainda a implementag@o de estratégias de

obtencdo de elevadas densidades celulares.
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2.5.3.1 Composi¢do do meio de cultura

Um aspecto importante no projecto de um processo de fermentagdo € a escolha
do meio de fermentagdo, cuja composi¢do pode afectar significativamente a
concentragio do produto e, consequentemente, o rendimento € a produtividade
volumétrica (Kennedy & Krouse, 1999).

O meio de fermentagdo deve conter, no minimo, uma fonte de carbono, de azoto
e de energia; conter todos os minerais essenciais ao crescimento; conter os factores de
crescimento necessérios para assegurar um rapido crescimento e um rendimento elevado
no produto desejado; possuir uma qualidade consistente e estar disponivel durante todo
0 ano ao menor custo possivel; causar um minimo de problemas noutros aspectos da
fermentagdo tais como, por exemplo, ndo dificultar ou facilitar a transferéncia de massa
gés-liquido; causar o minimo de problemas de processamento downstream (Nielsen et
al., 2003a).

Actualmente estio disponiveis vérias matérias-primas que podem ser utilizadas
como substratos para fermentag¢o. Desde as fontes de carbono e azoto tradicionais até
sub-produtos e efluentes agricolas e industriais que até aqui ndo tinham sido
considerados como tal.

As vantagens da utilizagdo dos meios complexos atrés referidos (sub-produtos e
efluentes) residem no facto dos mesmos conterem, além da fonte de carbono, uma fonte
de azoto organica, minerais essenciais e diferentes factores de crescimento. Apresentam
contudo, algumas desvantagens: variagio sazonal da composi¢do, variagdo da
composi¢do com o armazenamento e presenga, eventual, de compostos indesejéveis que

podem dificultar a reprodutibilidade do processo (Nielsen et al., 2003a).

2.5.3.1.1 Fontes de carbono (C)

Enquanto as microalgas fotoautotroficas utilizam CO; como fonte de carbono e
luz como fonte de energia (Kyle, 1989; Wood et al., 1999), as microalgas heterotréficas
sdo capazes de crescer no escuro e necessitam de pelo menos uma fonte de carbono
organico (Chen, 1996; Wen & Chen, 2003; 2005; Chen & Chen, 2006). Neste caso, as
fontes de C fornecem a energia e o esqueleto de 4tomos de C para o crescimento das

células (Wen & Chen, 2003; Chen & Chen, 2006).
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Glucose

A glucose ¢ um nutriente importante no crescimento heterotréfico e a fonte de
carbono mais utilizada na produgéo de lipidos por microrganismos (Wen & Chen, 2000
b; Sijtsma et al., 2005).

A glucose constitui uma matéria-prima acessivel & maioria dos processos
industriais. Normalmente € obtida na forma de xaropes por hidrélise, quimica ou
enzimética, de amido de milho. E solivel em 4gua, pode ser armazenada na forma de
solugdes concentradas e pode ser facilmente esterilizada e adicionada ao meio de
fermentacg@o (Sijtsma et al., 2005).

A concentragéo inicial de glucose afecta o crescimento e a produgdo de DHA
por C. cohnii (Jiang & Chen, 2000a), por Thraustochytrium sp. (Singh et al., 1996),
Thraustochytrium aureum (Bajpai et al. 1991a) e por Shizochytrium limacinum SR21
(Yaguchi et al., 1997; Yokochi et al., 1998).

C. cohnii cresce bem em glucose (estirpe Seligo, Tuttle and Loeblich 1975;
estirpe ATCC 40750, Kyle et al. 1998; estirpe UTEX L 1649, Vazhappily and Chen
1998; estirpes ATCC 30556, ATCC 50051, UTEX L 1649 e RJH, Jiang et al. 1999;
estirpes ATCC 30556, ATCC 50051 e RJH, Jiang & Chen 1999; estirpe ATCC 30772,
de Swaaf et al. 1999; estirpes UTEX L 1649, CCMP 316 e ATCC 50297, Vazhappilly
1999; estirpe ATCC 30556, Jiang & Chen 2000a; estirpe ATCC 30556, Jiang & Chen
2000b; estirpe ATCC 30772, de Swaaf et al. 2003c¢).

Jiang et al. (1999) testaram trés meios de cultura, previamente descritos, no
crescimento de C. cohnii: Phorphyridium (Starr & Zeikus, 1993), A,E¢ (Nerad, 1996) e
C. cohnii (Spector, 1984), todos contendo glucose como principal fonte de carbono.
Concluiram que as estirpes ATCC 30556, ATCC 50051, UTEX L 1649 e RJH cresciam
melhor e apresentavam taxas especificas de crescimento superiores em meio
Phorphyridium. Entre elas, a estirpe C. cohnii ATCC 30556 mostrou melhor potencial
para a produgdo comercial de DHA.

Jiang & Chen (2000a) estudaram o feito da concentragio de glucose no
crescimento e produ¢ido de DHA por C. cohnii ATCC 30556 e concluiram que, na gama
de concentragdes estudadas (5-40 gL"), a maior taxa especifica de crescimento (0,12
h™'), a maior concentragio em biomassa (3, 13 gL™") e o maior rendimento em glucose
(0,6 gg') correspondiam a uma concentragio de glucose de 20 gL’'. Contudo,
obtiveram a maior percentagem relativa de DHA (53,4% do total de 4cidos gordos) para

5 gL'1 de glucose. Para concentragdes de glucose superiores a 20 gL' os autores
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obtiveram taxas especificas de crescimento e concentragdes de biomassa inferiores,
provavelmente devido 4 inibig@o pela glucose. De Swaaf et al. (1999) também referiram
a inibigdo pelo substrato para explicar a inibi¢@o do crescimento de C. cohnii (ATCC
30772) para concentragdes de glucose superiores a 25 gL’l, embora a microalga seja
capaz de crescer para concentragdes iniciais de glucose t3o elevadas como 84,3 gL

A escala laboratorial (1 L), em batch, de Swaaf et al. (1999) obtiveram, uma
produtividade volumétrica de DHA de 19 mgL'h" por C. cohnii ATCC 30772 em
glucose. De Swaaf et al. (2003c) obtiveram, para a mesma estirpe, produtividades
semelhantes (14 mgL'h™) em fed-batch, utilizando uma alimentagio de 50% (m/v) de
glucose.

Schizochytrium sp. também se desenvolve em glucose (estirpe SR21, Yaguchi et
al., 1997; Yokochi et al., 1998; Yokochi et al., 2003; estirpe G13, Bowles et al., 1999;
estirpes KF1, KF2, KF4, KF5, KF6, KF7 e KF14, Fan et al., 2001; estirpes N-1, N-2, N-
5, N-6 ¢ N-9, Kamlangdee & Fan, 2003; estirpe S31 (ATCC 20888), Wu et al, 2005;
estirpe KH105, Yamasaki et al., 2007; estirpe OUC88, Zhu et al., 2008; estirpe G13/2S,
Ganuza et al., 2008).

Yokochi et al. (1998) estudaram o crescimento € a produgio de DHA por
Schizochytrium limacinum SR21 para virias concentragdes de glucose, de 3 a 12 %
(m/v); verificaram que o crescimento celular aumentava com a concentragéo da fonte de
carbono até 9% e era inibido para 12 % de glucose e obtiveram uma concentragdo
méxima de DHA (4,20 gL™") para 9% (m/v) de glucose, ao fim de cinco dias.

Chin et al. (2006) estudaram o crescimento da mesma estirpe para concentragdes
de glucose de 1% a 6% (m/v) e verificaram que a concentra¢do de biomassa aumentava
com o aumento da concentragdo de glucose no meio até 4% (7,27 gL' de biomasa) e
diminuia para concentragdes de glucose de 5 e 6%. No entanto, as culturas crescidas
com 5% de glucose apresentavam o maior teor em lipidos sem que se registassem
alteragdes significativas do teor de DHA. Assim, a produtividade em DHA aumentava
com o aumento da concentragdo de glucose no meio de 1% para 5% e diminuia para 6%
de glucose.

Bowles et al. (1999), num estudo semelhante, para a estirpe Schizochytrium
mangrovei G13 verificaram que um aumento da concentragéo de glucose no meio (0-30
gL'l) se traduzia num aumento da concentragdo de biomassa; obtiveram uma produgéo
maxima de lipidos (65-66% m/m) para as condigdes com 20 e 30 gL! de glucose.

Apesar do teor em DHA nos lipidos ser superior nas culturas crescidas com 5 gL' de
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glucose, a concentragdo maxima de DHA (0,575 gL™) foi obtida para uma concentragio
da fonte de carbono de 30 gL, ao fim de 4 dias.

Num estudo semelhante, para a estirpe Schizochytrium sp. KH105, Yamasaki et
al. (2007) também concluiram que, na gama estudada (3-15% m/v), a concentra¢io em
biomassa ¢ em DHA aumentavam com a concentragdo de glucose, atingindo o valor
maximo para uma concentra¢do de glucose de 9% para a qual a concentragio de DHA
era cerca de 1 gL' ap6s 48 h.

Wu et al. (2005) estudaram o efeito da concentrago inicial de glucose (5-80
gL™") na biomassa, lipidos e DHA de Schizochytrium sp. S31 e concluiram que um
aumento da concentragdo de glucose no meio se traduzia num aumento da concentrag¢do
de biomassa. As concentragdes de lipidos e de DHA também aumentavam com a
concentragdo inicial de glucose do meio até 20 gL, atingindo valores de 2,43 glle
0,318 gL, respectivamente, para esta condigdo.

Recentemente, Zhu et al. (2008) obtiveram uma concentragdo de DHA de 1,78
gL' com S. limacinum utilizando uma concentragdo de glucose de 30 gL, em cinco
dias e Ganuza et al. (2008) que determinaram que a concentragdo méaxima de glucose
para crescimento de Schizochytrium sp. G13/2S estava compreendida entre 100 e 200
gL'l.

Kamlangdee & Fan (2003) estudaram o crescimento e a produgdo de DHA por
cinco estirpes de Schizochytrium (N-1, N-2, N-5, N-6 ¢ N-9) num meio contendo 60
gL' de glucose e concluiram que a estirpe N-2 apresentava uma concentragdo de
biomassa superior (13,2 gL™") e maior teor em DHA (203 mg/g biomassa seca).

Em bioreactor de 2 L, Bowles et al. (1999) obtiveram 2,17 gL' de DHA
utilizando S. mangrovei G13 e uma concentragio de glucose de 40 gL’ (107 h),
enquanto Fan et al. (2001) obtiveram um valor superior (2,762 gL™) para S. mangrovei
KF6, utilizando 60 gL' de glucose em erlenmeyer as 52 h.

Também em bioreactor, S. limacinum pode produzir 13,3 gL' de DHA para
concentragdes de glucose elevadas (120 gL ™) em 96 h (Yaguchi et al., 1997).

Em bioreactor, tal como em frasco agitado, num meio contendo 60 gL’ de
glucose, Nakahara et al. (1996) obtiveram uma produtividade em DHA de 2 gL dia™
com Schizochytrium sp. SR21. Yokochi et al. (2003) também cultivaram esta estirpe em
bioreactor utilizando meios de cultura contendo concentra¢des elevadas de glucose (60-

150 gL") e obtiveram 3,1 gL' dia™ para uma concentragdo de glucose de 150 gL™.
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A glucose também foi referida como um dos melhores substratos para a
produgio de biomassa e DHA por thraustochytrids (estirpe ATCC 34304, Bajpai et al.,
1991a; estirpes ATCC 34304, ATCC 28210 e ATCC 24473, Li & Ward, 1994; estirpe
ATCC 34304, Tida et al., 1996; estirpes ATCC 34304 e ATCC 28210, Kendrick &
Ratledge, 1992; estirpe KK 17-3, Huang et al., 2001; estirpe S31, Wu et al., 2005;
estirpe ONC-T18, Burja et al., 2006).

Para a estirpe Thraustochytrium aureum ATCC 34304, Bajpai et al. (1991a)
verificaram que um aumento da concentragdo de glucose no meio (de 5 para 20 gL'l) se
traduzia num aumento do teor em lipidos na biomassa (de 2,7 para 16,5%) e num
aumento da concentragio em DHA (de 26 para 270 mgL™"') em seis dias, sem que a
percentagem de DHA nos lipidos fosse alterada; para concentragdes de glucose
superiores a 20 gL', o crescimento de Thraustochytrium aureum era inibido. No
entanto, de acordo com Ward & Singh (2005), a concentragio minima de glucose que
provoca inibi¢do do crescimento de Thraustochytrium aureum era 10 gL’

Num estudo de optimizagio do meio de cultura de Thraustochytrium aureum em
frasco agitado, lida et al. (1996) obtiveram 5,7 gL de biomassa e 460 mgL™’ de lipidos
em 69 h para uma concentragdo de glucose de 10 gL', o que, em termos de
produtividade em biomassa, corresponde quase ao dobro do valor obtido por Kendrick
& Ratledge, 1992 (4,0 gL' em 72 h, para uma concentraggo de glucose de 30 gL™h.

A glucose também foi considerada a fonte de carbono mais promissora para o
crescimento e producio de DHA por Thraustochytrium sp. KK17-3. Huang et al.
(2001), obtiveram uma concentragdo de biomassa de 5,5 gL e uma concentragio de
DHA de 145 mgL™' em 3 dias.

Burja et al. (2006) estudaram o crescimento e a produgdo de DHA por
Thraustochytrium ONC-T18 em glucose (5-160 gL") durante 3 dias. Verificaram que a
concentragio de DHA aumentava com o aumento da concentragdo da fonte de carbono
até 100 gL' e obtiveram uma concentragdo de DHA maxima (4 gL!) para esta
concentragdo de glucose, valor bastante superior aos obtidos por Bajpai et al. (1991b)
(0,27 gL' em 6 dias) com Thraustochytrium aureum e por Li & Ward (1994) com
Thraustochytrium roseum (0,41 gL'l em 5 dias).

Ulkenia sp. também cresce em glucose (estirpes SAM 2180 ¢ SAM 2179,
Tanaka et al., 2007). Cultivadas em reactor de 5 L, em meio contendo 60 gL'1 de

glucose, as estirpes SAM 2180 ¢ SAM 2179 produzem, respectivamente 4 ¢ 5,5 gL' de
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DHA que correspondem a 28,7 e 46,2 % do total dos 4cidos gordos e a concentragdes

de biomassa de 23,2 ¢ 19,5 gL, respectivamente, em trés dias (Tanaka et al., 2007).

Fontes de carbono alternativas

As vantagens, se as houver, de utilizar substratos alternativos em fermentagio
serdo o aumento da produtividade e/ou a redugdo dos custos totais. Se o processo,
utilizando matérias-primas alternativas, trouxer vantagens adicionais para a recuperagdo
do produto ou para o tratamento de efluentes, esses serfio incentivos extra para a
altera¢@o do substrato. Isto significa que as vantagens ou desvantagens da utilizagdo de
matérias-primas alternativas ndo estdio exclusivamente associadas aos custos do
processo de produgdo do produto (Sijtsma et al., 2005).

A utilizagdo de substratos alternativos também pode permitir contornar patentes
que especifiquem a utilizagdo de um determinado substrato como matéria-prima

(Sijtsma et al., 2005).

Acido acético

O 4cido acético € produzido em grande escala pela inddstria petroquimica e é
vendido a um prego que € aproximadamente o triplo do da glucose, 340 €/t (Sijtsma et
al., 2005). Tal como a glucose, € solivel em 4gua e pode ser utilizado na produgdo de
alimentos destinados ao consumo humano.

A utilizagdo do 4cido acético em fermentagdo requer cuidados especiais no
manuseamento de solu¢des concentradas. Apesar de ndo ser considerado um “4cido
forte” e de ndo ser tdo agressivo como acidos inorganicos tais como o cloridrico ou o
nitrico, qualquer projec¢@o, derrame ou contacto com a pele tém de ser tratados de
imediato (Sijtsma et al., 2005). Ao contrario do que acontece com a glucose, o 4acido
acético ¢ toxico para as células em concentragdes superiores a 1-2% (Sijtsma et al.,
2005) o que torna impraticaveis fermentagdes em batch — concentragdes de substrato
desta ordem de grandeza traduzir-se-iam na obtengdo de baixas concentragdes de
biomassa. Por outro lado, na opgdo por cultivos em fed-batch, a adi¢do do substrato
(4cido acético) € auto-esterilizante e reduz o risco de contaminagdes (Sijtsma et al.,
2005).

Quando adicionado ao meio de fermentagdo, o acido acético tem de ser
neutralizado ou, pelo menos, o pH tera de ser corrigido para o pH de fermentagdo. Isto

significa que ser4 adicionado um contra-ido, geralmente Na* ou K. A medida que as
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células crescem o ifo acetato, CH3;COO", é consumido e substituido por ides hidréxilo,
OH;, e o pH sobe. Este aumento do pH é responséavel pela paragem do crescimento
celular (Sijtsma et al., 2005) e tera de ser evitado por adi¢do de um 4cido.

Ratledge et al. (2001a) e de Swaaf et al. (2003c) descreveram a utilizagdo do
acido acético como fonte de carbono para a produgdo de DHA por Crypthecodinium
cohnii ATCC 30772 em culturas fed-batch. Quando a velocidade de alimentagdo €
controlada através do pH da cultura, uma alimentagdo de é4cido acético 50% (m/m)
traduz-se numa produtividade volumétrica de DHA superior a obtida com uma
alimentagdo 50% (m/v) de glucose (38 mgL'h? e 14 mgL'lh'l, respectivamente) (de
Swaaf et al., 2003c). Quanto mais depressa crescer o organismo, mais rapida serd a
adigdo de 4cido acético, permitindo ao microrganismo crescer sempre a taxa especifica
maxima de crescimento (Sijtsma et al., 2005). Este conceito foi enunciado pela primeira
vez por Martin ¢ Kempfling e o sistema de fermentagdo que nele se baseia €
denominado “phauxostat” (Sijtsma et al., 2005). Ratledge et al. (2001a) obtiveram uma
produtividade em DHA de 36 mgL” h' em 98 h de cultivo numa cultura de pH-
auxostat.

A produtividade em DHA aumenta de 38 mgL’lh'1 para 48 mgL'h, quando se
emprega 4acido acético puro em vez de 4cido acético 50% (m/m) (de Swaaf et al., 2003
c). As vantagens do 4cido acético em relagéio a glucose para a produgdo de DHA por C.
cohnii podem ser explicadas através do metabolismo da acetil-CoA (ponto de partida da
biossintese de acidos gordos). Durante o crescimento em glucose € necessério exportar a
acetil-CoA da matriz mitocondrial para o citosol para a tornar disponivel para a sintese
de lipidos enquanto o acetato pode ser directamente activado a acetil-CoA pela acetil-
CoA sintetase no citosol (de Swaaf et al. 2003 c). Além disso, nesta cultura, o pH €
mantido por adi¢do de 4cido acético o qual funciona também como fonte de carbono.
Esta estratégia pode evitar a acumulagdo de acido acético no meio evitando os efeitos
inibitdrios de elevadas concentragdes de acetato (Ratledge et al., 2001a).

O cultivo de C. cohnii num meio contendo acido acético/acetato como fonte de
carbono foi patenteado por Ratledge e colaboradores (2001b). O acetato era fornecido, e
reposto, por adigdo de 4cido acético ao meio de crescimento em resposta ao aumento de
pH resultante do consumo de 4cido acético/acetato. Neste processo, ndo era necessaria a
imposi¢do de uma fase estaciondria para produgdo de DHA.

A conversdo do 4cido acético em biomassa nos sistemas pH-auxostat foi

estimada em cerca de 0,13 g de biomassa/g 4cido acético (de Swaaf et al., 2003 c).
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Etanol

O etanol pode ser obtido por fermentagdo da glucose (obtida a partir do amido
de milho ou da cana-de-agucar) e, como tal, o seu custo ¢ superior ao da glucose.
Também pode ser produzido pela industria petroquimica (fuel-grade), e vendido a cerca
de 121 €/t (Sijtsma et al., 2005). E produzido em grande escala por fermentagdo em
paises como o Brasil, Nova Zelandia e Estados Unidos da América (Sijtsma et al.,
2005).

Para a produgdo de DHA € necessario utilizar etanol com um grau de pureza
adequado a aplicagGes alimentares (food-grade), vendido a cerca 300 €/t (Sijtsma et al.,
2005) ou seja, cerca de 80-90% do prego do 4cido acético.

O facto do etanol ser muito inflamével faz com que seja perigoso armazena-lo
ou transporta-lo na forma concentrada. Além disso, a utilizagdo de etanol a nivel
industrial necessita de fiscalizagdo por parte das autoridades competentes de forma a
garantir que a substincia ndo ¢ utilizada para fins diferentes dos previstos (Sijtsma et al.,
2005).

A utilizagdo de etanol como fonte de carbono por C. cohnii ATCC 30772 foi
estudada por de Swaaf et al. (2003 b) em frasco agitado (concentragdes de 0, 5, 10, 15 ¢
25 gL™). Os autores concluiram que a alga crescia para concentragdes de etanol de 5 e
10 gL' com uma taxa especifica de crescimento de 0,05 h” embora as culturas
crescidas com 10 gL' de etanol apresentassem uma maior fase de adaptagdo. Ndo
observaram crescimento na condigio com 0 gL' de etanol e, para concentragdes de 15
gL de etanol e superiores, verificaram que o crescimento de C. cohnii era claramente
inibido pelo substrato.

Tal como o 4cido acético, o etanol também € toxico para a maioria das células
em concentragdes superiores a 1-2% (Sijtsma et al., 2005) o que torna impraticaveis
fermentagdes em batch pelas razdes referidas anteriormente.

Sendo um desinfectante, o etanol reduz o risco de contaminagdes em
fermentagdes fed-batch (Sijtsma et al., 2005). Utilizando este modo de operagio e uma
alimentacdo de etanol puro, de Swaaf et al. (2003 b) obtiveram uma produtividade
volumétrica de DHA de 53 mgL'h™ numa cultura de C. cohnii ATCC 30772 isto &,
uma produtividade em DHA superior a obtida utilizando glucose como substrato (19
mgL'h! (de Swaaf et al., 1999)).

Comparativamente as culturas crescidas em glucose a taxa especifica de

crescimento em etanol (estimada nas primeiras 52 h) foi ligeiramente inferior 0,047 h™

68



(de Swaaf et al., 2003b). Comparando os resultados obtidos no crescimento de C. cohnii
em etanol (de Swaaf et al., 2003b) e em é4cido acético (de Swaaf et al., 2003c) conclui-
se que o teor em DHA nos lipidos é praticamente 0 mesmo para as duas fontes de
carbono. Apesar do teor em lipidos ser maior nas culturas crescidas em acido acético, o
facto do crescimento ser mais rapido em etanol resulta numa produtividade superior
neste substrato (de Swaaf et al., 2003b).

O etanol apresenta algumas vantagens em relagdo ao 4cido acético como
substrato para fermenta¢do a nivel industrial: o valor calculado para o rendimento
biomassa/substrato (0,31 g de biomassa/g etanol) foi cerca de 2,4 vezes superior ao
calculado utilizando &cido acético como substrato, pelo que € necessdria menor
quantidade de etanol do que de acido acético para atingir a mesma concentragdo de
biomassa; o preco do etanol é mais baixo que o do 4cido acético; o facto de ser menos
corrosivo reduz o investimento capital e os custos de manuteng@o do equipamento de

fermentagdo (de Swaaf et al., 2003b).

Glicerol

O glicerol é o maior subproduto da industria de biodiesel (Pyle & Wen, 2007;
Pyle et al., 2008). E também um subproduto da industria dos sabes (Arruda et al.,
2007).

Durante o processo de produgéo de biodiesel, os 6leos/gorduras reagem com um
alcool (geralmente metanol) na presencga de catalisadores alcalinos (geralmente bases
como o hidroxido de sddio ou de potédssio), para formar ésteres de acidos gordos
(biodiesel) e glicerol (Chisti, 2007; Pyle, 2008).

A produgdo de 100 kg de biodiesel origina cerca de 10 kg de glicerol bruto
(crude glycerol) (Pyle & Wen, 2007). Com o crescimento impar verificado na industria
de biodiesel, o preco do glicerol bruto (glicerina) desceu de cerca de 44 €/kg (2004)
para 4,7-9,3 €/kg (2006) estimando-se que estabilize em 0,075 €/kg (Pyle, 2008).
Atendendo a que a refinagdo deste glicerol tem um custo de 0,3 €/kg e que o volume de
produg@o excede a procura de glicerol purificado (Pyle, 2008), a purificagdo do glicerol
bruto n3o constitui uma alternativa economicamente viavel. Pelo contrario, novas
aplicagdes deste subproduto, nomeadamente como substrato em fermentagéo,

constituem uma mais-valia em termos economicos.
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Embora existam referéncias ao crescimento de C. cohnii em glicerol (Beam &
Himes, 1980), de acordo com de Swaaf e colaboradores (1999), o crescimento
utilizando este substrato ¢ marginal ou inexistente.

Contudo, Schizochytrium limacinum SR21 cresce em frascos agitados utilizando
glicerol como substrato. Yokochi et al. (1998) obtiveram, para esta estirpe e para uma
concentragio de glicerol de 12% (m/v), uma concentragdo maxima em DHA de 4,15
gL (mais de 30 % do total dos 4cidos gordos), semelhante ao obtido utilizando glucose.
O glicerol também se revelou promissor como substrato para a produgdo de DHA por
Schizochytrium mangrovei SK-02. Ao estudarem a produgdo de DHA por este
microrganismo em frascos agitados, utilizando diferentes fontes de carbono (frutose,
galactose, glucose, glicerol e manose), Unagul et al. (2005) obtiveram um maior teor em
DHA (28% m/m) nas células crescidas em glicerol.

Recentemente, Zhu et al. (2008), num estudo de diferentes fontes de carbono
para a producdo de DHA por S. limacinum OUCS88, também obtiveram valores de
biomassa e DHA similares para as culturas crescidas em glicerol e em glucose.

Chi et al. (2007) descreveram a utilizacdo de glicerol bruto (subproduto da
indastria de biodiesel) por Schizochytrium limacinum na produgdo de DHA. Em
condi¢es optimizadas, obtiveram concentragdes maximas de 4,91 gL ¢ 22,1 gL' em
DHA e em biomassa, respectivamente.

Pyle (2008) investigou a producdo de DHA por Schizochytrium limacinum
utilizando glicerol bruto como substrato. Cultivou a alga com 9% (90 gL™) de glucose,
com 90 gL glicerol puro e 90 gL” de glicerol bruto (aproximadamente 75 gL' de
glicerol) e verificou que a taxa especifica maxima, a concentragdo de biomassa e a
produtividade em DHA eram superiores nas culturas crescidas em glicerol bruto (0,685
d’, 18,04 gL' ¢ 0,51 gL'd", respectivamente) comparativamente a culturas crescidas
em glicerol puro (0,562 d”', 14,43 gL e 0,42 gL'd", respectivamente). A composi¢io
em 4acidos gordos foi semelhante para as trés culturas correspondendo o teor total de
acidos gordos totais a cerca de metade da concentracdo de biomassa. Apesar do teor em
DHA nas culturas ser similar, o facto da cultura com glicerol puro atingir menor
concentragdo de biomassa, fez com que a concentragdo de DHA e a produtividade
fossem menores para esta condi¢do. O perfil em é4cidos gordos foi similar ao descrito
anteriormente para esta alga (Yokochi et al., 1998; Nakahara et al., 1996).

Pyle (2008) observou inibi¢do pelo substrato para concentragdes de glicerol

bruto de 100 gL (cerca de 85 gL de glicerol), valor inferior ao da concentrago
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6ptima para producgdo de biomassa e DHA (90-120 gL™), descrito por Yokochi et al.
(1998) e obteve concentragdes de biomassa e de DHA mais baixas que estes autores.
Segundo Pyle (2008), esta diferenga de resultados pode dever-se ao facto de terem sido
utilizadas percentagens diferentes de agua do mar nos dois estudos.

Jakobsen et al. (2008) cresceram o thraustochitrid Aurantiochytrium sp., estirpe
T66, em glicerol e obtiveram uma produtividade volumétrica de DHA de 93 mgL'h’
em condi¢des optimizadas (limitagdo de azoto e de oxigénio), valor que se aproxima dos
maximos obtidos para outros thraustochytrids, por exemplo, 138 mgL'h! para
Schizochytrium limacinum SR21 em glucose (Yaguchi et al., 1997), 115 mgL'h! para
Schizochytrium mangrovei Sk-02 em glucose (Unagul et al., 2006) e 117 mgL"'h™ para
a estirpe 12B, também em glucose (Perveen et al., 2006).

De acordo com Tanaka et al. (2007), Ulkenia também utiliza glicerol como fonte

de carbono.

Acetato de sddio

Como ja foi referido anteriormente (2.2.1) a sintese de é4cidos gordos ¢ um
processo que ocorre no citosol e tem como ponto de partida o acetil-CoA. Os
mecanismos pelos quais o acetil-CoA ¢ fornecido dependem da fonte de carbono
utilizada no crescimento e do organismo (de Swaaf, 2003). Apesar da base bioquimica
da produgdo de lipidos microbianos ter sido elucidada, os trabalhos foram quase
exclusivamente, realizados em leveduras, tendo-se assumido tacitamente que 0 mesmo
se aplicava a outros organismos eucariontes (Wynn et al., 2001).

Em teoria, o acetil-CoA pode ser fornecido directamente ao citosol, crescendo os
microrganismos em compostos em C, como o acetato. A conversdo do acetato em
acetil-CoA envolve uma reac¢do enzimatica catalisada pela acetil-CoA sintetase (de
Swaaf, 2003). Assim, parece interessante investigar a aplicagdo de compostos em C;
como fontes de carbono para a acumulagio de lipidos em eucariontes oleaginosos.

Vazahappily & Chen (1998) referiram que C. cohnii, tal como outras algas, ¢
capaz de crescer em acetato de sodio mas apenas se as concentragdes deste forem baixas
(1 gL ou inferiores). Contudo, o aumento de pH que acompanha o crescimento neste
substrato traduz-se em baixos rendimentos em biomassa (Sijtsma et al., 2005).

Ratledge et al. (2001a) estudaram o crescimento de C. cohnii ATCC 30772 em
meios contendo diferentes concentra¢des iniciais de acetato de sodio (1-16 gL e

utilizaram 4cido acético (50%) para manter o pH a 6,5 num sistema pH-auxostat.
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Obtiveram maior densidade celular e maior teor em lipidos para 8 gL' de acetato de
sédio, as 140 h sem que a concentragdo de substrato afectasse significativamente a
percentagem de DHA (40-50% do total dos acidos gordos), tendo registado apenas
pequenas variagdes no teor de lipidos (45-50% da biomassa) para concentragdes iniciais
de acetato de sédio até 12 gL™'. Globalmente, este sistema permite obter produtividades
em lipidos ¢ em DHA de 78 e 36 mgL'h”, respectivamente, calculadas as 78 h de
cultivo que sdo superiores as descritas utilizando glucose como substrato.

Ulkenia também pode utilizar acetato de sddio como fonte de carbono (Tanaka

et al., 2007).

Outras fontes de carbono

C. cohnii é capaz de crescer em galactose mas ndo em sacarose (de Swaaf et al.,
1999). De acordo com Beam & Himes (1980) ndo cresce em frutose, maltose, ramnose,
arabinose, lactose, 4cido galaturénico, peptina e aldose, o que estd em desacordo com a
patente de Takeuchi et al. (1994), a qual refere que a frutose e a galactose podem ser
assimiladas como fonte de carbono.

De acordo com o processo patenteado pela Kawasaki Steel Corporation
(Borowitzka, 1995), C. cohnii pode também ser incubada num meio contendo dleo de
peixe, dleo de soja ou lactato como fonte de carbono.

Schizochytrium limacinum SR 21 cresce em frutose onde apresenta um teor de
DHA no total dos acidos gordos de 30,9%, semelhante ao obtido com glucose (32,5%)
(Yokochi et al., 1998). A utilizagdo de substratos como o acido oleico e o 6leo de
linhaga produz teores elevados de acidos gordos mas baixos teores em DHA, inferiores
a 10 % (Yokochi et al., 1998). Dissacaridos (sacarose, lactose e maltose) e
polissacéridos (amido) ndo sdo efectivos como substratos para crescimento (Yokochi et
al., 1998).

Schizochytrium mangrovei Sk-02 também cresce em frutose, galactose e manose
(Unagul et al., 2005). Esta estirpe apresenta, contudo, um crescimento reduzido quando
dissacéridos como a maltose e lactose sdo fornecidos como fonte de carbono (Unagul et
al., 2005).

Yamasaki et al. (2006) descreveram o crescimento de Schizochytrium sp. KH105
num efluente da produgido de Shochu (bebida alcodlica japonesa) suplementado com

glucose.
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Fan et al. (2000) testaram varios efluentes da industria alimentar: residuos da
industria de produgdo de leite de soja, residuos da industria de produgdo de cerveja e
cddeas de pao no crescimento de Shizochytrium mangrovei KF6 tendo verificado que o
microrganismo cresce e metaboliza agtcares simples e cidos gordos com 18 4tomos de
carbono, nomeadamente acido estearico, oleico e linoleico. De acordo com os autores,
embora o rendimento em DHA (6,2-12,3 mgg™) obtido com os efluentes seja muito
inferior ao obtido com glucose (203 mgg™), os thraustocytrids podem aumentar o valor
nutritivo dos efluentes e estes poderdo ser utilizados em aquacultura e avicultura.

Barclay (1994) testou diferentes fontes de carbono (dextrina, sorbitol, frutose,
lactose, maltose, e amidos de milho, de batata e de trigo), em substitui¢do da glucose (5
gL!) no crescimento de Schizochytrium sp. S31 e Thraustochytrium sp. U42-2.
Verificou que ambos os microrganismos crescem em dextrina, Schizochytrium sp.
cresce em frutose e Thraustochytrium sp. cresce em maltose e nos amidos.

Contrariamente ao que acontece com Schizochytrium limacinum, T. aureum
ATCC 34304 cresce bem em maltose e amido (Bjapai et al., 1991b); Li & Ward, 1994).
T. roseum (ATCC 28210) cresce em amido e as concentragdes em biomassa e em DHA
aumentam com o aumento da concentragdo da fonte de carbono até 25 gL' (Li & Ward,
1994).

Kuman et al. (2005) cresceram algumas estirpes (L4, L25, L29 e S3-2) do
género Labyrinthula utilizando 6leo de soja e lecitina de soja como fontes de carbono.
Verificaram que a produgdo de acidos gordos poli-insaturados de cadeia longa era
superior para as células crescidas em lecitina de soja e, em condi¢Ses optimizadas
obtiveram 2,91 gL' de PUFAs de cadeia longa ao fim de 21 dias com a estirpe L25.

Kuman et al. (2006) verificaram que a estirpe L72 do género Labyrinthula
também crescia utilizando dleo de soja e lecitina de soja como fontes de carbono;
quando 20 gL' de lecitina de soja foram adicionadas ao meio de cultura foram
produzidos 0,67 gL' de DHA em 14 dias.

De acordo com Tanaka et al. (2007) Ulkenia pode metabolizar hidratos de
carbono como a frutose, xilose, sacarose, maltose, amido, fucose, glucosamina,
dextrano, 4cido oleico, acido glutdmico, 6leo de soja, melago e manitol.

Embora alguns autores tenham utilizado xarope de alfarroba como fonte de
carbono em culturas microbianas (Calixto & Caiiellas, 1982; Roseiro et al., 1992;
Albergaria et al., 1999) (Anexo 1), ndo existem referéncias a sua utilizagdo para
produgédo de PUFAs.
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2.5.3.1.2 Fontes de azoto (N)

O azoto ¢ um macronutriente essencial ao crescimento das algas (Chen & Chen,
2006). Existem dois tipos de fonte de azoto, as simples que incluem o nitrato e a ureia, e
as complexas como o extracto de levedura, triptona e o corn steep liquor que fornecem
também amino-é4cidos, vitaminas e factores de crescimento (Wen & Chen, 2001a; 2005;
Chen & Chen, 2006). Atendendo a que a concentragéo das fontes de azoto complexas
no meio de cultura é normalmente baixa a sua contribui¢do para os custos ndo é
significativa comparativamente aos custos da fonte de carbono (Wen & Chen, 2005).

A concentragdo em azoto no meio de cultura afecta a propor¢do entre os acidos
gordos saturados e insaturados em algas, bactérias e fungos (Yongmanitchai & Ward,
1989).

Para microrganismos heterotréficos, ndo € s6 a concentragdo de azoto que
controla a produg@o de lipidos mas também a concentragéo de carbono (Yongmanitchai
& Ward, 1989) ja que a razdo C/N determina a sintese proteica ou a sintese de lipidos
(Wen & Chen, 2003; 2005). Uma razdo C/N elevada geralmente favorece a acumulagio
de lipidos, a qual €, em geral, uma resposta a deple¢do de N no meio de cultura (Wen &
Chen, 2005; Hinzpeter et al., 2006). Contudo, Chen & Johns (1991) verificaram que
uma razdo C/N elevada diminuia a proporg@o de acidos gordos insaturados nas células
de Chlorella sorokiniana.

Para razdes C/N superiores, o carbono ¢ fornecido em excesso € o aumento do
conteudo em lipidos pode explicar-se por um mecanismo de armazenamento de carbono
nas cé€lulas (Chen & Johns, 1991). Contudo, visto que a privagdo de azoto limita o
crescimento celular, o conteudo em lipidos pode aumentar e, globalmente, a eficiéncia
do processo diminuir pelo facto da concentragdo em biomassa ser menor. Na prética,
aumenta-se o rendimento colhendo a biomassa no inicio da fase de caréncia de azoto
(Cobelas, 1989).

A importdncia do azoto na produgdo de PUFAs -3 foi demonstrada para varias
espécies microalgais (Bajpai et al., 1991b; Yongmanitchai et al., 1991; Molina Grima et
al., 1992; Singh & Ward, 1996; Yokochi et al., 1998) e parece ser especifica para cada
espécie (Wen & Chen, 2001a).

De Swaaf et al. (1999) obtiveram um 6ptimo de 2 gL para a concentragio de
extracto de levedura, utilizada como unica fonte de azoto para o crescimento de C.

cohnii em frasco agitado, numa gama de concentragdes de 0-10 g L. Para
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concentragdes de extracto de levedura superiores o teor lipidico das células diminuiu
drasticamente.

Mendonza et al. (2008) obtiveram uma concentragdo de acidos gordos 3,18
vezes superior e uma concentragdo de DHA 2,04 vezes superior em culturas de
Crypthecodinium cohnii (CCMP 316) em condigdes de supressio de azoto,
comparativamente aos valores obtidos nas condigdes controlo (meio /2 + NPM). De
acordo com os mesmos autores, as variagdes observadas no tamanho e massa das
células na condi¢do em que foi imposta a limitagdo de azoto, indicam claramente uma
alteragdo metabdlica em que passou a predominar a acumulagdo de substincias de
reserva face a divis3o celular. Esta alteragdo metabolica foi acompanhada de perda de
mobilidade celular (Mendoza et al., 2008).

Yokochi et al. (1998) obtiveram um teor total de acidos gordos superior quando
0 corn steep liquor era utilizado por Shizochytrium como fonte de azoto
comparativamente a outras fontes de azoto orginicas como extracto de levedura,
polipeptona e triptona. Ndo registaram diferengas significativas na composi¢do em
acidos gordos das células crescidas com extracto de levedura e com corn steep liquor e
obtiveram uma concentragio méxima de DHA de 1,7 gL' em corn steep liquor. Os
autores estudaram também a utilizagdo de varias fontes inorganicas de azoto (sulfato,
acetato e nitrato de amonio, nitrato de sodio e ureia). Schizochytrium cresceu com todas
estas fontes de azoto tendo-se o acetato de amonio mostrado ligeiramente superior.
Estudando o efeito da concentragdo de acetato de amonio no crescimento e na produgéo
em DHA, os autores concluiram que a concentragdo de biomassa aumentava com o
aumento da concentragio de acetato de amonio até 2,3 gL' e que o teor em 4cidos
gordos diminuia com o aumento da concentragdo de acetato atingindo o valor mais
elevado (superior a 50%) para a concentragdo mais baixa de acetato de amonio. As
condigdes de cultura com concentragdo de azoto mais baixa também apresentavam
menor crescimento celular e, portanto, menor producdo global de acidos gordos
(Yokochi et al., 1998). A produgdo méaxima de 4cidos gordos e de DHA ocorreu para
1,2 gL' de acetato de aménio.

Burja et al. (2006) verificaram que, a medida que a concentragdo de azoto
diminuia no meio de cultura, o teor total de acidos gordos aumentava nas culturas de
Thraustochytrium sp. ONC-18 atingindo um maximo (aproximadamente 80%) para
concentragdes de 1% (m/v) de extracto de levedura e/ou glutamato monosédico.

Contudo, as culturas com concentra¢do de azoto mais baixa também apresentavam um
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crescimento e uma produgdo de 4cidos gordos limitados. Utilizando uma concentragéo
de 8 gL' de glutamato monosédico e 2 gL de extracto de levedura obtiveram 26,1 gL!
de biomassa e 4,5 gL' de DHA, em 3 dias.

Yamasaki et al. (2006) descreveram o crescimento de Schizochytrium sp. KH105
num efluente da producgéo de shochu em que a(s) fonte(s) de azoto eram fornecidas pelo
efluente. Em fermentador (3L) em condigdes semi-optimizadas obtiveram-se 3,4 gL' de
DHA em 4 dias, valor equivalente ou superior aos obtidos noutros estudos utilizando
desperdicios alimentares (Fan et al., 2000; 2001).

Em frascos agitados com deflectores de fluxo e, fixando uma razdo
peptona/extracto de levedura de 2:1 (m/m), Yamasaki et al. (2007) obtiveram uma
produtividade maxima em DHA (para uma concentragéo total de azoto de 3% na gama
de concentragdes estudada (1,5-7,5%)) com Schizochytrium sp. KH105.

Recentemente, Zhu et al. (2008) verificaram que o hidrolisado de soja (soybean
cake hydrolysate), era um subproduto de baixo custo e efectivo como fonte de azoto
para a acumulagdo de DHA por Schizochytrium limacinum OUCS8. Verificaram
também que, embora um aumento da concentragdo da fonte de carbono se traduzisse
num aumento da concentragio de biomassa, a acumulagdo de DHA nas células era
sobretudo determinada pela razio C/N no meio. Obtiveram uma concentragdo maxima
de DHA de 4,08 gL ap6s 5 dias de cultura em erlenmeyer num meio contendo 60 g L™
de glucose e 20 g L' de hidrolisado de soja.

Barclay (1994) testou a utilizagdo de diferentes fontes de azoto por
Thraustochytrium sp. U42-2 e Schizochytrium sp. S31 substituindo o glutamato (5 gL™h
por gelysate, peptona, triptona, caseina, corn steep liquor, ureia, nitrato, amdnio, soro
de leite e corn gluten meal. Ambas as espécies metabolizaram fontes de azoto como
gelysate, corn steep liquor, soro de leite e corn gluten meal. Schizochytrium sp. utilizou
também fontes de azoto como nitrato ¢ amonio ao contrario do que aconteceu com
Thraustochytrium sp.

Assim, ao contrario de Shizochytrium que utiliza fontes de azoto orgénicas e
inorganicas de forma semelhante para a produgdo de DHA (Yokochi et al., 2003),
Thraustochytrium spp. prefere fontes de azoto orgdnicas tais como o glutamato de
sodio (Singh et al., 1996). O extracto de levedura, a peptona e a triptona produzem
elevadas concentragdes de biomassa mas provocam uma diminui¢do do teor em DHA
na biomassa de T. aureum ATCC 34304 e T. reseaum ATCC 28210 (Bjapai et al.,
1991b; Singh et al., 1996). O extracto de levedura e o corn steep liquor constituem
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também uma fonte importante de factores de crescimento o que explica que a adigdo de
2 gL de extracto de levedura ao meio contendo glutamato de sédio como fonte de
azoto aumente a concentragdo de biomassa € de DHA em cerca de 30 % numa cultura
de T.roseum ATCC 28210 (Li & Ward, 1994).

Wau et al. (2005) verificaram que um aumento da concentragdo de extracto de
levedura no meio de cultura de Schizochytrium sp. S31 se traduzia num aumento da
produgdo de biomassa e de lipidos atingindo um maximo para 0,4% (m/v) desta fonte de
azoto.

Jakobsen et al. (2008) estudaram o efeito da limitagdo de azoto na acumulagio
de lipidos pelo thraustochytrid Aurantiochytrium sp., estirpe T66 e verificaram que,
depois da exaustdo do glutamato (inica fonte de N do meio) e mantendo o fornecimento
da fonte de carbono, o teor lipidico das células aumentava de 13 para 55% (m/m) e que
os teores relativos de DHA e DPA aumentavam ligeiramente durante a fase de
acumulagdo de lipidos atingindo 29 e 8% (m/m) do total de 4acidos gordos,
respectivamente. Os resultados obtidos por estes autores estio de acordo com as
observagGes anteriores de Yaguchi et al. (1997) e Bowles et al. (1999) segundo as quais
uma razio elevada C/N favorece a acumulagio de lipidos em thraustochytrids.

Ulkenia sp. pode utilizar fontes de carbono como a peptona, o extracto de
levedura, o extracto de malte, o extracto de carne, os casaminoacidos (aminoacidos
obtidos por hidrélise da caseina), o corn steep liquor, o glutamato de sédio, a ureia e
fontes de azoto inorganicas como o acetato de amonio, o sulfato de amonio, o cloreto de

amonio e o nitrato de amodnio (Tanaka et al., 2007).

2.5.3.1.3 Elementos traco e vitaminas

Virios ides metalicos incluindo Mn?*, Co*, Zn** ¢ Mg®" promovem a sintese de
acidos gordos em microrganismos uma vez que participam na biossintese de écidos
gordos como co-factores de algumas enzimas (Yap & Chen, 2001).

A adi¢do de uma mistura de metais trago contendo Fe**, Cu?*, Mn?*, Co?"e Zn**
ao meio de cultura aumentou a produtividade em DHA de Thraustochytrium sp. (Singh
et al., 1996).

Embora a vitamina B;, ndo seja um nutriente essencial ao crescimento de C.

cohnii (Gold & Baren, 1966), a sua adi¢do ao meio de cultura estimulou o crescimento
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da alga e traduziu-se numa taxa especifica de crescimento € numa concentragdo de
biomassa mais elevadas (Jiang et al., 2001); a concentrag@o de biomassa mais elevada
(2,48 gL™) foi obtida para uma concentragio de vitamina By, de 0,75 pgL™” as 54 h de
cultivo e corresponde a menor percentagem de acidos gordos saturados (27,49% do total
dos acidos gordos) e & maior percentagem de DHA (64,34% do total dos acidos gordos)
sem que o teor em acidos gordos tenha sido afectado pelas concentragGes de vitamina
B utilizadas (0; 0,19; 0,75; 3,0 € 6,0 pgL™).

lida et al. (1996) também descreveram um aumento na concentragdo de
biomassa de Thraustochytrium aureum por adigdo de uma mistura contendo tiamina,

vitamina By, e sal de sddio do acido pantoténico.

2.5.3.2 Transferéncia de oxigénio

A transferéncia de oxigénio ¢ um pardmetro fundamental em processos
biologicos aerébios dado que a solubilidade do oxigénio é baixa (cerca 6 a 7 mgL™ em
condigdes normais de fermentagdo) (Teixeira et al., 2007). Num bioreactor, o
arejamento deve fornecer o oxigénio necessario aos microrganismos € a agitagdo deve
manter as condi¢des uniformes dentro do reactor. Ambos os factores sdo importantes na
promoc¢do de uma transferéncia de massa efectiva para a fase liquida e na redugéo ou
eliminacdo de gradientes.

A concentragdo de oxigénio dissolvido numa suspensdo de microrganismos
depende da taxa de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para o liquido, da taxa de
transporte do oxigénio na fase liquida e da taxa de consumo do mesmo pelos
microrganismos (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009).

Genericamente, a variagdo da concentragdo de oxigénio dissolvido num reactor
aerobio descontinuo € descrita pela equagdo de balango de massa:

a@c =O0TR-OUR
dt

em que
C - concentragdo de oxigénio dissolvido no reactor;
t — tempo;
OTR - taxa de transferéncia de oxigénio;

OUR - taxa de consumo de oxigénio
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A taxa de consumo de oxigénio pelas células depende da densidade celular ou

concentragdo de células (X) e da taxa especifica de consumo de oxigénio (g,, ), como

indicado pela equagéo:

OUR=gq, X

Assim, a partir de uma concentraggo celular critica, o oxigénio pode deixar de
ser fornecido ao meio de cultura de forma suficientemente rapida para responder as
necessidades em oxigénio dos microrganismos. O oxigénio torna-se o substrato
limitante do crescimento celular se a capacidade de transferéncia de oxigénio do sistema
(OTR) for menor que a capacidade méaxima de consumo de oxigénio da cultura
(OURax) (Teixeira et al., 2007). Nestas condiges, o oxigénio torna-se responsavel por
baixas densidades celulares e produtividades reduzidas.

Devido ao impacto da disponibilidade em oxigénio na produtividade das culturas
microbianas, sobretudo nas culturas com elevadas densidades celulares, torna-se
importante aumentar a taxa de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para o meio
liquido.

Sabe-se que a solubilidade do oxigénio nos meios de cultura € baixa e que,
durante uma fermentagdo, as moléculas de oxigénio contidas nas bolhas de ar
introduzidas no reactor enfrentam uma série de resisténcias em série (figura 13) até
serem utilizadas pelas células:

- transferéncia de massa da bolha para a interface gas-liquido (1);

- transporte através da interface géas-liquido (2);

- difusdo através do filme estagnante que rodeia a bolha (3);

- transporte através do liquido (4);

- difusdo através do filme de liquido estagnante que rodeia as células (5);

- movimento através da interface liquido-célula (6);

- difusdo através do solido até a célula individual, caso as células estejam

associadas em flocos, agregadas ou imobilizadas (7);

- transporte através do citoplasma para o local da reacgdo (8) (Teixeira et al,,

2007).
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Filme liquido
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Figura 13 — Fenomenos de transferéncia de massa que ocorrem durante o transporte de

oxigénio da fase gasosa para as células num reactor biologico (Teixeira et al., 2007).

A ordem de grandeza destas resisténcias permite determinar quais os passos que

controlam o fornecimento de oxigénio as células microbianas. Para a maioria das

situagdes podemos afirmar que:

- o filme liquido em torno das bolhas € a principal resisténcia a transferéncia de
oxigénio;

- em meios de fermentag@o viscosos, a resisténcia ao transporte de oxigénio na
fase liquida pode ser importante;

- em agregados microbianos, a resisténcia a transferéncia de massa no filme
liquido em torno do agregado pode ser importante;

- em agregados microbianos, a resisténcia interna & transferéncia de massa pode
ser muito importante (Teixeira et al., 2007).

De acordo com a teoria dos dois filmes, a taxa de transferéncia de oxigénio de

uma bolha de ar para a fase liquida pode ser descrita pela equagéo:

onde
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OTR=k,a(C" -C)

C — concentragdo de oxigénio dissolvido na fase aquosa;
C* — concentragdo de oxigénio dissolvido em equilibrio com a fase gasosa

(concentrag@o de oxigénio correspondente a saturag@o da fase aquosa);



ki — coeficiente de transferéncia de massa;

a — é4rea interfacial (area por unidade de volume de liquido).

A concentragdo de oxigénio correspondente & saturagdo da fase aquosa (C*) é

determinada utilizando a lei de Henry:

onde H € a constante de Henry. Na literatura, estdo disponiveis correlagdes empiricas
para a sua determinagdo em fung8o da temperatura (Perry & Green, 1998).

A taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) depende das propriedades fisicas do
fluido, temperatura, pressdo, composigdo da solugdo, agitagdo, velocidade superficial do
gés e configuracdo do reactor (Gomes et al., 2007).

Devido as dificuldades experimentais de determinagdo de &k, e de a
separadamente, o produto k.a, designado por coeficiente volumétrico de transferéncia
de massa é normalmente utilizado para caracterizar a transferéncia de massa gas-liquido
(Teixeira et al., 2007). K;a ¢ uma medida da capacidade de arejamento do fermentador.
Quanto maior kza, maior € a capacidade de arejamento do sistema nas condi¢Ges
testadas (Stanbury & Whitaker, 1984).

A taxa de transferéncia de oxigénio de um sistema é fungdo do coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa, kza, e da forga motriz (driving force) devida a
diferenga de concentragdo de oxigénio dissolvido e a concentragdo de oxigénio nas
condig¢des de saturagdo (Rols et al., 1990).

Para um bioreactor ¢ um meio de cultura especificos € possivel aumentar o valor
de kia e, consequentemente OTR, utilizando velocidades de agitagdo e caudais de
arejamento elevados (Gomes et al., 2007). Porém, a obtengdo de valores elevados de kza
por variagdo destes pardmetros traduz-se num elevado consumo energético, que
aumenta significativamente os custos de opera¢do. Elevadas taxas de agitagdo também
apresentam limitagdes quando aplicadas a células sensiveis ao atrito hidrodindmico
gerado pela excessiva turbuléncia (Gomes et al., 2007; Teixeira et al., 2007).

Devido a baixa solubilidade do oxigénio no meio de fermentagdo apenas se
conseguem pequenos aumentos da taxa de transferéncia de oxigénio aumentando o

caudal de arejamento, a agitagdo ou a pressdo parcial (Giridhar & Srisvastava, 2000).
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Outra hipdtese (menos explorada), € a adi¢do ao meio de cultura de uma segunda
fase liquida e imiscivel onde a solubilidade do oxigénio seja elevada. Ao adicionar uma
fase orgdnica com maior afinidade para o oxigénio, uma maior quantidade de oxigénio é
removida do gés de arejamento e retida no sistema e, apesar de ndo se conseguir
dissolver mais oxigénio que o correspondente & concentrag@o de saturagdo de cada uma
das fases, o fornecimento de oxigénio a fase aquosa € agora suplementado pelo
equilibrio de particdo do oxigénio dissolvido da fase orgdnica para a fase aquosa
(Nielsen et al.,, 2003b). Assim, a adigdo de uma fase orginica permite aumentar
significativamente a taxa de transferéncia de oxigénio do ar para os microrganismos,
sem necessidade de intensificar a mistura e, portanto, sem aumentar as necessidades de
fornecimento de energia (Rols et al., 1990; Cascaval et al., 2006; Amaral et al., 2008).
Deste modo, definem-se como vectores de oxigénio, os compostos que adicionados ao
meio de crescimento aumentam a taxa de transferéncia de oxigénio para os
microrganismos por apresentarem uma capacidade para solubilizar oxigénio superior a
da agua (Rols et al., 1990; Ho et al., 1990; Galaction et al., 2004).

Os vectores de oxigénio mais utilizados em biotecnologia sdo hidrocarbonetos
(Jia et al., 1997; Rols et al., 1990; Ho et al., 1990; Galaction et al., 2005; Giridhar &
Srivastava, 2000; Jianlong, 2000; Lai et al., 2002), perfluorocarbonetos (Rols et al.,
1990; Menge et al., 2001; Lowe et al., 1998; MacLean, 1977; Elibol, 2001) e os 6leos
vegetais (Rols & Goma, 1991; Zhao et al., 1999), alguns utilizados como agentes anti-
espuma. A solubilidade do oxigénio nestes compostos ¢ 15 a 20 vezes superior a
solubilidade em 4gua (Galaction et al, 2004; 2005). Comparativamente aos
perfluorcarbonetos, os hidrocarbonetos s3o mais baratos e, como tal, sdo mais
apropriados para fermentagdes em grande escala por razdes econdmicas (Ho et al.,
1990).

Quando se utilizam vectores de oxigénio, no fermentador estdo presentes quatro
fases: a fase gasosa (geralmente ar), a fase orgénica liquida, a solugdo aquosa e a fase
solida (os microrganismos). Nestas condi¢des surgem novas areas interfaciais entre o
gas e a fase liquida e a transferéncia de oxigénio das bolhas gasosas para as células pode
ocorrer por cinco vias esquematizadas na figura 14 (Rols et al., 1990; Galaction et al.,
2004). Tal como esquematizado, a transferéncia de oxigénio pode ocorrer directamente
para as células, ou através dos vectores de oxigénio adsorvidos ou ndo a superficie das
bolhas. Além disso, as células podem estar adsorvidas & superficie das bolhas ou as

gotas do vector (Galaction et al., 2004).
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Figura 14 — Mecanismos possiveis para a transferéncia de oxigénio na presenga de vectores de

oxigénio (B: bolha, C: célula, V: vector de oxigénio) (Galaction et al., 2004; Rols et al., 1990).

Entre os mecanismos de transferéncia de oxigénio apresentados na literatura, o
mais plausivel assume que o hidrocarboneto ¢ adsorvido a superficie das bolhas, com ou
sem forma¢do de um filme continuo, que a difusdo do oxigénio do ar para os
microrganismos ocorre através do vector de oxigénio e depois através da fase aquosa ou
directamente para as células adsorvidas as gotas do hidrocarboneto ou a superficie do
filme (Galaction et al., 2004; Cascaval et al., 2006).

A principal resisténcia a transferéncia de oxigénio num fermentador com vector
de oxigénio é devida a difusdo do gés através da camada aquosa adjacente a interface
vector-fase aquosa. Contudo, esta resisténcia a transferéncia de oxigénio ¢ compensada
pelo aumento da 4rea interfacial para a transferéncia de oxigénio e pela acumulagdo de
oxigénio na fase organica (Cascaval et al., 2006). Por esta razdo, o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio correspondente ao filme aquoso, K;a, pode
também ser utilizado para descrever a transferéncia de oxigénio nestes sistemas (Rols et
al., 1990; Galaction et al., 2004; Cascaval et al., 2006).

Na selecgdo de um vector de oxigénio para a fermentacio de um determinado
microrganismo ha que atender a biocompatibilidade do vector para o microrganismo. A
menor toxicidade, ou maior biocompatibilidade, de um composto organico para um
determinado microrganismo depende da sua hidrofobicidade, a qual é medida através do
logaritmo do coeficiente de parti¢éo (log P). O valor de log P de um solvente € uma
previsdo da retengdo de actividade de um biocatalisador nesse meio orgéanico (Hejazi et
al., 2002). Geralmente, a reteng¢do de actividade é baixa para solventes com valores de

log P inferiores a 2, ndo pode ser prevista para solventes com valores de log P entre 2 ¢
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4 e ¢ elevada para solventes pouco polares e apolares que tém log P superiores a 4
(Hejazi et al., 2002). Sendo os vectores de oxigénio solventes organicos, deverdo
seleccionar-se solventes com elevada afinidade pelo oxigénio e mais biocompativeis
(log P> 4-5) (Heipieper et al., 1994), a fim de evitar a diminuig¢do de produtividade do
processo por inibi¢do toxica das células.

Se o objectivo da fermentagdo for a produgdo de um produto solivel no vector
de oxigénio ha ainda a considerar a hipétese de o composto produzido pelo
microrganismo ser extraido para a fase orgénica. O processo em que a produgdo e a
extraccdo de um composto produzido por microalgas ocorre em simultidneo foi
denominado “milking” (Hejazi, 2003) e foi aplicado com sucesso na intensificagdo da
producdo de B-caroteno por Dunaliella salina (Hejazi & Eijffels, 2004). Neste caso, no
bioreactor estdo presentes uma fase aquosa, onde as células crescem, e uma fase para a
qual o produto ¢ extraido (Hejazi, 2003). Consoante o produto pretendido seja polar ou
pouco polar assim a fase de extracg@o € aquosa ou organica. Teoricamente, a utilizagdo
destes sistemas com mais uma fase permite, em simultdneo, a produgdo e a extrac¢io
selectiva de um produto a partir das células de microalgas e traduz-se num aumento da
produtividade cuja importdncia se compreende se se atender a que as baixas
produtividades s@o o maior constrangimento a utilizagdo comercial de microalgas para a
produgéo de compostos de elevado valor acrescentado (Borowitzka, 1999).

Como C. cohnii é um organismo aerébio obrigatério, o seu cultivo requer uma
transferéncia eficiente de oxigénio da fase gasosa para o meio de cultura. De Swaaf et
al. (1999) verificaram que um aumento da agitagido de 50 para 100 rpm se traduzia num
aumento superior a quatro vezes na densidade Optica atingida pelas culturas de C. cohnii
(ATCC 30772) crescidas em frasco agitado, provavelmente devido ao aumento do
fornecimento de oxigénio. De acordo com Mendoza et al. (2008), a disponibilidade de

oxigénio no meio de cultura também favorece a acumulagdo de DHA em C. cohnii
CCMP 316.

Em fermentadores, € necessdrio uma mistura vigorosa para assegurar a
transferéncia de oxigénio necessario as culturas com elevada densidade celular. No caso
de C. cohnii, o processo de transferéncia de oxigénio complica-se quando as culturas
atingem concentragdes de biomassa superiores a 10-15 gL' devido ao aumento da
viscosidade, resultante da produgdo de polissacaridos extracelulares (de Swaaf et al.,
2001). Um meio de fermentagdo muito viscoso requer um aumento da poténcia de

agitacdo e pode reduzir a taxa de transferéncia de oxigénio e dificultar o
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desenvolvimento de processos comerciais de obtengdo de elevadas densidades celulares.
Contudo, a adigdo de uma preparagdo comercial de hidrolases de polissacaridos
(Glucanex®) pode reduzir a viscosidade da cultura e a agitagdo necessiria a uma
transferéncia de oxigénio eficiente (de Swaaf et al., 2003c).

A utilizagdo de grandes fermentadores em vez de tanques mais pequenos tem
vantagens em termos econdmicos mas acarreta algumas complica¢des operacionais. O
aumento de tamanho do fermentador faz aumentar a pressdo absoluta na sua parte
inferior e, dependendo do tempo de mistura e dos coeficientes de transferéncia de
massa, isso pode resultar num aumento do teor dos gases dissolvidos e afectar o
crescimento e a produtividade de C. cohnii. Por conseguinte, € necessario assegurar uma
mistura adequada que evite a deplecdo de oxigénio e a acumulagdo de didéxido de
carbono sem sujeitar o organismo a excessivas tensdes de corte (Wynn et al., 2005).

A tensdo de oxigénio afecta o crescimento e a composi¢do em lipidos de C.
cohnii. Beach & Holz (1973) verificaram que as células da estirpe GC crescidas com
maior disponibilidade de oxigénio se multiplicavam mais rapidamente, continham
menos lipidos (em massa) mas estes eram mais insaturados que os das células crescidas
com limitagdo de oxigénio. Estes resultados estio de acordo com os obtidos
anteriormente por Harrington and Holz (1968) que haviam referido um aumento da
percentagem de 4acidos saturados em culturas ndo agitadas, crescidas em erlenmeyer
com menor razdo area superficial/volume (menor disponibilidade de oxigénio). A
substitui¢do do arejamento com ar por azoto traduziu-se na paragem do crescimento, no
aumento de volume das células, no aumento dos lipidos e na alteragdo da composi¢ido
em 4cidos gordos (favorecendo a formag&o dos acidos gordos saturados 14:0, 12:0, 18:0
e 10:0) (Beach & Holz, 1973).

Mendonza et al. (2008) também verificaram que a disponibilidade de oxigénio
favorecia a acumulagdo de DHA por C. cohnii CCMP 316.

A concentragdo Optima de oxigénio para a produgdo de lipidos pelas estirpes
Thraustochytrium e Schizochytrium é de 5-40% da saturagdo (Barclay, 1994).

Embora, de um modo geral, o aumento da tens@o de oxigénio no meio aumente o
teor de 4cidos gordos insaturados nos microrganismos, no caso de Schizochytrium sp.
(ATCC 20888) baixos niveis de oxigénio dissolvido no meio de fermentagdo aumentam
o rendimento e a produtividade em DHA (Bailey et al., 2008) e este facto pode ser
explicado atendendo a via biossintética anaerdbia presente neste organismo (Metz et al.,

2001). Atendendo a estes resultados, Bailey et al., (2008) propuseram um processo de
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produgdo de lipidos poliendicos em que, numa primeira fase de aumento da densidade
celular, o oxigénio dissolvido deve ser mantido no minimo em 4% da saturagdo e, numa
segunda fase de produgdo de lipidos, o oxigénio dissolvido deve ser no maximo 3% da
saturacdo.

Jakobsen et al. (2008) também verificaram que a limitagdo de oxigénio aumenta
o teor de lipidos do thraustochytrid Aurantiochytrium sp. T66. O teor de lipidos das
células sujeitas a limitagdo de oxigénio (oxigénio dissolvido inferior a 1% da saturagio
apos um periodo inicial de crescimento com arejamento elevado) aumentou de 13%
para 33% (m/m) da biomassa seca e o teor relativo de PUFAs aumentou, tendo o DHA e
o EPA atingido 52% e 13% (m/m), respectivamente do total dos &cidos gordos.

Registou-se ainda uma diminui¢do dos acidos gordos mono-insaturados nas células.

2.5.3.3 Temperatura

A biomassa algal reage continuamente a temperatura ambiente. Para além de
afectar a velocidade das reac¢des celulares, a temperatura afecta a natureza do
metabolismo, as necessidades nutricionais € a composi¢do da biomassa (Richmond,
1986).

As adaptagdes fisioldgicas das microalgas & temperatura de crescimento sdo
reguladas por caracteristicas bioquimicas, reac¢des enzimaticas, permeabilidade e
composicdo celulares. As adaptacdes do sistema de transporte da membrana e da fluidez
da membrana estdo relacionadas com a composi¢do em &cidos gordos e desempenham
um papel fundamental na resposta a temperatura de crescimento (Jiang & Chen, 2000
b).

Estd bem estabelecido que os microrganismos se adaptam fenotipicamente a
temperatura de crescimento e que para as temperaturas mais baixas as percentagens de
acidos gordos, sobretudo poli-insaturados, aumentam de forma a garantir a fluidez dos
lipidos de membrana (Jiang & Chen, 2000 b). Contudo, a resposta das algas a
temperatura ¢ especifica da espécie (Richmond, 1986) e os efeitos da temperatura na
composi¢do lipidica dependem da temperatura Optima para a espécie em questdo
(Cobelas, 1989), ndo existindo por isso uma correlagdo entre a temperatura e o teor em

acidos gordos poli-insaturados (Renaud et al., 1995).
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A temperatura afecta o crescimento celular e a composi¢cdo em PUFAs ®-3 em
microalgas (Jiang & Chen, 2000b; Wen & Chen, 2003) mas os dptimos de temperatura
para crescimento celular e para formagdo de produto ndo sdo necessariamente
coincidentes (Fonseca, 2007).

A taxa especifica maxima de crescimento varia com a temperatura de forma
analoga a observada com a velocidade de uma reac¢do enzimatica, isto ¢, aumenta com
a temperatura até um determinado valor, observando-se a partir dai um decréscimo
acentuado decorrente da desactivagdo térmica das proteinas (Nielsen, 2003a; Fonseca,
2007), mesmo para temperaturas que excedem o Optimo apenas em dois ou trés graus
(Richmond, 1986).

A temperatura optima de crescimento de C. cohnii é 27°C (Ishida, 1968, Tuttle
& Loeblisch, 1975). Jiang and Chen (2000b) estudaram o efeito da temperatura na
estirpe C. cohnii ATCC 30556 e concluiram que a microalga crescia em toda a gama
estudada de temperaturas (15-30°C) tendo obtido uma taxa especifica de crescimento
superior (0,092 h™') e uma maior concentragio de biomassa (2,42 gL, ap6s 56 h de
cultivo) 3 temperatura de 30°C. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos
anteriormente por Beach & Holz (1973) que descreveram uma inibigédo do crescimento
de C. cohnii abaixo de 14°C e acima de 31°C e com os de Tuttle & Loeblisch (1975) que
observaram crescimento de 20 a 35 °C.

Anteriormente, Gold & Baren (1966) ja haviam estudado o efeito da temperatura
no crescimento de Crypthecodinium cohnii isolada nas aguas de Porto Rico tendo
concluido que a temperatura 6ptima de crescimento era 30°C e que o crescimento era
inibido a 20 e a 35°C. De Swaaf et al. (1999) também obtiveram densidades Opticas
superiores para as culturas de C. cohnii ATCC 30772 crescidas a 30 °C durante 50 h,
comparativamente com as culturas crescidas a 27 °C, durante 0 mesmo tempo.

Geralmente C. cohnii cresce a temperaturas compreendidas entre 15 e 34° C. No
entanto, estirpes que crescam a temperaturas mais elevadas sdo preferidas para a
produgdo comercial por apresentarem um menor tempo de duplicagdo, reduzindo o
tempo de fermentagdo (Kyle et al., 1991; Kyle et al., 1995; Kyle et al., 1998; Kyle,
2004).

A temperatura de incubagdo também afecta a acumulagdo de lipidos e o teor em
DHA (de Swaaf et al., 1999; Jiang & Chen, 2000b).

De Swaaf et al. (1999) obtiveram um teor em lipidos de 13,0 % para as células
de C. cohnii ATCC 30772 crescidas a 27 °C, durante 50 h, e um teor de 7,8 % para as
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células crescidas a 30 °C durante 0 mesmo tempo; no que respeita a percentagem de
DHA nos lipidos, esta foi de 35,9% a 27 °C e de 40,4% a 30 °C. Beach e Holz (1973)
obtiveram um teor em lipidos superior nas células de C. cohnii crescidas a 31,5 °C
(11%) comparativamente ao das células crescidas a 25 °C (8,7%) mas estes autores
colheram as culturas crescidas a 31,5 e 25 °C em tempos diferentes (4 e 2 dias,
respectivamente) e esse factor pode ter afectado a produg@o de lipidos.

Jiang & Chen (2000b) concluiram que as células de C. cohnii ATCC30556
crescidas a 15°C apresentavam um teor de DHA superior (57,64%) relativamente ao
total de 4cidos gordos mas uma menor concentragio de biomassa pelo que as
produtividades eram semelhantes nas culturas crescidas no intervalo de temperaturas
15-25°C. De facto, as temperaturas mais baixas favoreciam a formagdo de 4cidos gordos
poli-insaturados de forma a manter a fluidez dos lipidos e as fung¢Ges proprias da
membrana celular (Jiang & Chen 2000b). Os autores testaram ainda crescimentos a
25°C e 30°C (durante 48 h) seguidos de incubagédo a 15°C (durante 24 h) e concluiram
que os valores mais elevados para o teor d¢ DHA na biomassa (6,21%) e para a
produtividade (1,47 mgL'h™) eram obtidos quando as culturas crescidas a 25°C eram
incubadas a 15°C, numa etapa final.

A temperatura dptima de crescimento de Shchizochytrium limacinum SR21 é
25°C (Yokochi et al., 1998). Contudo, os processos patenteados por Barclay (1994)
referem o crescimento de Shchizochytrium entre 5°C e 48 °C, de preferéncia entre 15-
40°C e, ainda preferivelmente entre 25 e 35°C. Leaifio et al. (2003) também referem a
temperatura de 25°C como Optima para a produgdo de lipidos por Shchizochytrium
mangrovei, Shchizochytrium sp. e Thraustochytrium sp.

Pyle (2008), utilizando métodos estatisticos de design experimental, determinou
19,2 °C como temperatura Optima para a produgdo de DHA por Schizochytrium
limacinum.

Recentemente, Zhu et al. (2008) estudaram o efeito da temperatura (16 a 37°C)
no crescimento e produ¢do de DHA por Schizochytrium limacinum; obtiveram maior
concentragdo de biomassa a 23-30°C e um teor de DHA superior nas células crescidas a
16-23°C, resultados que indicam que as temperaturas mais baixas favorecem a
acumulagdo de DHA. A produgio méxima de biomassa (13,09 gL') e de DHA (1,78
gL") foram obtidas a 23°C. No entanto, Nakahara et al. (1996) tinham determinado a

temperatura de 28°C como Optima para a produg¢do de DHA pela mesma espécie. Estas
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diferengas nas temperaturas Optimas podem resultar das diferentes composi¢des dos
meios de cultura (Zhu et al., 2008).

Bowles et al. (1999) estudaram 57 thraustochytrids isolados em ambientes
diferentes, tendo verificado que os isolados em 4guas mais frias apresentavam maiores
quantidades de DHA.

Bajpai et al. (1991b) determinaram que a temperatura 6ptima para a produgio de
DHA por Thraustochytrium aureum ATCC 34304 era 28°C e verificaram que
temperaturas de incubag3o mais baixas resultavam num aumento da insaturagdo dos
lipidos deste microrganismo. Estes resultados foram corroborados pelos de Kang et al.
(2007) que observaram que o aumento de temperatura (de 25 °C para 30 °C) reduz o
teor em PUFAs de Thraustochytrium aureum ATCC 34304.

Hur et al. (2002), ao estudarem o efeito da temperatura (4, 11, 18, 24 e 32 °C) no
crescimento e produgdo de DHA por Traustochytrium aureum ATCC 34304
verificaram que o crescimento era muito lento as temperaturas de 4 e 11 °C, que o teor
em lipidos aumentava com a diminui¢do da temperatura e que o teor de DHA nos
lipidos ndo era significativamente afectado pela temperatura de cultivo e se mantinha
praticamente constante ao longo de todo o cultivo (7 dias).

Kumar et al. (2004) patentearam um processo para aumentar o teor em PUFAs
de thraustochytrids em que, ap6s o crescimento de 2 a 5 dias num meio de cultura
optimizado na gama de temperatura 25-30 °C, as células sdo colhidas por centrifugacdo
¢ a biomassa obtida é guardada a aproximadamente 10 °C durante um periodo de 12 a
48 h. Este armazenamento das células a temperatura mais baixa resulta num aumento do
teor de PUFAs entre 0,5 e 5 vezes.

Também a microalga fotoautotrdfica Isochrysis sp. (TISO) responde as baixas
temperaturas de crescimento diminuindo a produg@o de 4cidos gordos saturados e
mono-insaturados e aumentando a produgdo de PUFAs pelo que, globalmente, a razdo
dcidos gordos insaturados/acidos gordos saturados aumenta com a diminui¢do da
temperatura (Renaud et al., 1995).

De acordo com Tanaka et al. (2007) Ulkenia sp. cresce numa gama de
temperaturas de 10 e 35 °C, preferivelmente entre os 17 € os 30 °C. Kumar et al. (2002)

também cultivaram Ulkenia radiata a temperaturas de 25 a 30°C.
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2.5.3.4 pH

O valor do pH de cultura afecta as fungdes da membrana celular, a estrutura e a
morfologia da célula, o consumo de nutrientes e a biossintese de produtos por
microrganismos (Kim et al., 2005; Zhu et al., 2008).

A influéncia do pH na actividade celular é determinada pela sensibilidade
individual das enzimas a alteragdes do pH (Nielsen, 2003a). Sendo a actividade
enzimética global da célula microbiana uma fung¢éo complexa do valor do pH do meio,
o mesmo se pode afirmar relativamente & dependéncia entre a taxa especifica de
crescimento ¢ o pH (Fonseca, 2007). Normalmente existe uma gama de uma a duas
unidades de pH dentro do qual o valor da taxa especifica maxima de crescimento varia
pouco (Fonseca, 2007).

Tuttle & Loeblisch (1975) determinaram que o pH Optimo para crescimento de
C. cohnii era 6,6, na gama testada (5,2-7,0). No entanto, o cultivo da microalga pode
efectuar-se numa gama mais alargada de valores de pH, entre 5 e 9, de preferéncia entre
6 e 7 (Kyle et al., 1991; 1998). Uma base como KOH ou NaOH é geralmente utilizada
para ajustar o pH do meio antes da inoculagio. A medida que a fermentagdo decorre o
pH do meio de cultura torna-se alcalino pelo que pode utilizar-se um é4cido inorginico
para corrigir o pH (Kyle et al., 1991; 1998; Kyle, 2004). Contudo, espécies capazes de
crescer a pH baixo (< 5), onde o crescimento da maior parte das bactérias € inibido, sdo
desejaveis (Behrens et al., 2005).

Jiang & Chen (2000a) estudaram o efeito do pH inicial do meio de cultura (4-10)
no crescimento e produgdo de DHA por C. cohnii e obtiveram a taxa especifica de
crescimento mais elevada (0,086 h™'), a maior concentragdo de biomassa (2,73 gL, o
rendimento biomassa/glucose mais elevado (Yxss = 0,564 gg') e a maior percentagem
de DHA, em relagdo ao total de 4cidos gordos a pH 7,2.

Schizochytrium e Traustochytrium crescem numa gama de pH de 5-11, de
preferéncia entre 6 e 8,5 (Barclay, 1994).

Recentemente, Zhu et al. (2008) obtiveram uma concentragio maxima de
biomassa (14,99 gL™) em culturas de Schizochytrium limacinum crescidas com um pH
inicial de 4,0 embora a concentragio maxima em DHA (1,77 gL") tenha sido obtida
para as células crescidas a pH 7,0. Para valores iniciais de pH de 3,0, 9,0 ¢ 10,0 os
autores observaram uma inibic¢éo significativa do crescimento. Anteriormente, Nakahara

et al. (1996) descreveram o valor de pH 4,0 como Optimo para a produg¢do de DHA por
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Shizochytrium SR21, enquanto Wu et al. (2005) obtiveram valores maximos para a
concentragdo de biomassa e DHA para pH 7,0. Estas diferencas entre os resultados
apresentados, podem ser atribuidas ao facto das estirpes e da composi¢do do meio de
cultura serem diferentes (Zhu et al., 2008).

Ganuza et al. (2008) descreveram o crescimento de Schizochytrium sp. G13/28
num sistema pH-auxostat em que o NH4OH era adicionado para controlar o valor de pH
em 7. Utilizando esta estratégia Schizochytrium sp. cresceu sem limitagdes de azoto e
atingiu uma concentragdo de biomassa de aproximadamente 60 gL' em dois dias;
produziu quantidades apreciaveis de lipidos (25%) e de DHA (aproximadamente 40%
do total dos 4cidos gordos). Nesta fase, a produgdo de PUFAs ocorreu em células em
crescimento balanceado e ndo foi induzida por uma limitagdo de azoto no meio. Numa
segunda fase, a acumulagdo de lipidos podia ser induzida impondo uma limitagdo de
azoto.

Para Thraustochytrium aureum ATCC 34304 o rendimento em DHA e o teor de
DHA na biomassa foram mdaximos para pH inicial de 6,0 (Bajpai et al., 1991b).
Contudo, Komazawa et al. (2008) referiram que o DHA, nos triacilglicerdis de
Thaustochytrium LFF1, aumentava para aproximadamente 80% quando o pH da cultura
era 8,5 e que, nestas condigdes, a concentragdo em DHA era 0,8 gLt

O pH inicial do meio de cultura de Ulkenia deve ser ajustado na gama 3,0 a 8,0,

preferencialmente entre 3,5 e 4,5 (Tanaka et al., 2007).

2.5.3.5 Salinidade

As células estio separadas do ambiente exterior por uma membrana semi-
permeével que, de uma forma geral, é permeavel a dgua e impermeével aos solutos. O
stress provocado por um aumento de salinidade no meio de crescimento impde que se
estabelega um equilibrio osmdtico essencial aos processos fisicos e quimicos
(Richmond, 1986).

O efeito da salinidade no crescimento e no teor de DHA de trés estirpes de
C.cohnii (ATCC 30556, ATCC 50051 e RJH) foi estudado por Jiang & Chen (1999)
crescendo as microalgas numa gama de concentragdes de NaC/de 0 a 35 gL,

Obtiveram um teor de DHA superior (56,9 % do total de 4&cidos gordos) e uma taxa
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especifica de crescimento superior (0,090 h') e uma maior concentragdo em biomassa
(2,51 gL'™") para C. cohnii ATCC 30556 a crescer com 9 gL' de NaC¥. C. cohnii ATCC
50051 e RJH apresentaram uma taxa especifica de crescimento maxima e um teor de
DHA mais elevado com 5 gL' de NaC/. Os autores verificaram ainda que, embora o
teor de 4cidos gordos ndo apresentasse uma relagdo 6bvia com a salinidade, diminuia
para salinidades mais elevadas.

Embora a concentragdo dptima de NaC/ para o crescimento seja especifica de
cada espécie (Jiang & Chen, 1999) de Swaaf et al. (1999) concluiram que uma
concentragdo minima de sal do mar de 17,8 gL’ (aproximadamente metade da
salinidade da 4gua do mar) era necesséria para crescimento e acumulagio de lipidos por
C.cohnii ATCC 30772. Apesar de C. cohnii ser um microorganismo marinho, Kyle et
al. (1991) referiram algum crescimento para salinidade zero.

A inibigdo do crescimento para baixas concentragdes de NaC/ (3 gL™) e para
concentragdes elevadas (50 gL ™) foi descrita para culturas de C. cohnii Seligo em frasco
agitado (Beach & Holz, 1973) e estéticas (Tuttle & Loeblish, 1975). As microalgas
marinhas requerem geralmente uma certa quantidade de ido cloreto, de preferéncia na
forma de cloreto de sédio, para manter o crescimento e a produgio de lipidos em cultura
(Behrens et al., 2005). A sobrevivéncia em condigdes de elevada salinidade requer
energia adicional para a sintese de agentes osmoreguladores que permitam manter o
equilibrio i6nico entre o meio e o citoplasma e para a reparagdo de danos provocados
pelo excesso de sal (Richmond, 1986).

Atendendo 2 concentragdo de cloreto na 4gua do mar (19,35 gL™') (Behrens et
al., 2005) e a que a maioria dos meios de cultura baseados em 4gua do mar (natural ou
artificial) é responsével pela corros@o dos fermentadores de ago inoxidavel, espécies de
salinidade mais baixa e/ou meios de cultura com menor salinidade sdo os mais
indicados para evitar problemas de corrosdo (de Swaaf et al., 1999).

As concentragdes de ido cloreto nos meios de cultura utilizados em
fermentadores de ago inoxidavel devem ser inferiores a 0,3 gL' (Barclay et al., 2005;
Behrens et al., 2005) para minimizar a corrosdo, a ruptura por stress (Barclay et al.,
2005) e problemas associados a efluentes com elevada salinidade (Barclay, 1994).

Behrens et al. (2005) identificaram e registaram em patente as condigdes que

permitem o crescimento de Crypthecodinium em meios de cultura contendo baixas
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concentragdes de cloreto sem que a biomassa obtida e os teores em lipidos € em DHA
sejam afectados negativamente. Para tal os autores manipularam as concentragdes dos
ides sddio e potassio no meio de cultura.

Yokochi et al. (1998) concluiram que Schizochytrium limacinum SR21 tolera
uma vasta gama de salinidades, incluindo meios de salinidade zero, observando-se
apenas pequenas variagdes no crescimento na gama de 50-200% da salinidade da 4gua
do mar.

Leaiio et al. (2003) descreveram como salinidade 6ptima para crescimento 15-30
%o para Schizochytrium mangrovei, 15-30 %o para Schizochytrium sp. € 22-30 %o para
Thraustochytrium sp.. Para a produggo de lipidos, a salinidade 6ptima foi de 15-22,5%o
para Schizochytrium mangrovei e de 15%o para Schizochytrium sp. e Thraustochytrium
sp. Em condigdes de cultura optimizadas, o DHA correspondia a 33% e 23 % do total
de 4cidos gordos para os géneros Schizochytrium Thraustochytrium, respectivamente.

Barclay (1994) descreveu o crescimento de Schizochytrium sp. S31 em meios de
baixa salinidade mantendo elevados rendimentos em biomassa e em 4cidos gordos ®-3.
De acordo com este autor, o teor em cloreto nos meios de cultura de Thraustochytrium e
Schizochytrium pode ser reduzido para evitar o seu efeito corrosivo no equipamento de
fermentagdo. A substitui¢do do cloreto de sodio por outros sais de sddio, nomeadamente
por sulfato de s6dio, além de evitar problemas de corrosdo limita o tamanho dos
agregados celulares (<150 pm didmetro) e torna a biomassa obtida por este processo
mais adequada a alimentacgdo de larvas de camardo.

Recentemente, Burja et al. (2006), num screening de estirpes de
Thraustochytrium com vista & produgdo de 4acidos gordos w-3 destacaram a estirpe
Thraustochytrium sp. ONC-T18 como capaz de crescer em meios de cultura com baixa
concentragdo de sal do mar (2 gL ™).

Kang et al. (2007) estudaram os efeitos do NaC/ e do MgSO,, principais
componentes do sal do mar, na produgdo de PUFAs por Thraustochytrium aureum
ATCC 34304 tendo concluido que a redugdo da concentragdo de NaC/ no meio de
cultura favorece a formagdo de PUFAs e de DHA; o mesmo acontecendo com o

MgSO,. As percentagens relativas de PUFAs e de DHA, em relagdo ao total de 4cidos

gordos, sdo maximas (67,10% e 49,47%, respectivamente) para a concentragdo de NaC/

de 10 gL e de MgSO, de 0 gL
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Rusing & Luy (2007) patentearam um método de cultivo de microrganismos, em
particular dos géneros Schizochytrium, Thraustochytrium e Ulkenia, num meio de
cultura em que a concentragio total de sal era inferior a 3,5 gL (inferior a 10% da
concentragdo tipica na 4gua do mar) onde o teor em DHA na biomassa era mais de 10%
superior ao da biomassa obtida num meio de cultura contendo um teor de sal de 50% do
da 4gua do mar. Nesta situag¢@o, o processamento do produto era simplificado pelo facto

de estar mais concentrado e menos contaminado com sais.

2.5.3.6 Idade da cultura

A fase de crescimento afecta o teor € a composi¢do em 4acidos gordos (Jiang &
Chen 2000b).

As microalgas oleaginosas tendem a cumular a sua fonte de energia na forma de
lipidos & medida que a idade da cultura aumenta (Yongmanitchai & Ward, 1989; Wen
& Chen, 2005). Assim, o teor das células em é4cidos gordos poli-insaturados tende a
seguir uma sigmoide; o teor aumenta até atingir um maximo (geralmente no final da
fase logaritmica ou no inicio da fase estaciondria de crescimento) e, depois, decresce
gradualmente no final da fase estacionaria e na fase de morte (Yongmanitchay & Ward,
1989).

Vazhappilly (1999) ao estudar as principais classes de lipidos envolvidas nas
alteragdes do teor em DHA de duas estirpes seleccionadas em diferentes fases de
crescimento confirmou que as alteragdes na propor¢do e no teor de DHA se deviam ao
efeito da idade das culturas na composi¢do dos triacilglicer6is, os quais constituem a
principal classe de lipidos a considerar tendo em vista a produgdo de DHA.

Harrington & Holz (1968) descreveram um aumento dos teores de 12:0 € 14:0 ¢
um decréscimo do teor de 22:6 em Crypthecodinium cohnii com o aumento da idade da
cultura na altura da colheita.

Jiang & Chen (2000b) descrevem um aumento do teor em DHA nas células de
C. conhii ATCC 30556 até ao inicio da fase estaciondria e uma diminui¢do do teor de
acidos gordos saturados no final da fase exponencial e no inicio da fase estacionaria.
Segundo os autores, estas alteragdes qualitativas e quantitativas podiam resultar do

consumo completo ou limitagdo por um nutriente especifico do meio de cultura. Assim,
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torna-se dificil separar o efeito da idade das culturas nos lipidos microbianos do efeito
da deficiéncia de nutrientes nesses mesmos lipidos.

Para Thaustochytrium aureum ATCC 34304 o teor de DHA nos lipidos
permanece relativamente constante, observando-se o 6ptimo para 6 dias de cultivo em
frasco agitado (Bajpai et al., 1991b). Em fermentador, os autores ndo observaram, para
esta espécie, uma fase pos-exponencial de acumulago de lipidos como ¢ referido para
outros microrganismos oleaginosos.

Chen & Chen (1999) consideraram que o tempo de incubagéo era o factor que
mais influenciava a produgdo de DHA por Schizochytrium ATCC 20889, tendo
registado um aumento significativo do teor d¢ DHA na biomassa do 5° para o 7° dia de
cultivo.

Ao estudarem a produgdo de DHA por Isochrysis galbana, Poisson & Ergan
(2001) verificaram que a produtividade volumétrica de DHA nd3o aumentava
significativamente do 4° ao 8° dia e, como tal, para aumentar a produtividade as células
deveriam ser colhidas no final da fase exponencial, aos 4 dias. No entanto, Liu & Lin

(2001) referiram um aumento do teor de DHA até ao oitavo dia de cultura.

2.5.3.7 Intensidade de luz e duragiio do fotoperiodo

A luz afecta o crescimento € o metabolismo celular assim como a composi¢éo
em 4cidos gordos de microrganismos, sobretudo em espécies fotossintéticas, j4 que as
membranas dos clorosplastos sdo constituidas por lipidos polares muito insaturados
(Wen & Chen, 2001b).

A luz estimula o crescimento dos thraustochytrids heterotréficos. O teor de
lipidos na biomassa e a concentragdo de DHA aumentaram significativamente (42% e
47%, respectivamente) nas culturas de Thraustochytrium aureum crescidas a luz
comparativamente as culturas crescidas no escuro (Bajpai et al., 1991 b).

De acordo com Tuttle & Loeblich (1975) a presenga de luz induz a produgdo de
carotendides em C. cohnii (as células crescidas sob luz fluorescente de 17,9 Wm™
possuem 4,2 vezes mais carotendides que as crescidas no escuro) e este facto pode
justificar as taxas de crescimento mais baixas obtidas em culturas crescidas na presenga

de luz.
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O optimo de produgdo de DHA por Isochrysis sp. CCMP 1324 foi obtido com
iluminag@o continua de 10 klux (Liu & Lin, 2001).

2.5.3.8 Técnicas de cultivo

A produgdo de produtos de elevado valor acrescentado como o DHA pode ser
aumentada em culturas de elevadas densidades celulares, particularmente apropriadas ao
cultivo heterotréfico de microalgas (Chen, 1996).

O modo de crescimento em fed-batch, frequentemente utilizado em
fermentag6es microbianas, conduz a obtengdo de elevadas densidades celulares porque
permite contornar a inibi¢do pelo substrato, mantendo a sua concentragdo no meio
abaixo do valor de inibigdo (Wen et al., 2002).

Ganuza & Izquierdo (2007) estudaram a acumulagdo de lipidos e de DHA por
Schizochytrium G13/2S em cultura batch e em cultura continua. Em batch, com 40 gL
de glucose e 2 gL' de glutamato, a produgdo de lipidos expressa em termos do total de
acidos gordos, aumentou durante o final da fase exponencial, atingiu cerca de 35% da
concentragio em biomassa e manteve-se constante até que a glucose fosse
completamente consumida. Na fase estacionaria, o DHA representava 43-47% do total
de acidos gordos. Em cultura continua, verificou-se que a concentragdo de biomassa € a
produgdo de 4cidos gordos aumentou com a concentragio de glucose até 14 gL' sem
que a proporgdo entre os diferentes 4cidos gordos fosse alterada. Os autores estudaram
também a variagdo da concentragio em biomassa e em é4cidos gordos com a taxa de
diluigdo tendo verificado que a concentrago de biomassa mais elevada (7,7- 6,2 gL™") e
a acumulag¢do méxima de lipidos (31-28% do total de 4cidos gordos) eram obtidas para
as taxas de diluigio mais baixas (0,02 e 0,04 h') sendo a produtividade volumétrica
maxima em DHA (39 mgL'h™) para a taxa de dilui¢do de 0,04 h.

Comparando as produtividades volumétricas em DHA obtidas em batch (50-46
mg DHA L'h") e em continuo (39 mg DHA L’'h') Ganuza & Izquierdo (2007)
concluiram que, apesar da produtividade em batch parecer superior, se ela for
recalculada atendendo a um periodo de 24 h necessario para arrancar uma nova
fermentagio, obtém-se um valor de 32 DHA L'h’, inferior ao obtido na cultura
continua. Uma produtividade superior, aliada a um método de colheita mais eficiente

(por exemplo, centrifuga¢do em continuo) e um rendimento biomassa/glucose similar a
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cultura batch, fazem da cultura continua de Schizochytrium uma técnica de cultivo com

potencial para aplicagdo industrial (Ganuza & Izquierdo 2007).

2.5.4 Estabilizacio

A oxidagdo de lipidos pode afectar negativamente o valor nutricional, as
qualidades sensoriais e o prazo de validade dos alimentos (Bartee et al., 2007).

Os grupos metileno ndo conjugados presentes nos acidos gordos poli-insaturados
podem ser facilmente atacados pelo oxigénio formando hidroperdxidos com ligagSes
duplas conjugadas (Robles Medina et al., 1998). A susceptibilidade de um dleo a
oxida¢do aumenta com a sua insatura¢do. A velocidade relativa de oxidagdo para os
acidos estedrico, oleico, linoleico e linolénico € de 1, 100, 1200 e 2500, respectivamente
enquanto que, para os acidos araquidonico, docosapentaendico e docosahexaenoico a
velocidade relativa de oxidag3o, estimada com base no nimero de grupos metileno
interrompidos por ligagdes duplas, ¢ de 3600, 4800 e 6000, respectivamente (Bartee et
al., 2007).

Uma vez iniciada, a oxidagdo dos PUFAs prossegue através de uma série de
reacgdes auto-cataliticas que originam uma grande variedade de compostos, muitas
vezes pouco conhecidos, que incluem aldeidos, 4cidos e outros compostos de baixo
peso molecular (Robles Medina et al., 1998). A oxidagdo ¢ acelerada pela luz, pelo
calor, pela humidade, pela presenca de oxigénio e de catalisadores tais como ibes
metalicos. Assim, a exposi¢do dos PUFAs a estes agentes deve ser minimizada durante
todo o processamento utilizando atmosfera inerte (azoto ou argon) se possivel. Devem
ser evitadas técnicas de separag¢do que empreguem calor e, se estiverem presentes iGes
metalicos (tais como o cobre) estes devem se inactivados por formagido de complexos
com EDTA (Robles Medina et al., 1998).

Para evitar ou limitar a oxidag¢@io dos lipidos, recorre-se, frequentemente, a
antioxidantes os quais apresentam a capacidade de retardar ou prevenir a oxidagéo,
mesmo em concentragdes muito baixas em comparagio com a do substrato. Os
antioxidantes s3o, usualmente, classificados em primarios e secundérios, tendo em conta
o modo como interagem com o substrato oxidavel. Assim, os antioxidantes primarios ou
de tipo 1 atrasam ou inibem o passo de iniciag@o ou interrompem o de propagagdo da

auto-oxidagdo. Em geral, reagem com os radicais convertendo-os em produtos
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termodinamicamente mais estaveis. Todavia, estes antioxidantes podem tornar-se pré-
oxidantes se estiverem presentes em grandes concentragdes. De entre os antioxidantes
primarios destacam-se os tocoferdis, o acido ascérbico, o hidroxianisol butilado
(Butylated Hydroxyanisole — BHA) e o di-ter-butilhidroxitolueno (Butylated
Hydroxytoluene — BHT), em que os dois ultimos sdo sintéticos (Faria & Batista, 2007).

Os antioxidantes secundérios, preventivos ou de tipo 2, actuam através de varios
mecanismos que incluem: (i) decomposi¢do dos hidroperéxidos em compostos
inactivos, como € o caso de varios tiois e sulfitos; (ii) diminui¢do da sensibilidade dos
sistemas com duplas ligagdes para formar radicais livres, como a estabilizag¢3o do 4acido
linoleico pelo hidréxido de potassio; (iii) prevencdo da iniciagdo por ac¢do da luz ou de
outra radiagfio, tais como carotenos que neutralizam o efeito de fotosensibilizagdo da
clorofila; (iv) desactivagdo de metais pesados, tal como agentes quelantes de que s3o
exemplos os 4cidos citrico, fosforico e fumdrico (Faria & Batista, 2007). Estes
antioxidantes apresentam, em geral, sinergia com os antioxidantes primdrios, sendo
utilizados em conjunto (Zuta et al., 2007).

Como a auto-oxidag@o € proporcional a concentragio de oxigénio para baixas
pressdes, ha que evitar a sua presencga; as amostras devem ser seladas sob viacuo em
ampolas com o minimo de espago vazio (Robles Medina et al, 1998). O
armazenamento a baixa temperatura € essencial. A -20°C a taxa de degradagdo é 1/16 da
que ocorre a temperatura ambiente. O armazenamento durante periodos longos (varios
anos) requer temperaturas de -40 a -80 °C (Robles Medina et al., 1998).

A butil hidroquinona terciéria (Tertiary Butylhydroquinone — TBHQ), o BHT e o
octilgalato em concentra¢des de 0,01-0,02% sdo anti-oxidantes efectivos para PUFAs
(Robles Medina et al., 1998). No entanto, as preferéncias dos consumidores vdo no
sentido da utilizagdo de “produtos naturais” nos alimentos, por exemplo 4cido ascorbico
ou a-tocoferol. A adi¢do de antioxidantes sintéticos como o BHT, o BHA e o TBHQ a
produtos alimentares, apesar de considerada segura, tornou-se uma quest@o delicada em
termos de marketing (Zuta et al., 2007).

De acordo com Bartee e colaboradores (2007) € possivel aumentar a estabilidade
dos 6leos contendo AA, DPA e DHA adicionado uma combinagdo de ascorbil-palmitato
e tocoferol calculada utilizando o método de anélise de superficie de resposta.

A qualidade dos Oleos, ricos em DHA produzidos por microrganismos, é
rigorosamente garantida durante a produgdo e processamento e mantida no produto final

pela adigdo de anti-oxidantes (250 ppm de ascorbil palmitato e 250 ppm de tocéferois,
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no caso do DHASCO) e pelo armazenamento do 6leo a temperaturas baixas, em

recipientes embalados sob atmosfera de azoto (Wynn et al., 2005).

2.5.5 Mercado

O mercado dos PUFAs ®-3 encontra-se em franca expansdo e abrange sectores
como a alimentagdo infantil, os produtos dietéticos, os alimentos enriquecidos, a
alimentagdo animal (galinhas, vacas, porcos) (Molina Grima, 1996) e a aquacultura
(Barclay & Zeller, 1996).

O 6leo rico em DHA (DHASCO), produzido pelo processo Martek, destina-se
exclusivamente ao mercado das formulagdes infantis. Este 6leo ¢ misturado, numa razdo
1:2 (v/v) com ARASCO™ e vendido sob o nome Formulaid (Ratledge, 2004). A
produgdo de Formulaid foi de aproximadamente 700 ton em 2003 (240 ton DHASCO),
aproximadamente 1000 ton em 2004 e estima-se que em 2010 atinja as 4000 ton/ano
(Kyle, 2005). O DHASCO ¢, actualmente vendido a 150 €kg (Wynn et al., 2005)
sendo, portanto, muito mais caro que os 6leos de origem vegetal e animal cuja cotagdo
se encontra no intervalo 0,3-0,6 €/Kg.

O sucesso comercial do 6leo enriquecido em DHA e AA pode ser atribuido a
trés factores principais:

- ao conhecimento acumulado em tentativas anteriores de scale-up de processos
para a obtengdo de outros 6leos a partir de microrganismos;

- A necessidade de um 6leo com caracteristicas especificas para a indistria de
alimentos para beb¢;

- 3 falta de alternativas de origem animal ou vegetal com essas caracteristicas
especificas (Kyle, 2005).

Os resultados favoraveis dos testes de toxicologia realizados em varias espécies
animais permitiram & Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América
(Food and Drug Administration, 2001) e a outras autoridades noutros paises,
reconhecerem como seguros, GRAS, os dleos de origem microbiana e permitir a sua
utilizacdo em alimentos para bebés.

Pelo processo Omega-Tech a Martek obtém um 6leo com um teor em DHA
superior a 40% (m/m) designado DHASCO-S ou “S-type DHA”. Este 6leo, vendido a

0,9 €/Kg, destina-se a competir com o 6leo de peixe no sector dos suplementos
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alimentares para adultos e ¢ sobretudo vendido na forma de capsulas (Kyle, 2005,
Barclay et al., 2005) e incorporado em alimentos tais como queijos, iogurtes e cereais de
pequeno almogo bem como em bebidas (Spolaore et al., 2006). Em 2003 a produgdo de
DHASCO-S foi de 10 ton e estima-se que a produgdo de SCO aumente 2000 ton/ano até
2010 atendendo apenas a novas aplicagdes alimentares (iogurtes, bebidas, sopas, barras
alimentares, pdo, formulagdes em po, etc.) isto €, excluindo os mercados das
formulagdes infantis e da alimentagdo animal (Kyle, 2005).

A produgdo de 6leo rico em DHA utilizando Ulkenia sp. no Jap3o e na
Alemanha ¢ recente (Ratledge, 2005). Este 6leo tem sido testado em produtos de
padaria, cereais, produtos lacteos, iogurtes, sumos de fruta e “snacks” (Kiy et al., 2005).

As elevadas concentragdes em DHA dos dleos obtidos a partir de Ulkenia sp.
permitem produzir cdpsulas muito mais pequenas que as de 6leo de peixe, com a mesma
quantidade de DHA e sem o sabor a peixe (Kiy et al., 2005).

Para além das previsdes de crescimento do mercado no que se refere as
aplicagdes actuais do DHA (alimentag@o infantil e suplementos nutricionais) hd que
considerar todo um conjunto de novas aplicagdes potenciais deste acido gordo,
nomeadamente no sector da alimentag@o animal e da aquacultura em particular.

Existem actualmente alguns exemplos de aplicacdo de acidos gordos na
alimentagdo animal. Tém sido utilizados Oleos de peixe e Oleos vegetais para
suplementar a rag@o de galinhas poedeiras e obter ovos ricos em DHA (Farrel, 1998;
Horrocks & Yeo, 1999). No entanto, esta suplementacdo apresenta algumas
desvantagens: o dcido a- linolénico, presente nos dleos vegetais, tem de ser convertido
a DHA e o processo de conversdo € limitado em muitos animais; o d6leo de peixe
apresenta problemas de estabilidade quando € adicionado as ragdes ja que a elevada area
superficial das mesmas facilita a oxidag@o dos acidos gordos e isso traduz-se no sabor e
no odor (Barclay et al.,, 1998). Reconhecendo estes problemas, e atendendo a que as
algas s@o os produtores primarios de EPA e DHA tem sido testada a utilizagdo de
biomassa microbiana na alimenta¢do animal. Foi utilizada biomassa de Schizochytrium
na alimentagdo de galinhas poedeiras e de vacas leiteiras para produzir ovos e leite
enriquecidos em DHA (Franklin ef al. 1999). Foram registados em patente métodos de
incorporar PUFAs (de origem microbiana) no leite (Abril et al., 2008). A biomassa
Schizochytrium tem sido utilizada na aquacultura para enriquecer rotiferos e larvas de
Artemia em DHA, antes dos mesmos serem utilizados na alimentagdo de larvas de peixe

e de camardo (Barclay & Zeller, 1996). Hayashi et al. (2007) verificaram que a
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alimentacdo de rotiferos com thraustochytrids enriquecidos em vitamina B12 aumenta
significativamente a taxa de crescimento dos mesmos. A biomassa de Schizochytrium e
Crypthecodinium ¢, actualmente, comercializada para alimentagdo de larvas de peixe e
de camardo (Aquafauna Bio-Marine, 2008).

Prevé-se que a aquacultura venha a consumir 1133000 ton de 6leo de peixe em
2010 o que, dependendo da produgéo, podera corresponder a cerca de 80% da produgdo
de dleo de peixe (Bergé & Barnathan, 2005).

Por um lado, a falta de sustentabilidade do recurso e, por outro, a bioacumulag@o
de toxinas sdo0 argumentos de peso a favor da substituigdo dos alimentos a base de peixe
e 6leo de peixe na aquacultura e fazem com que este sector constitua uma oportunidade
de mercado nica para o DHA e para a biomassa rica em SCO (Kyle, 2005).

Segundo Kyle (2005), a substituigdo das fontes tradicionais de PUFAs
(6leo/farinha de peixe) por biomassa SCO constitui uma alternativa “Clean & Green”
aceite pela maioria dos consumidores, que considera dispostos a pagar um acréscimo de
15% no custo do produto final, sobretudo se for dado algum incentivo governamental

no sentido da utilizagdo de fontes sustentaveis de acidos gordos poli-insaturados.

2.6 Crypthecodinium cohnii

2.6.1 Taxonomia

A designagdo “dinoflagelados” deriva da palavra grega dinos (rotagdo em
espiral), associada a0 movimento caracteristico destes organismos, e do latim flagellum
(flagelo). O primeiro dinoflagelado foi descrito por Baker em 1753 e classificado por
Muller em 1773.

A classificagdo dos dinoflagelados em geral e de Crypthecodinium cohnii em
particular, é muito controversa. Os dinoflagelados sdo eucariontes unicelulares
primitivos e os principais constituintes do fitoplancton (Barbier et al., 1995; Hackett et

al., 2004) marinho e de agua doce (Sanchez-Puerta et al., 2007). Sdo organismos

peculiares porque, apesar de serem eucariontes, mantiveram algumas caracteristicas




auséncia de histonas e nucleossomas (Moreau et al., 1998; Soyer-Gobillard et al., 1999).
O fuso mitdtico € extranuclear e penetra o nicleo através de canais citoplasmaticos
(Perret et al., 1993; Bhaud et al., 2000).

Tradicionalmente, os zodlogos classificavam os dinoflagelados como
protozodrios enquanto que os botdnicos os consideravam algas. Os dinoflagelados
foram descritos pela primeira vez por Otto Biitschli em 1885. Actualmente, os
dinoflagelados sdo classificados como Alveolates: protistas unicelulares que ndo sio
nem animais nem plantas (Clowes, 2003). Aproximadamente metade das espécies de
dinoflagelados sdo fotossintéticas, outras sdo heterotréficas e, algumas possuem as duas
formas de nutri¢do, facto que evidéncia a inutilidade das tentativas de classificagdo
destes organismos relativamente simples em algas e animais (Fensome et al.).

Crypthecodinium cohnii foi descrita por Seligo (1885) como Glenodinium
cohnii. Seligo estudou a morfologia destas células e referiu a presenca do sulco
transversal caracteristico das mesmas, o qual estd muito deslocado e ndo rodeia
completamente a célula. Schiller (1933) transferiu este organismo para o género
Gyrodinium Kofoid & Swezy (1921) como Gyrodinium cohnii (Seligo) Schiler.
Biecheler (1952) descreveu um novo género, com uma Unica espécie, Crypthecodinium
setense Biecheler, caracterizado pela presenca de finas tecas cuja visualizagdo
necessitava de um método de fixag@o especial. A morfologia destas células era muito
semelhante as de Gyrodinium cohnii e Chatton (1952) considerou-as co-especificas e
introduziu a combinag@o Crypthecodinium cohnii (Seligo) Chatton. Desde entdo, vérios
flagelados morfologicamente semelhantes tém sido isolados e considerados
Crypthecodinium cohnii (Ucko et al., 1997).

Ucko et al. (1989, 1994, 1997) descreveu como semelhante a C. cohnii um
dinoflagelado heterotrofico encontrado numa cultura exterior de Porphyridium sp., uma
alga vermelha unicelular, em Elat, Israel. Parrow et al. (2006) descreveu um
dinoflagelado, presente na 4gua salobra de um aqudrio na Universidade Estatal da
Carolina do Norte, E.U.A., muito semelhante ao descrita por Ucko et al., (1997) e que
encaixava na descri¢do de C. sentense de Biecheler. Este estudo demonstrou de forma
clara a tabulagdo das espécies Crypthecodinium por microscopia electronica de
varrimento.

Crypthecodinium cohnii é considerada uma espécie complexa, constituida por
muitas “espécies semelhantes” (Beam & Himes, 1982; Beam & Himes, 1987). Isto

significa que nem todos os membros da espécie taxonémica sdo membros da mesma
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espécie bioldgica e portanto, ndo partilham o mesmo fundo genético. De alguma forma
subdividiram-se em “espécies semelhantes” isto €, reprodutivamente isoladas mas

morfologicamente semelhantes (Beam & Himes, 1987).

2.6.2 Morfologia

Crypthecodinium cohnii apresenta duas morfologias: células nadadoras e quistos
(Bhaud et al., 1991) de dimensdes muito varidveis. As células nadadoras apresentam
valores de velocidade na ordem de 1km/ano (Beam & Himes, 1982).

Tal como noutros dinoflagelados, as células nadadoras possuem dois flagelos
heteromorficos e heterodindmicos distintos: um transversal, em forma de fita, cujo
batimento faz com que o organismo gire sobre si mesmo, promovendo a sua
estabilizagdo e propulsionando-o para a frente; e um longitudinal, orientado
perpendicularmente em relagdo ao primeiro, que determina a direc¢do do movimento
(Hackett et al., 2004). Os dois flagelos inserem-se na mesma zona da célula, o que
define, por convengdo, a superficie ventral (Fensome et al.; Clowes, 2003). Por
oposigdo fica definida a superficie dorsal; os lados direito e esquerdo da célula definem-
se por convengdo bioldgica tal como nos humanos (Clowes, 2003).

Os flagelos encontram-se inseridos em dois sulcos (transversal — cingulum e
longitudinal — sulcus, respectivamente) (Clowes, 2003). Em algumas estirpes de C.
cohnii, como a Elat, o cingulum encontra-se deslocado e rodeia apenas dois tergos da
célula (Ucko et al., 1997) mas, noutras estirpes, ndo esta deslocado e forma um Jloop
completo (Perret, 1993).

A parte da célula (vegetativa ou do quisto) anterior ao cingulum chama-se
epissoma e a parte posterior denomina-se hipossoma (Perret et al., 1993; Clowes, 2003).

A representagdo esquematica de C. cohnii por Perret et al. (1993) mostra um
sulco transversal que d4 quase uma volta completa a célula (fig. 15). Esta representagdo
difere, no entanto, da descri¢do original (Seligo, 1885) na qual o referido sulco est4
muito deslocado e ndo rodeia completamente a célula. Parrow et al. (2006) mostraram
uma fotografia, obtida por microscopia electronica, de uma espécie de Crypthecodinium

na qual o cingulum apenas rodeia dois ter¢os da célula (fig.16).
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Figura 15 — Representagdo esquematica de Crypthecodinium cohnii. (A) superficie ventral, (B)
superficie dorsal. E - epissoma; H - hipossoma, LF - flagelo longitudinal, TV - flagelo

transverso. A barra corresponde ao comprimento de 5 pm (Perret et al., 1991).

Crypthecodinium cohnii € uma espécie tecada. Possui uma teca delicada com 15
a 20 pm (Kubai & Ris, 1969) cujas placas, constituidas maioritariamente por celulose
(Kwok & Wong, 2003), s@o pouco visiveis sendo, por vezes, necessario recorrer a um
método de coloragdo especial (Ucko et al., 1997). Durante a locomog¢do da célula a teca
deforma-se (Sournia, 1986). A tabulagdo (arranjo das placas tecais) (Clowes, 2003) é

utilizada como critério taxonémico (Parrow et al., 2006).
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Figura 16 — Fotografia de uma espécie de Crypthecodinium obtida por microscopia electrénica

de varrimento (Parrow et al., 2006).

Os quistos apresentam-se isolados com uma forma ovdide (Sournia, 1986). Ou
estdo em estado de dorméncia/sobrevivéncia ou estdo a dividir-se (quistos vegetativos)
(Bhaud et al., 1991).

Ratledge et al. (2003) demonstraram que a forma enquistada, ndo mével, possui
teores superiores de lipidos, nomeadamente DHA, que a forma ndo enquistada (células

nadadoras).

2.6.3 Habitat

A Crypthecodinium cohnii e as suas espécies semelhantes sdo cosmopolitas e
foram encontradas em todo o mundo (Moreau e tal., 1998), dispersas nas aguas
temperadas e tropicais, desde o Atlantico Norte ao mar das Caraibas (Beam & Himes,
1977). Foram encontradas no Atlantico (Sournia, 1986) e também no Pacifico e

Mediterraneo (Beam & Himes, 1977) e no indico (Beam & Himes, 1982).
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Foram encontradas em vérios habitats incluindo praias ocednicas abertas, baias
salobras poluidas, estudrios e portos gelados no Atlantico Norte (Himes & Beam, 1978).
Muitas vezes encontram-se associadas a macroalgas, em particular Fuccus spp. (Beam
& Himes, 1982; Ucko et al., 1997). C. cohnii e as suas espécies semelhantes foram
também isoladas de outro tipo de hospedeiros tais como Macrocystis, Sargassum (Beam
& Himes, 1977), Cystoseira, Zostera, Thalassia, Phragmites e Acetabularia (Beam &
Himes, 1982).

A distribui¢do geografica € dificil de interpretar. Apesar das células nadadoras
serem moveis, a sua velocidade (1 km.ano™) ndo explica a sua distribuigdo, devendo-se
esta a outros agentes de dispersdo (Beam & Himes, 1982).

C. cohnii tem uma longa histéria de cultivo em laboratério que remonta a 1908

(Kyle, 1996) e ndo hé qualquer indicagdo de que seja toxica ou patogénica (Kyle,1996).

2.6.4 Nutricio

Crypthecodinium cohnii é um organismo heterotréfico obrigatério (Ucko et al.,
1997; Behrens et al., 2005), ndo possui cloroplastos (Henderson et al., 1988; Sanchez-
Puerta et al., 2007) e, como tal, necessita de uma fonte de carbono e energia para crescer
e se multiplicar, podendo fazé-lo no escuro. No seu habitat natural, este e outros
nutrientes sdo obtidos das 4dguas agitadas ou em putrefac¢io, de onde é normalmente
recolhida (Beam & Himes, 1987).

Beam & Himes (1987) sugeriu que C. cohnii poderia parasitar plantas aquaticas
(macrofitas) atendendo ao facto das células méveis de todas as estirpes da microalga
parecerem possuir um pedinculo, um organelo empregue por outros dinoflagelados em
fagotrofia. Existem também algumas estirpes fagotroficas (Ucko et al., 1997), por
exemplo a Elat, que se alimenta especificamente das células da microalga Porphyridium
sp. (Ucko et al., 1994; 1997). Nesta estirpe, o mecanismo de obtencdo de alimento é a
mizocitose (myzocytosis) isto é, o conteudo da célula presa é sugado por um tubo de

alimentagéo (Ucko et al., 1997).
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2.6.5 Reproducio

Crypthecodinium cohnii possui duas estratégias de multiplicagéo — a reprodugéo
assexuada e/ou a reprodugio sexuada. A ultima surge normalmente quando as condi¢des
do meio de cultura sdo desfavoraveis (Tuttle & Loeblisch, 1975; Bhaud et al., 1988) e

também foi observada em culturas densas, de crescimento rapido (Ucko et al., 1997).

Ciclo vegetativo

Os dinoflagelados sdo verdadeiros eucariontes com ciclos Gi-S-G-M mas
apresentam caracteristicas peculiares tais como: elevado conteido genémico do DNA,
membrana nuclear permanente, fuso mitdtico extra-nuclear e cromossomas ligados a
membrana nuclear para segregagdo (Bhaud et al., 2000)

Todos os dinoflagelados, com excepgdo dos membros da divisdo Syndinea,
possuem um dinocério, isto é, um nucleo caracterizado pelos cromossomas ndo
possuirem histonas nem nucleossomas (Moreau et al., 1998; Bhaud et al., 2000) e
permanecerem condensados entre as divisdes celulares (Rizzo, 2002). A membrana
nuclear de todos os dinoflagelados permanece intacta durante a mitose (mitose fechada)
(Barbier et al., 1995; Saldarriaga et al.,, 2004), sendo, por isso, o fuso mitdtico
extranuclear (Moreau et al., 1998; Saldarriaga et al., 2004).

Crypthecodinium cohnii apresenta um ciclo celular complexo em que cada
célula pode originar quistos que, sofrendo 1,2 ou 3 ciclos de mitose sucessivos, ddo
origem a 2, 4 ou 8 células (Bhaud et al., 1991), dependendo do caminho no ciclo celular
que cada uma das células tomar (Wong & Whiteley, 1996).

Bhaud e colaboradores (1994) estudaram o ciclo celular desta microalga em
detalhe (fig. 17).

Na fase G; as células de C. cohnii sdo biflageladas e nadadoras (moveis).
Quando entram na fase S tornam-se esféricas, perdem os flagelos e enquistam (imoéveis)
(Kwok & Wong, 2003). Em G, e M estdo enquistadas (Bhaud et al., 1991; Wong &
Whiteley, 1996; Kwok & Wong, 2003). O crescimento ocorre nas fases Gy e G,
sobretudo na fase G; (Kwok & Wong, 2003).

Em termos de duragdo, o primeiro ciclo celular de Crypthecodinium cohnii é
aproximadamente: fase G; 6 horas, fase S 1h 30 min, G+M 1 h 30 min com libertagdo
de células vegetativas 1 a 2 h ap6s a citocinese e o segundo ciclo celular € G;+S3 he
G,+M 2h (Bhaud et al., 1991).
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Figura 17 — Diagrama dos ciclos celulares sucessivos de Cryphthecodinium cohnii ao longo de
24 h. Neste exemplo, uma célula vegetativa da origem a 4 células que sdo libertas filhas num
ciclo celular de 16 h. Uma dessas novas células nadadoras origina duas células filhas 10 h mais
tarde (circulo externo do diagrama). Durante este tempo, outras células nadadoras seguem um
percurso diferente (circulo interno). Os pontos de transigdo G1/S sdo representados por setas e
os pontos de transigdo G2/M por seta e asterisco (Bhaud ef al., 1994). Sdo possiveis varios

diagramas.

Adicionando um inibidor da sintese proteica, Bhaud e colaboradores (1994)
determinaram a extensdo da fase G, (30 min) no primeiro ciclo (ciclo com fase G,
nadadora) e a duragdo das fases do segundo ciclo (ciclo no quisto): fase G; (30 min),
fase S (1 h e 30 min), fase G (2 h) e fase M (2 h). Antes do fim da fase G; do segundo
ciclo as células ndo estdio prontas a iniciar uma nova fase S; necessitam de sintetizar
proteinas especificas para essa fase pelo que os autores surgem a existéncia de um ponto
de transicdo G;/S. Pela mesma razdo a fase G, do primeiro ciclo (antes de mitose)
sugere a existéncia de um segundo ponto de transigdo Go/M a semelhanga do que

acontece noutros eucariontes (Bhaud et al., 1994).
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Reproducéo sexuada

O ciclo sexual de Crypthecodinium cohnii, 3 semelhanga do que acontece com o
de outros dinoflagelados, ¢ dificil de documentar porque: os gdmetas sdo idénticos as
células vegetativas (Beam et al., 1977; 1978), a fusdo dos gametas pode ser confundida
com divisdo (Parrow, 2003) e a reprodugdo sexuada é menos frequente que a assexuada
(Parrow, 2003).

Em termos de reproducdo sexuada Crypthecodinium cohnii apresenta iso €
anisogamia e forma uma ponte de fertilizagdo”. Durante a fertilizagdo ocorre a fusdo
dos gimetas e forma-se um planozigoto. O nimero de flagelos desta estrutura ndo ¢é
conhecido (Bhaud et al., 1988). O zigoto enquista e, no quisto, ocorre ciclose nuclear
que € utilizada para distinguir os quistos de origem zigoética dos quistos vegetativos
(Ucko et al., 1997).

A meiose de C. cohnii é peculiar tal como foi demonstrado por recombinagéo de
mutantes moéveis (Beam & Himes, 1974, 1982; Tuttle & Loeblisch, 1974a,b; Himes &
Beam, 1975, 1978; Beam et al., 1977). Bhaud et al. (1991) descreveram por um lado,
meiose convencional com duas divisdes e sem crossing-over e, por outro, meiose com
apenas uma divisdo.

Ucko et al. (1997) estudaram a reprodugdo de C. cohnii Elat e descreveram que
os gimetas (células semelhantes as células vegetativas) formam grupos de 3-8 células
que se movem activamente umas a volta das outras até que duas células diferentes
(anisogdmetas) ou iguais (isogdmetas) estabelecem contacto com as suas faces ventrais
¢ iniciam a fusdo; os outros flagelados afastam-se e as células em fusdo perdem um
flagelo transversal (Ucko et al., 1997); o zigoto formado move-se com dois flagelos
longitudinais e, passado algum tempo enquista (Ucko et al., 1997). Os quistos dividem-
se e libertam normalmente dois, mas as vezes 4-8 dinoflagelados (Ucko et al., 1997). Os
novos dinoflagelados tornam-se moveis quando abandonam o quisto e podem ser

células vegetativas ou gametas (Ucko et al., 1997).

2.6.6 Composi¢ao e metabolitos

A composi¢do de C. cohnii em termos de lipidos € tUnica atendendo a que

sintetiza apenas um 4cido gordo poli-insaturado em quantidades superiores a 1% do
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total de 4cidos gordos, o acido docosahexaendico, 2:6(n-3) (Harrington & Holz 1968;
Beach & Holz, 1973; Van Pelt et al., 1999; de Swaaf et al., 1999).

Henderson et al. (1988) determinaram que os lipidos representavam 24,6 % da
biomassa seca de C.cohnii WH-d, cultivada em frascos agitados em meio MLH, durante
seis dias. Os lipidos eram constituidos maioritariamente por lipidos neutros (71,6 %
m/m), dos quais 76,4 % (m/m) eram triacliglicerdis. A fosfatidilcolina era o lipido polar
mais abundante (63,6%, m/m) e a fosfatidiletanolamina o segundo mais abundante,
embora presente em quantidades muito inferiores ao primeiro (7,5 % m/m). Os 4cidos
gordos nos triacilglicerdis eram predominantemente saturados, enquanto que 57 %
(m/m) dos 4cidos gordos na frac¢do da fosfatidilcolina eram poli-insaturados,
representando o DHA mais de 50% dos 4cidos gordos desta frac¢do.

Beach & Holz (1973) também obtiveram 66% de DHA na frac¢do da
fosfatidilcolina, a qual correspondia a 79% dos lipidos polares, e apenas 25 % na
fraccdo dos triacilglicerdis (44% dos lipidos neutros).

Pelo contrario, Wynn et al. (2005) referem que o DHA se acumula
predominantemente nos triacilglicerdis das células de C. cohnii, isto é, na frac¢do dos
lipidos neutros. De acordo com o processo industrial registado em patente pela Martek
Corporation, o 6leo extraido da biomassa de C.cohnii é constituido por mais de 70% de
triacilglicerois, contendo em geral 30-50% de DHA (Kyle, 2004).

O constituinte principal da parede celular de C. cohnii € a celulose & semelhanga
do que acontece nas células das plantas (Kwok & Wong, 2005).

C. cohnii ndo possui pigmentos fotossintéticos mas, como reserva, acumula
amido e lipidos (Pringsheim, 1956; Loeblich, 1976) e sintetiza B e y-caroteno (Withers
& Tuttle, 1979), 4oa-metil esterdis, dinosterol, dihidrodinosterol (4a,23,24-
trimetilcolesta-5,22-dien-3p-ol), 4a,24-dimetil-colestan-3p-ol e 4a,24-dimetilcolest-5-
en-3B-ol (Withers et al., 1979).

De Swaaf et al. (2001) caracterizaram os polissacaridos extracelulares
produzidos por C.cohnii que descreveram como constituidos por 55% de polissacaridos,
10% de componentes proteicos, 10% de material desconhecido (precipitado apds
hidrdlise), 7% de cinzas e quantidades vestigiais de Si, Cl, Fe, Zn e Cu. C. cohnii
produz vérios exo-polissacaridos de tamanho e composi¢do variados. Foram detectadas
uma frac¢do de massa molecular superior (de 100 kDA a >1660 kDa) e uma fracgdo de

massa molecular média (6-48 kDa). A primeira continha, numa base molar, 71,7% de
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glucose, 13,1 % de galactose e 3,8 % de manose, enquanto a segunda continha 37,7%

de glucose, 19,8 % de galactose ¢ 28,1 % de manose (de Swaaf et al., 2001).

2.7 Produgio de DHA por Crypthecodinium cohnii

Como ja foi referido, os microrganismos Schizochytrium sp. € Ulkenia sp. sdo
utilizados para a produgdo industrial de DHA e a sua maior desvantagem reside no facto
de produzirem também quantidades significativas de dcido docosapentaendico 22:5 w-6
(DPA) (Nakahara et al., 1996; Yokochi et al., 1998; de Swaaf, 2003). Como as
propriedades e fungdes do DPA ainda ndo estdo esclarecidas (Nakahara et al., 1996), a
sua presen¢a em Oleos microbianos destinados a aplica¢des alimentares e farmacéuticas
deve ser encarada com cautela ou mesmo evitada. Por outro lado, a separagdo do DPA e
DHA ¢ dificil e dispendiosa (de Swaaf, 2003) pela proximidade estrutural e pela
semelhanga de propriedades fisico-quimicas. Pelas razdes anteriormente apresentadas, o
6leo produzido utilizando estes microrganismos destina-se ao mercado dos suplementos
alimentares para adultos (Ratledge, 2004) e das ragdes para aves domésticas e para
aquacultura (Sijtsma & Swaaf, 2004).

Comparando o perfil de acidos gordos dos microrganismos utilizados na
produgdo comercial de DHA e das fontes convencionais (tabela 9) verificamos que
Crypthecodinum cohnii apresenta um perfil de acidos gordos pouco complexo (muito
menos complexo do que o de dleo de peixe), e ndo produz nem EPA nem DPA o que a
torna indicada para a produgdo de DHA para incorporagdo em alimentos para bebés.

Por outro lado, o DHA ¢é o constituinte maioritdrio dos triacilgliceréis
acumulados por C. cohnii (Beach & Holz, 1973; Wynn et al., 2005; Sijtsma et al.,
2005), a forma preferivel para aplicagdes alimentares (Wynn et al., 2005) e aquela que
se encontra no leite materno (Koletzko et al., 2001b).

O screening de vérias microalgas com vista a produgdo de DHA indicou a
microalga Crypthecodinium cohnii como uma fonte promissora deste acido gordo; a
microalga produzia elevadas concentragdes de biomassa com um teor elevado de DHA,
ndo produzia EPA e apresentava uma taxa especifica de crescimento elevada

(Vazhappily & Chen, 1998). Posteriormente, o screening entre vérias estirpes desta
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microalga permitiu seleccionar as estirpes mais adequadas a produgdo comercial do
referido acido gordo.

Apesar da capacidade de C. cohnii para produzir DHA ser conhecida desde o
final dos anos sessenta (Harrington et al., 1968; Beach & Holz, 1973; Tuttle &
Loeblisch, 1975), as estirpes estudadas ndo eram capazes de crescer em tanques
agitados por serem sensiveis a agitagdo e as elevadas concentragdes de oxigénio
existentes neste tipo de equipamentos (Wynn et al., 2005).

A empresa Martek, combinando técnicas de screening e modificagdes do meio
de cultura, conseguiu optimizar o crescimento de uma estirpe seleccionada de C. cohnii
e produzir DHA em tanques agitados (Stirred Tank Reactor, STR) utilizando glucose
como principal fonte de carbono (Kyle, 1996). Conseguiu ainda aumentar o teor em
lipidos na biomassa das células da estirpe de produgdo em 242% entre 1997 e 2002
(Wynn et al., 2005).

A cultura do microrganismo faz-se a partir de uma cultura criopreservada e
certificada que € transferida progressivamente para frascos agitados e fermentadores de
maior volume, até um volume final de aproximadamente 200 m>, mantendo um volume
de in6culo de 5-10% (v/v) (Wynn et al., 2005). A temperatura, pH, arejamento, agitagdo
e o oxigénio dissolvido sdo continuamente monitorizados e controlados (Wynn et al.,
2005).

Atendendo a que a taxa especifica de crescimento de C. cohnii é muito inferior a
das bactérias, o processo € susceptivel de contaminag@o. Assim, a higiene da instalagio
industrial, a limpeza e a esterilizagdo in situ sdo também aspectos a monitorizar ¢ a
manter (Wynn et al., 2005).

O meio de cultura ¢ mantido ao longo de todo o processo de produg@o de indculo
para o fermentador de produgdo, para evitar o stress do organismo e possui uma
concentragdo em ido cloreto inferior & dos meios de cultura baseados em agua do mar,
geralmente utilizados em investigagdo, pelo facto destas concentragdes de cloreto ndo
serem compativeis com os tanques de ago inoxidavel (Wynn et al., 2005).

A fermentagdo, em fed-batch, decorre em duas etapas. A primeira de
crescimento activo, com células mdveis, em que o contetdo lipidico na biomassa é
minimo (aproximadamente 20 % m/m) e a segunda, em que ha esgotamento da fonte de
azoto mantendo a alimenta¢do de carbono; nesta fase, o crescimento € a divisdo celular
param uma vez que ndo hé sintese de nucledtidos e proteinas e o carbono € convertido

em lipidos de reserva (TAG) ricos em DHA, os lipidos constituem mais de 50% da
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biomassa e as células perdem os flagelos e enquistam (Wynn et al., 2005). A
manutencgio da concentragdo de carbono € um aspecto importante da optimizagio da
acumulagio dos lipidos: promove a sintese de lipidos € evita a utilizagdo de lipidos de
reserva ja que a B-oxidagdo induzida nas células por limitagdo de carbono provoca um
aumento dos 4cidos gordos livres e de di/ monoacilglicerdis no extracto final; estes,
além de complicarem o processamento final, baixam o rendimento do processo € a
estabilidade do 6éleo obtido (Wynn et al., 2005).

As células sdo colhidas por centrifuga¢do em continuo e secas por atomizagdo. A
oxidagdo do 6leo intracelular por exposi¢do ao oxigénio ¢ minimizada guardando a

biomassa a -20°C sob azoto até i extrac¢do do 6leo (fig. 18) (Wynn et al., 2005).
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Figura 18 — Processo de fermentagdo utilizado na produgéo do SCO (DHASCO™) a partir de
C. cohnii (Wynn et al., 2005).

O processo de extracgdo de dleo é semelhante ao utilizado na extracgdo de 6leos
de origem vegetal (Kyle, 1996). O 6leo ¢ extraido misturando a biomassa seca com
hexano e fazendo passar a mistura por um mecanismo que promove o rebentamento das
células, tornando os lipidos intracelulares mais acessiveis a extrac¢do (Wynn et al,,

2005). A ruptura das células da origem a residuos celulares de dimensdo diversa que
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terdo de ser removidos (Ratledge et al., 2005). A mistura contendo o 6leo extraido é
sujeita a um processo de winterizagdo para remover triacilgliceréis com elevado ponto

de fusdo e outras impurezas. Finalmente, o solvente € removido e obtém-se o leo bruto

(fig. 19).
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Figura 19 — Extrac¢do de triacilgliceréis a partir de C. cohnii para obter o DHASCO™
(Ratledge et al., 2005).

O dleo bruto obtido possui impurezas, odor e um aspecto pouco claro (Ratledge
et al., 2005), ¢ entdo refinado, branqueado, winterizado e desodorizado (fig. 20). Entre
as impurezas e outros componentes que sdo removidos ou reduzidos no processo de
refinagdo incluem-se acidos gordos livres, agua, fosfolipidos, minerais, carotendides,
esterois, tocoferois/tocotrienois, ceras e restos de células (Ratledge et al., 2005).

O dleo desodorizado ¢ diluido a 40% (m/m) de DHA por adi¢do de dleo de
girassol (Kyle, 1996; Ratledgeet al., 2005; Wynn et al., 2005), estabilizado por adig¢do
de anti-oxidantes — tocoferdis (250 ppm) e ascorbil-palmitato (250 ppm) (Wynn et al.,
2005) e guardado a baixa temperatura, sob a atmosfera de azoto.

Todo o processo decorre de acordo com as boas praticas de fabrico (Good
Manufacturing Practices — GMP) para a industria alimentar, designadas pela Food and

Drug Administration dos Estados Unidos (Kyle, 1996).
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Figura 20 — Layout (logistica) do processo de refinagdo do DHASCO™ (Wynn et al., 2005).

2.8 Purificagio e concentragio de DHA e outros acidos gordos poli-insaturados

A produgdo de lipidos de origem microbiana tem-se centrado na selec¢do de
microrganismos e na optimizagdo das respectivas condigdes de cultura, tendo sido dada
menos atengdo ao processamento da biomassa e ao tratamento dos 6leos. A maioria dos
métodos de extracgdo aplicados aos sistemas microbianos foi originalmente descrita
para tecidos animais e para plantas (Certik & Shimizu, 1999).

A produgdo de metabolitos intracelulares a partir de microalgas requer: a
producdo de biomassa apropriada em grande escala; a recolha da biomassa a partir de
uma suspensio relativamente diluida; a extracgdo do metabolito pretendido a partir da
biomassa e a purificagdo do extracto bruto (Molina Grima et al., 2003). Assim, em

termos econdmicos, a produgdo é influenciada pelo custo da produgdo de biomassa, pelo
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teor do metabolito na biomassa e pelo custo de purificagdo do metabolito (Molina
Grima et al., 2003).

Ao focar-se em produtos quimicos de elevado valor acrescentado, a
biotecnologia das microalgas necessita ndo s6 de técnicas de cultivo em massa, mas
também de desenvolver métodos de processamento posterior (Molina Grima et al.,
1995) que, em muitos casos, sdo mais dispendiosos do que a cultura das microalgas
(Molina Grima et al., 2003) e terdo de ser seleccionados de acordo com a natureza das
células microbianas e o tipo de extracto pretendido (Certik & Shimizu, 1999).

Tipicamente o downstream processing de produtos microbianos contribui com

60-80 % dos custos totais de produgdo (Chisti & Moo-Young, 1994; Chisti, 1998).

2.8.1 Recolha da biomassa

Antes da extrac¢do de um Oleo de origem microbiana hd que recolher a
biomassa. Tipicamente, os custos da recolha da biomassa do meio de fermentagio
representam 20-30% dos custos da sua produgdo (Molina Grima et al., 2003). E
necessério tratar grandes volumes de caldo relativamente diluido (< 0,5 kgm™ de
biomassa seca, em alguns sistemas de producdo comercial), com células de reduzidas
dimensdes (3-30 um de didmetro) (Molina Grima et al., 2003).

A colheita da biomassa requer uma ou mais operagdes de separagdo sélido-
liquido. A biomassa pode ser colhida por centrifugagdo, filtragdo (convencional ou
utilizando membranas de microfiltragdo ou ultrafiltragdo) e, em alguns casos, por
sedimentagdo. Estes processos podem ser, eventualmente, precedidos de um passo de
flotagdo (Molina Grima et al., 2003).

A maioria das microalgas pode ser colhida por centrifugagdo. No entanto, esta
técnica ¢ dispendiosa em termos energéticos e s6 € praticavel para produtos de elevado
valor acrescentado (Molina Grima et al., 2003). Este processo de separagdo foi também
considerado o mais apropriado para prolongar o prazo de validade de concentrados para
aquacultura (D’Souza et al., 2000; Heasman et al., 2000).

A colheita resulta normalmente numa concentragcdo da biomassa algal de 50 a
200 vezes (Molina Grima et al., 2003). Tipicamente, a biomassa humida contém, nesta

fase, um teor de 4gua de 80% (Ratledge et al., 2005).
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A colheita industrial de C. cohnii é efectuada por centrifugacdo, em continuo, e
inclui uma etapa de lavagem para remogdo de componentes do meio de cultura (Wynn
et al., 2005).

A recolha da biomassa de Shizochytrium é feita directamente em secadores de
tambor, evitando a centrifugagdo (Bailey et al., 2008).

O tratamento posterior da biomassa depende do produto pretendido mas deve
fazer-se o mais rapidamente possivel para evitar degradagdo (Molina Grima et al.,
2003).

2.8.2 Pré-tratamento e ruptura celular

Os lipidos de origem microbiana podem ser extraidos directamente a partir da
biomassa humida, apds a colheita (Molina Grima et al., 2003). Contudo, a menos que a
biomassa tenha sido de alguma forma pré-tratada, ela contém muitas enzimas que
continuam activas; algumas, tais como lipases e esterases, sdo inclusive activadas pelo
processo de remogdo das células da sua fonte de nutrientes (Ratledge et al., 2005) e
podem contribuir para a degradagdo de constituintes intracelulares. Além disso, sob
certas condigdes, as células podem consumir os dleos que acumularam (Ratledge et al.,
2005).

Assim que a biomassa tenha sido estabilizada e as enzimas inactivadas,
geralmente por aquecimento, a dgua pode ser removida por filtragdo sob pressdo
seguida, se necessario, de secagem (Ratledge et al., 2005). A secagem pode fazer-se
recorrendo a métodos como a atomizagdo (spray-dryer), a secagem em tambor ou a
liofilizagdo (Molina Grima et al., 2003) sendo que, no caso de produtos de elevado valor
acrescentado, a atomizagdo € o processo mais utilizado pelo facto da liofilizagdo ser
demasiado dispendiosa para aplicagdes em grande escala (Molina Grima et al., 2004).

No caso dos microrganismos produtores de DHA (C. cohnii, Shizochytrium sp. e
Ulkenia sp.), a secagem ¢ necessdria para produzir uma biomassa que possa Ser
guardada durante longos periodos de tempo sem deterioragdo microbiana, quimica e
sensorial (Ratledge et al., 2005; Food Standards Australia New Zealand, 2005). Como a
biomassa apresenta geralmente um limite de tempo e temperatura ao qual pode ser
exposta sem decomposi¢do do dleo, hd que decidir entre longos tempos de secagem a

temperaturas mais baixas ou uma breve exposi¢do a condi¢des mais severas. A escolha

117



recai normalmente sobre secadores spray ou flash com tempos de exposigdo curtos, que
operam sob condi¢des criteriosamente seleccionadas atendendo a sensibilidade do
material ao calor (Ratledge et al., 2005).

Como o DHA esté4 contido no interior das células (nos lipidos de reserva e nos
lipidos estruturais) e os microrganismos utilizados na sua produg@o possuem paredes
celulares rigidas, estas terdo de ser rompidas para libertar o contetido celular (Ratledge
et al., 2005). Os métodos de ruptura celular podem ser classificados em trés grandes
categorias: quimicos, biologicos e fisicos e, alguns deles, apresentam limitagdes no que
respeita a sua aplicagdo em grande escala, & sua compatibilidade com o produto e ao
custo (Ratledge et al., 2005).

O conhecimento da estrutura e composi¢do da parede celular ¢ importante na
optimizagdo de métodos quimicos que garantam a lise das células, sem degradagdo do
DHA. No que respeita aos métodos mecanicos, o tamanho, forma e grau de cross-
linking dos polimeros estruturais determinam a facilidade de ruptura. Apesar dos
métodos mecdnicos, sobretudo a moagem em himido, em moinhos de bolas de alta
velocidade e em homogeneizadores de alta pressdo, terem dado bons resultados na
ruptura de paredes celulares de microrganismos, incluindo algas (Ratledge et al., 2005),
¢ desejavel que a ruptura celular seja o mais completa possivel para permitir uma
melhor penetragdo do solvente e aumentar o rendimento da extracg¢do de lipidos. Isso
consegue-se optimizando as varidveis do processo nomeadamente o fluxo, a pressdo, a
temperatura, o design e o funcionamento da cdmara de ruptura (Ratledge et al., 2005).

A maior ou menor facilidade de ruptura celular também esté relacionada com as
condi¢des de crescimento durante a fermentagdo. De um modo geral, taxas de
crescimento superiores correspondem a células com paredes celulares mais fracas
(Chisti, 1998; Ratledge et al., 2005) porque ndo houve tempo de produzir material para
reforgar as estruturas celulares (Ratledge et al., 2005). Assim, serd de esperar que
Schizochytrium sp., que cresce mais rapidamente que C. cohnii, apresente uma parede
celular mais fraca e mais facil de romper (Ratledge et al., 2005). Os periodos de
caréncia e crescimento limitados impostos no sentido de promover a acumulagdo de
lipidos (secg¢do 2.3.2) podem, por outro lado, levar as células a reforgar a sua parede
como forma de preparar a sua sobrevivéncia (Ratledge et al., 2005). Em suma, a
estabilidade mecénica de uma alga nfo é uma constante. Depende da estirpe utilizada,
das condigdes de crescimento e do historial da biomassa (Ratledge et al., 2005) e afecta

o custo, rapidez e eficiéncia do processamento posterior.
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2.8.3 Extracgdo de lipidos /acidos gordos

As algas produzem uma grande variedade de lipidos que podem ser classificados
em neutros ou polares e subdivididos de acordo com a tabela 11 (Robles Medina et al.,
1998).

Tabela 11 — Classifica¢do de lipidos (Robles Medina et al., 1998).

Lipidos neutros Lipidos Polares

Fosfolipidos Glicolipidos
Triacilglicerdis Fosfatidilcolina Sulfoquinosildiglicerido
Ceras Fosfatidiletanolamina Monogalactosildiglicerido
Hidrocarbonetos Fosfatidilserina Digalactosildiglicerido
Acidos gordos livres Fosfatidilglicerol
Ester6is Fosfatidilinositol

Os PUFAs podem estar presentes como triacilglicer6is, fosfolipidos e
glicolipidos. Os primeiros s3o normalmente considerados como lipidos de reserva
enquanto os fosfolipidos e glicolipidos sdo considerados lipidos estruturais por fazerem
parte das membranas das células ou de organelos (Robles Medina et al., 1998).

Os métodos de extracg¢do de lipidos devem ser rapidos, eficientes e suaves, de
forma a minimizar a degradag&o dos lipidos e 4acidos gordos. Os solventes de extrac¢do
devem ser baratos, volateis (para que sejam facilmente removidos posteriormente sem
deixar residuos), livres de t6xicos ou impurezas reactivas (que reajam com os lipidos),
capazes de formar um sistema bifasico com a 4gua (para esta remover componentes nao
lipidicos) e ndo devem extrair componentes indesejaveis (proteolipidos, pequenas
moléculas, etc.) (Robles Medina et al., 1998).

Para uma extracgdo completa, todas as ligagdes entre os lipidos e outros
componentes ndo lipidicos das células tém de ser quebradas e os agentes utilizados nido
podem degradar os lipidos. Os lipidos participam em varios tipos de ligagdes: (i)
interacgdes de van der Waals, nas quais os lipidos neutros ou ndo polares, tais como os
glicerideos, estdo ligados através da sua cadeia carbonada, a outros lipidos e a regides
hidrofébicas de proteinas; (ii) ligagdes de hidrogénio e interacgdes electrostaticas,
através das quais os lipidos polares se ligam as proteinas; (iii) ligagdes covalentes,

embora este tipo de ligagdo seja menos frequente (Robles Medina et al., 1998).
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Enquanto as interac¢Ges hidrofébicas, que ligam os lipidos de reserva, podem ser
quebradas utilizando solventes ndo polares (cloroférmio, hexano ou éter), as ligagdes de
hidrogénio dos lipidos polares associados & membrana necessitam de solventes polares
(metanol, etanol, outros é&lcoois e 4gua) e, para extrair lipidos ligados por forgas
electrostaticas mais fortes, tais como liga¢des idnicas, sd0 necessarias variagdes de pH
(Robles Medina et al., 1998).

O solvente ideal para a extracg¢do de lipidos deve ser suficientemente polar para
remover os lipidos das membranas celulares e, simultaneamente ndo muito polar de
forma a dissolver os lipidos pouco polares (Somashekar et al., 2001).

Como os lipidos também estdo retidos nas células por confinamento mecénico, a
adigdo de uma pequena quantidade de agua ao solvente de extrac¢do dilata as estruturas
celulares, ricas em polisacéridos, fazendo com que as mesmas fiquem targidas,
facilitando o acesso do solvente aos lipidos e é absolutamente necessaria para a
extrac¢do quantitativa dos lipidos polares (Robles Medina et al., 1998).

Por outro lado, como os microrganismos contém enzimas que podem degradar
os lipidos, durante a sua extrac¢do € necessério inactivar essas enzimas adicionando um
dlcool ao solvente de extracg¢do. O élcool também ajuda a dissolver os lipidos mais
polares e a romper as ligacdes entre os lipidos e proteinas. No entanto, os solventes
alcodlicos também extraem contaminantes tais como agucares, aminoacidos, sais,
proteinas hidrofobicas e pigmentos que terdo de ser removidos do extracto alcodlico
(Robles Medina et al., 1998).

Embora tenham sido sugeridos vérios solventes ou'combinagc”)es de solventes
para a extrac¢@o de lipidos de microrganismos, a maioria dos processos de extracg¢do
utiliza cloroférmio-metanol (2:1 v/v) tal como foi sugerido por Folch et al. (1957). No
entanto, o procedimento e as etapas de extrac¢do variam de autor para autor (Garcia
Camacho et al., 1990). Num protocolo aperfeigoado e simplificado, Bligh e Dyer (1959)
utilizaram uma mistura monofésica cloroférmio-metanol-agua (1:2:0,8 v/v, incluindo a
agua presente na amostra) para a extrac¢do de lipidos de tecidos frescos. A mistura de
extrac¢do € diluida com cloroférmio e 4gua e forma um sistema bifasico cloroférmio-
metanol-agua (2:2:1,8 v/v) em que a fase inferior é constituida por cloroférmio quase
puro e contém os lipidos purificados; a fase superior é constituida sobretudo por
metanol e 4gua e contém os componentes ndo lipidicos. A extrac¢do € simples rapida e
suave (temperatura ambiente). A extrac¢do dos lipidos € completa e a separa¢do entre

lipidos e ndo lipidos € aproximadamente quantitativa. O método é aplicavel a uma
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grande variedade de materiais (tecidos de animais ou de plantas e a microrganismos) e €
utilizado, como rotina, na extrac¢do de lipidos de microalgas (Robles Medina et al.,
1998). No entanto, se os Oleos microbianos se destinam ao consumo humano os
solventes utilizados tém de ser aceitiveis em termos de toxidade, manipulagio,
seguranga e custo (Certik & Shimizu, 1999) e os solventes anteriormente referidos sio
demasiado téxicos para serem utilizados com fins nutricionais ou farmacéuticos
(Ratledge et al., 2005).

A extracgdo de lipidos utilizando uma mistura hexano-isopropanol (3:2 v/v), de
baixa toxicidade, seguida de lavagem com sulfato de sédio aquoso para remover
contaminantes ndo lipidicos, pode apresentar algumas vantagens em relagdo aos
sistemas de Bligh e Dyer mas di origem a baixos rendimentos em lipidos quando
aplicada a microalgas (Molina Grima et al., 1994).

Para obter os 4acidos gordos livres a partir de extractos lipidicos € necessério
saponificar o extracto. Adicionando uma base & mistura de extracgdo podem-se extrair
directamente os 4cidos gordos (Molina Grima et al., 1994). A saponificagdo directa
durante a extracgdo da biomassa é mais rapida e menos dispendiosa que a extrac¢do
seguida de saponificagdo mas exige condi¢des de operagdo mais severas (1 h a 60°C ou
8 h & temperatura ambiente) e apresenta um rendimento ligeiramente inferior, para o
mesmo sistema (Robles Medina et al., 1998). A extracgdo directa da biomassa humida
de Phaeodactylum tricornutum com 96% de etanol produz quase tantos lipidos (90%)
como a biomassa liofilizada (96%) (Molina Grima, 1996).

Sistemas mais biocompativeis tais como etanol (96%) e hexano/etanol (2:5 v/v)
foram utilizados com sucesso na extracgdo dos acidos gordos poli-insaturados obtidos
por saponificagdo directa da biomassa liofilizada de Phaeodactylum tricornutum
(Cartens et al., 1996; Ibanéz Gonzilez et al., 1998; Ramirez Fajardo, 2007), Isochrysis
galbana (Molina Grima et al., 1994; Robles Medina et al., 1995a) e Phorphiridium
cruentum (Giménez Giménez et al., 1998).

Os métodos de purificagdo do extracto bruto baseiam-se nas diferengas de
afinidade dos lipidos polares e dos contaminantes, para um dado solvente. O extracto
pode ser tratado com solventes apolares como o cloroférmio, hexano e éter dietilico nos
quais os contaminantes ndo lipidicos sdo menos soluveis. No entanto, este procedimento
ndo extrai completamente os lipidos polares devido & sua baixa solubilidade nestes

solventes (Robles Medina et al., 1998).
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2.8.4 Concentragio e purificagio

Os métodos utilizados na obtengdo de fracgdes ricas em PUFAs a partir de 6leos
naturais (vegetais, animais e microbianos) baseiam-se em diferengas de polaridade e/ou
configuragdo espacial dos acidos gordos presentes no extracto, as quais estdo associadas
sobretudo, ao nimero de ligagdes duplas na cadeia de 4tomos de carbono (Guil-
Guerrero et al., 2003).

A inclusdo de PUFAs em medicamentos requer a sua purificagdo até graus de
pureza superiores a 95% (Ratledge et al., 2005). Assim, as diferentes fontes de acidos
gordos poli-insaturados competem néo apenas em produtividade, concentragdo e custo
de produg@o mas também na separagdo do acido gordo poli-insaturado de interesse de
outros similares (Ratledge et al., 2005).

De entre os métodos de concentragdo, apenas alguns sdo satisfatérios para
aplicagdo em grande escala. Os métodos disponiveis incluem: cristalizagdo a baixa
temperatura, complexagdo com ureia, extrac¢do supercritica, separagdo enzimatica,
cromatografia de adsor¢do e destilagdo fraccionada ou molecular (Shahidi &
Wanasundara, 1998). Cada técnica apresenta as suas vantagens e desvantagens. O
desafio que se coloca actualmente é desenvolver processos que permitam obter
concentrados de PUFAs ou de um PUFA especifico a baixo custo de forma a satisfazer

a procura crescente destes produtos.

2.8.4.1 Cristalizagdo a baixa temperatura (winterizacio)

Winterizagdo é o nome dado ao processo de remogéo da fracg¢@o sélida que se
forma nos o6leos vegetais a baixa temperatura (Dueppen et al., 2003). O termo surgiu
décadas atras, para designar a pratica de submeter os 6leos obtidos a partir de sementes
as baixas temperaturas dos meses de Inverno para depois, por filtragdo, separar o dleo
dos sdlidos sedimentados entretanto formados (Dueppen et al., 2003).

Uma mistura de 4cidos gordos € liquida para temperaturas superiores ao ponto
de fusdo do componente com ponto de fusdo mais elevado. Diminuindo a temperatura,
os acidos com maior ponto de fusdo comegam a cristalizar (Haraldsson, 1984).

O ponto de fusdo dos acidos gordos varia consideravelmente com o grau de

insaturagdo e, desta forma, a separagdo de misturas de acidos gordos saturados e
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insaturados torna-se possivel (Haraldsson, 1984). A baixas temperaturas, os 4cidos
gordos de cadeia longa (saturados e mono-insaturados), que possuem pontos de fusdo
mais elevados, cristalizam e os 4cidos gordos poli-insaturados permanecem no estado
liquido (Shahidi & Wanasundara, 1998).

A cristalizagdo na auséncia de solvente envolve o arrefecimento e agitagdo
lentos; forma-se uma mistura de componentes sélidos e liquidos em que a frac¢do
liquida é enriquecida em PUFAs ®-3 (Shahidi & Wanasundara, 1998). Depois da
cristalizagdo a fase s6lida pode ser separada da liquida por um processo fisico.

O processo de cristalizagdo a baixa temperatura também pode ser conduzido na
presenga de um solvente/mistura de solventes seleccionado(s). Alids, a cristalizagdo a
baixa temperatura foi desenvolvida para separar alguns triacilglicerdis, 4cidos gordos,
ésteres e outros lipidos muito soliveis em solventes orgénicos a temperaturas acima de
0 °C, que se tornam moderadamente soluveis & medida que a temperatura baixa, até -80
°C (Shahidi & Wanasundara, 1998). Resumidamente, o processo consiste no
arrefecimento do 6leo, ou dos 4cidos gordos, num solvente durante um tempo especifico
e na remogdo da fracgdo cristalizada por filtragdo (Shahidi & Wanasundara, 1998). A
presenga do solvente influéncia o diagrama de fases e, por conseguinte, o resultado da
separagdo (Haraldsson, 1984). A solubilidade das gorduras em solventes orgénicos
decresce com o aumento da massa molecular da gordura e aumenta com o aumento da
insaturacdo da mesma tomando-se como regra que: entre acidos gordos saturados, os de
cadeia longa s3o menos soliveis que os de cadeia curta; os 4cidos gordos saturados sdo
menos soliveis que os acidos gordos monoendicos e diendicos de igual comprimento de
cadeia; os isdmeros trans s3o menos soliveis que os isdmeros cis e os acidos gordos
ndo ramificados sdo menos soluveis que os ramificados (Shahidi & Wanasundara,
1998).

Os principais factores que afectam um processo de winterizagdo sdo: a
composi¢do do dleo, a temperatura de cristalizagdo, a razdo o6leo/solvente, a taxa de
arrefecimento do 6leo e a mobilidade das espécies moleculares no 6leo (Lopez-Martinez
et al., 2004) sendo, portanto, necessario escolher o solvente apropriado € a temperatura
mais adequada para conseguir um bom rendimento em PUFAs ®-3 (Shahidi &
Wanasundara, 1998). E ainda necessério seleccionar o método de arrefecimento ja que
este determina a forma e o tamanho dos cristais e, como tal, a eficiéncia da separagdo

das fracgdes liquida e cristalizada (Kreulen, 1976).

123



Yokochi et al. (1990) estudaram o efeito das condi¢des de winterizagdo
(solvente, concentragdo de 6leo no solvente e temperatura) na concentragdo do dleo
extraido do fungo Mortiererella ramanniana em écido y-linolénico (GLA). Obtiveram
uma eficiéncia de separagdo superior (0,27) utilizando acetona como solvente, uma
concentragdo de 6leo no solvente de 10% (m/m) e uma temperatura de -20°C; nestas
condigdes, o teor em GLA aumentou de 5,7% para 8,3% do total de acidos gordos. O
rendimento do processo de concentragio em GLA nos diferentes solventes (para
concentragdes de 6leo de 5-20% m/m) foi, por ordem decrescente: acetona (-20°C)> n-
hexano (-20°C)> acetona (4°C)> éter de petroleo (-20°C) (Yokochi et al., 1990).

A preparagdo de concentrados de PUFAs -3 a partir de dleo de baleia, na forma
de triacilglicerdis ou acidos gordos livres, por cristalizacdo a baixa temperatura
utilizando hexano e acetona como solventes, mostrou que o teor em PUFAs ®-3 na
fracgdo ndo cristalizada, aumentava com a diminuig¢do da temperatura de cristalizagdo e
que, a acetona permitia obter a maior concentragdo em PUFAs -3 (na forma de
triacilglicerois) para todas as temperaturas estudadas (Shahidi & Wanasundara, 1998).
A cristaliza¢do a baixa temperatura na forma de acidos gordos livres, a - 60 € -70 °C em
hexano, resultou num teor de PUFAs ®-3 de 58,3 e 66,7% com recuperagdes de
concentrado de 39,0 e 24,8%, respectivamente. Em acetona, o teor de PUFAs ®-3
atingiu os 56,7 e 46,8%, mas as recuperagdes de concentrado foram de 15,9 e 12,9%,
respectivamente (Wanasundara et al., 2002).

Lépez-Martinez e colaboradores (2004) estudaram o enriquecimento em acido y-
linolénico dos 6leos de Echium fastuosum e Borago officinalis para concentragdes de
10, 20 e 40% (m/m) de dleo, a temperatura de 4°C, -24°C e -70°C usando hexano,
acetona, éter di-etilico, isobutanol e etanol como solventes e concluiram que o
rendimento em GLA era superior para a razdo 6leo/solvente igual a 10% para todos os
solventes. Os melhores resultados foram obtidos com &cidos gordos livres de B.
offinalis em hexano atingindo um méximo de 58,8% de GLA na frac¢do liquida. Para E.
fastuosum a concentrag@o mais elevada de GLA (39,9%) também foi obtida em hexano.

Dueppen et al. (2003) patentearam um processo de extrac¢do e winterizagdo de
lipidos, obtidos a partir de sementes vegetais ou de origem microbiana, no qual um 6leo
contendo predominantemente lipidos neutros e pelo menos um acido gordo poli-
insaturado, € purificado por um processo em que os lipidos contactam com um solvente
polar, seleccionado de forma a que os contaminantes sejam menos soliveis nesse

solvente que o PUFA pretendido. O processo é conduzido a temperaturas baixas (-2 a
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2°C) para forgar a precipitagdo dos contaminantes. De acordo com os autores, a
cristalizagdo dos lipidos de Schizochytrium sp. com cinco volumes de acetona seguida
de centrifugagdo permite obter 41% de DHA, em vez dos 37% obtidos no processo de
winterizag3o standard.

A utiliza¢3o da cristalizagio a baixa temperatura em solventes para concentrar os
4cidos gordos livres obtidos a partir do 6leo de boragem foi também descrita por Chen
& Ju (2001) que conseguiram aumentar o teor de GLA de 23,4 para 88,9% com um
rendimento de 62% em condigdes optimizadas (utilizagdo de uma mistura de 30% de
acetonitrilo e 70% de acetona como solvente, uma temperatura de operagdo de -80°C e
uma razdo solvente/acidos gordos livres de 30 mL/g).

Embora para a obten¢do de fracgdes puras, sejam necessarios varios ciclos de
cristalizagdo e separagdo (Haraldsson, 1984), trata-se um processo puramente fisico,
satisfatério em termos das actuais preocupagdes com a saude e o ambiente (Timms,
2005), que requer um numero minimo de passos e equipamento simples (Schlenk,
1961). Por razdes econémicas e ecoldgicas, a cristalizagdo na auséncia de solvente

ocupa um lugar de destaque na industria de 6leos e gorduras (Gibon, 2005).

2.8.4.2 Complexaciio com ureia

As solugdes de ureia cristalizam em estruturas com empacotamento tetragonal

formando canais de 5,67 A de didmetro (Shahidi & Wanasundara, 1998; Linder et al.,

2004). Contudo, na presenga de moléculas lineares de cadeia longa, a ureia cristaliza

numa estrutura hexagonal formando canais de 8-12 A de didmetro que sdo
suficientemente largos para incluirem cadeias alifaticas (Shahidi & Wanasundara, 1998;
Linder et al., 2004) (fig. 21). Assim, a ureia pode ser utilizada para separar compostos
de cadeia linear de compostos de cadeia ramificada ou ciclica (Abu-Nasr et al., 1954).

Os compostos ocludidos ligam-se a ureia por forgas de van der Waals, forgas de
dispersdo de London e atracgdes electrostaticas induzidas e mantém-se unidos por uma
questdo de forma, tamanho e geometria (Robles Medina et al., 1998; Molina Grima et
al., 1999b).
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UREIA & MOLECULAS DE
UREIA: CO(NH,), CADEIA LINEAR
(Tetragonal) (Hexagonal)

Mistura de dcidos

gordos livres

Acido(s) gordo(s) __

saturados/monoinsaturados

. Oxigénio
O Carbono
€ NH,

Figura 21 — Formag@o de cristais de ureia na auséncia e na presenga de acidos gordos de
cadeia longa (Shahidi & Wanasundara, 1998).

Quando a ureia cristaliza a partir de uma solugdo de acidos gordos com
diferentes comprimentos de cadeia e varios graus de insaturagdo, os acidos gordos
saturados e mono-insaturados (moléculas de cadeia longa e ndo ramificada) formam
complexos e os acidos gordos poli-insaturados continuam em solugdo (Robles Medina
et al., 1998). Enquanto os acidos gordos de cadeia linear com 6 ou mais 4tomos de
carbono sdo rapidamente complexados (Shahidi & Wanasundara, 1998), a presenga de
ligagdes duplas na cadeia de carbono introduz irregularidades estereoquimicas na cadeia
do 4cido gordo que desequilibram as distincias intermoleculares Optimas e reduzem as
forgas atractivas responséaveis pela estabilizagdo do composto de inclusdo, diminuindo a
probabilidade de complexagdo com a ureia (Abu-Nasr et al., 1954; Robles Medina et al.,
1998). Os monoenos sdo mais facilmente complexados que os dienos que, por sua vez,
sdo mais facilmente complexados que os trienos (Shahidi & Wanasundara, 1998). Pelo
contrario, moléculas ramificadas, ciclicas ou de cadeia linear com menos de 6 a 8
atomos de carbono raramente formam complexos com a ureia (Hayes et al., 1998). Em
suma, a tendéncia dos 4cidos gordos e ésteres para formarem complexos com a ureia
diminui com o aumento da insaturagdo e com a diminui¢do do tamanho da cadeia (Abu-
Nasr et al., 1954).

Durante o processo de formag@o de compostos de inclusdo de ureia, o dleo,
constituido maioritariamente por triacliglicerdis, é separado nos éacidos gordos e
insaponificaveis, usando solugdes alcodlicas de KOH ou NaOH; as vitaminas A e D e
os xenobidticos (por exemplo, PCBs) e outros componentes indesejaveis sdo removidos.

Os 4cidos gordos livres, misturados com a solugdo alcodlica (metanol ou etanol) de
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ureia, sdo entdo arrefecidos a uma temperatura especifica dependendo do grau e
concentragdo desejado (Shahidi & Wanasundara, 1998). A selec¢do de processos de
arrefecimento mais lentos melhora a selectividade reduzindo o nimero de cristais
tetragonais de ureia pura que se formam (Hayes, 2006).

Os 4cidos gordos saturados, monoinsaturados e, di-insaturados em menor
extensdo, cristalizam com a ureia e podem ser separados por filtragdo (Shahidi &
Wanasundara, 1998; Wanasundara & Shahidi, 1999). A separagio dos cristais de ureia
da frac¢do ndo complexada remove os acidos saturados e mono-insaturados de cadeia
longa enriquecendo o extracto liquido em éacidos gordos insaturados (Wanasundara &
Shahidi, 1999; Zuta et al., 2003).

Em alternativa o processo pode ser conduzido usando ésteres metilicos ou
etilicos em vez dos 4acidos gordos livres (Schlenk, 1961; Hayes et al., 1998; Shahidi &
Wanasundara, 1998). Cada uma das opgdes apresenta vantagens e desvantagens. Por
exemplo, os acidos gordos sdo mais soluveis em alcool que os ésteres correspondentes.
Por este motivo, necessitam de um volume de dlcool muito menor para processamento.
Por outro lado, se se escolher a forma de éster dos acidos gordos o passo de re-
esterificagdo do concentrado é eliminado (Shahidi & Wanasundara, 1998).

A técnica de complexagdo com ureia é muito utilizada na concentragdo de
PUFAs com 4 ou mais ligagdes duplas porque permite o tratamento de grandes
quantidades de produto com equipamento simples, solventes mais biocompativeis (tais
como etanol) e condi¢Bes suaves (temperatura ambiente) (Robles Medina et al., 1998;
Zuta et al., 2003; Hayes, 2006); a separagdo ¢ mais eficiente que nos métodos de
cristalizagdo fraccionada ou extracgdo selectiva por solventes (Robles Medina et al.,
1998) e o processo € pouco dispendioso (Robles Medina et al., 1998; Zuta et al., 2003).
Trata-se de uma técnica versatil em que as caracteristicas do fraccionamento podem ser
alteradas por simples alteragdo das quantidades de solvente ou ureia (Traitler et al.,
1988; Robles Medina et al., 1995a; Robles Medina et al., 1998; Reis, 2001; Guil-
Guerrero & Belarbi, 2001).

Embora, segundo alguns autores, a complexagdo com ureia proteja os acidos e
ésteres insaturados da auto-oxidagdo e polimerizagdo (Holman & Ener, 1954), a
formagdo de etil carbamato (um carcinogénico animal) por reac¢do do etanol com a
ureia, levanta preocupagdes em termos de saude e também de impacto ambiental, a
aplicagdo deste método (Canas, 1999) tendo Guil-Guerrero et al. (2007) sugerido que o

método seja evitado se os produtos se destinarem ao consumo humano.
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O metanol e o etanol sdo os solventes preferidos para o fraccionamento,
sobretudo o primeiro, por permitir obter razdes de concentragdo superiores (Robles
Medina et al., 1995b; Cartens et al., 1996), embora a sua utilizagdo possa dar origem a
metilagdo, produzindo uma mistura de 4cidos gordos livres e ésteres metilicos
(Haagsma, 1982). A principal fung¢do do solvente é promover o contacto entre a ureia e
os acidos gordos de forma a induzir a formagédo dos complexos (Hayes et al., 2000). O
aumento da quantidade relativa de solvente diminui a temperatura necessiria para
assegurar a solubilizagdo da ureia e dos &acidos gordos; contudo, a formagdo de
complexos com a ureia (remogdo de 4cidos gordos livres saturados) diminui linearmente
com a concentragdo de solvente (Hayes et al., 1998). A formag¢do de complexos com a
ureia também diminui com o aumento do teor em agua do solvente (Hayes et al., 1998).

Durante a complexag@o, a concentragdo de ureia deve ser proxima da saturagio
ja que a concentragdo dos PUFAs recuperados diminui com o decréscimo da
concentragcdo de ureia (Robles Medina et al., 1998). Quando o solvente dos acidos
gordos pode formar aductos com a ureia o seu equilibrio de complexag@o compete com
a reacgdo pretendida e, portanto, deve evitar-se o uso de hidrocarbonetos de cadeia
longa ou de acetona (Robles Medina et al., 1998). A agitacdo aumenta o nimero de
encontros entre a ureia e as moléculas de 4acidos gordos durante a cristalizagdo
permitindo que o cristal inclua as moléculas mais apropriadas (Guil-Guerrero & Belarbi,
2001).

A razdo massica ureia/dcidos gordos também pode ser utilizada para separar os
acidos gordos de acordo com a sua insaturagdo. Quando se utilizam quantidades de
ureia insuficientes, os 4cidos gordos competem entre si pela formagdo de complexos
com a ureia e a diferenca de tendéncias de complexa¢do permite o fraccionamento
(Robles Medina et al., 1998). Ao estudarem a influéncia da razdo ureia:acidos gordos
(U/FA) na composi¢do dos concentrados, obtidos a partir de um extracto de acidos
gordos de 6leo de figado de bacalhau a temperatura de 4°C Robles Medina et al. (1995a)
verificaram que com uma razdo U:FA de 1:1 os &4cidos gordos saturados eram
parcialmente eliminados enquanto a concentra¢do dos monoinsaturados permanecia
constante; com uma razio U:FA de 2:1 os acidos gordos monoinsaturados eram
parcialmente eliminados e, com uma razdo U:FA de 4:1 os acidos gordos saturados e
monoinsaturados eram completamente eliminados.

A razdo massica ureia/dcidos gordos e a temperatura sdo as varidveis mais

importantes que afectam a concentragio de PUFAs. Assim, estas varidveis
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experimentais devem ser criteriosamente controladas de forma a obter um contetido
maximo de PUFAs ®-3 no concentrado com uma recuperagio aceitdvel (Wanasundara
& Shahidi, 1999).

De acordo com Robles Medina et al. (1995b), a concentrag@o e o rendimento em
PUFAs variam com a razio massica ureia:acidos gordos de forma diferente consoante a
gama de temperaturas estudada. Para temperaturas superiores a -12 °C a concentragdo
de PUFAs aumentou com a razdo ureia/dcidos gordos. Uma razdo ureia/4cidos gordos
de 4:1 mostrou ser a mais apropriada para concentrar os acidos SA (Stearidonic Acid) e
DHA (Robles Medina et al., 1995b; Robles Medina et al., 1998). Abaixo dos -12 °C o
factor de concentragdo e o rendimento diminuiram com o aumento da razio massica
ureia/acidos gordos, o que sugere que os PUFAs também complexam com a ureia
quando sujeitos a baixas temperaturas (Robles Medina et al., 1995a; 1995b; 1998).

A tendéncia para formar compostos de inclusio com a ureia aumenta com a
diminui¢@o da temperatura e a temperatura Optima depende do PUFA em questio. Entre
os acidos -3, o DHA encontra-se quase exclusivamente na frac¢do ndo complexada
com ureia em condi¢des experimentais seleccionadas. O rendimento em PUFAs ¢é
méximo para temperaturas proximas de 4°C sendo esta temperatura particularmente
adequada a concentragdo de SA e DHA (Robles Medina et al., 1995b; Robles Medina et
al., 1998; Guil-Guerrero & Belarbi, 2001). Quanto mais elevada for a temperatura
menor ¢ a tendéncia dos 4&cidos gordos para formar aductos com a ureia e,
consequentemente, os rendimentos em PUFAs sdo menores (Guil-Guerrero & Belarbi,
2001).

Ratnayake et al. (1988) consideraram que a remogdo completa dos 4cidos gordos
saturados por complexagdo com ureia é virtualmente impossivel uma vez que alguns
4cidos gordos saturados de cadeia aberta ndo formam complexos com a ureia durante o
processo de cristalizagéo.

O tratamento com ureia mostrou-se 1til na obtengdo de concentrados de EPA e
DHA a partir dos 4cidos gordos livres de dleo de peixe e de microalgas (Ackman et al.,
1988; Cartens et al., 1996; Senanayake & Shahidi, 2000), de GLA a partir de amora
negra e boragem (Traitler et al., 1988; Shimada et al., 1998) e de ALA a partir de 6leo
de linhaga (Swern & Parker, 1953) removendo os &cidos gordos saturados e
monoinsaturados (Hayes et al., 2000). As condi¢des de complexagdo e recolha de

PUFASs obtidas por varios autores sdo apresentadas na tabela 12, onde se pode observar
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que os factores de concentragdo sdo da mesma ordem de grandeza e tendem a diminuir
com o aumento da concentragdo do PUFA na solug3o inicial.

Giménez Giménez et al. (1998) utilizaram a complexagdo com ureia para
concentrar o0 EPA e AA obtidos por saponificag¢do directa da biomassa de Porphyridium
cruentum; utilizaram uma razio ureia/dcidos gordos de 4:1 (m/m) e temperaturas de
cristalizagio de 4°C e 28°C. Embora tenham obtido factores de concentragdo
semelhantes a ambas as temperaturas a recuperagio foi superior a temperatura de 28°C
(67.7% e 61.8% para o EPA e AA, respectivamente).

Wanasundara & Shahidi (1999) optimizaram as condi¢des de produgdo de
concentrados de PUFAs ®-3 a partir de dleo de baleia e obtiveram, nas condigdes
optimizadas, 88.2 % de PUFAs ®-3 com uma razdo ureia/acidos gordos de 4,5, um
tempo de cristalizagdo de 24 h e uma temperatura de cristalizagio de -10°C; a
recuperagdo foi de 21,5%.

Senanayake & Shahidi (2000) concentraram DHA a partir do éleo extraido de C.
cohnii utilizando o fraccionamento com ureia e descreveram um enriquecimento em
DHA de 47,4% para 97,1 % com um rendimento de 32,5% da massa do 6leo original.

Chakraborty & Raj (2007) utilizaram o fraccionamento com ureia para
concentrar o EPA presente no 6leo de sardinha obtido por hidrélise quimica. Utilizaram
metanol como solvente, diferentes temperaturas de cristalizagdo (2, 4 e 6°C) e diferentes
razdes ureia/acidos gordos (2:1, 3:1 e 4:1 m/m). Obtiveram a maior concentragido de
EPA (47,78%) para uma temperatura de cristalizag@o de 4°C e uma razdo ureia/dcidos
gor de 4/1 (m/m).
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2.8.4.3 Extraccio supercritica

A extracgdo supercritica (Supercritical Fluid Extraction — SFE) é uma técnica de
separa¢do em que o solvente € um fluido supercritico (Supercritical Fluid — SF), cujo
poder de dissolugd@o pode ser regulado através do controlo da pressdo e da temperatura
(Mendes, 1995).

Conhecem-se alguns gases que se comportam como solventes selectivos quando
a pressdes superiores ao seu valor critico (pressdes na ordem de 1000 a 2000 psig)
(Shahidi & Wanasundara, 1998). A regido na qual uma substincia existe como fluido
supercritico € definida pela sua presséo critica (Pc) e temperatura critica (Tc). Na figura

22 representa-se o diagrama relativo ao CO, e define-se a respectiva regido critica.

/4

SOLIDO LiQuIDO + FLUIDO
: SUPERCRITICO

070 psg- = |- — - - YU

““""ﬂi’J GAs
- Ponto

Triplo

Pressiao

-

-1

e e

Temperatura

Figura 22 — Diagrama de fases para o CO,, mostrando a zona em que o fluido se encontra em

condi¢des supercriticas (adaptado de Shahidi & Wanasundara, 1998).

Os fluidos supercriticos possuem propriedades que os tornam solventes unicos.
O seu poder solvente € tanto maior quanto maior for a sua densidade, a qual aumenta
com a pressdo para uma dada temperatura. Quando atingem densidades proximas das
dos liquidos, apresentam um poder solvente comparavel a estes, com a vantagem das
suas viscosidades e difusividades serem intermédias entre as dos gases e liquidos. O
facto das viscosidades e das difusividades dos fluidos supercriticos serem menores e
maiores, respectivamente, que as dos liquidos podera conduzir a uma maior eficiéncia
da SFE comparativamente a extrac¢do convencional com solventes. O facto da tensdo
superficial dos SF ser muito pequena constitui uma vantagem adicional, ja que facilita a

penetracdo dos mesmos nas estruturas microporosas (Mendes, 1995).
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Muitos dos solventes orginicos utilizados no processo tradicional de extrac¢do
sdo toxicos e de dificil remogdo dos extractos. Este facto tem consequéncias negativas
nos sectores alimentar, farmacéutico e cosmético e faz com que os produtos extraidos
utilizando estes solventes sejam sujeitos a exigéncias legais e regulamentares ao nivel
quer da produgdo quer da comercializag@o.

O CO; pelo facto de ndo ser toxico, nem inflaméavel, nem corrosivo, ndo ter
cheiro nem sabor, ser barato, inerte, facilmente removido dos extractos e aceitdvel em
termos ambientais e, além disso, apresentar uma temperatura e pressdo criticas
moderadas (31,1 °C e 1070 psig), que permitem fazer a extrac¢do em condigdes que
limitam a auto-oxidag¢do, decomposi¢do e/ou polimerizagdo dos PUFAs presentes no
6leo, é o fluido supercritico mais utilizado na extrac¢do de produtos bioldgicos,
farmacéuticos e alimentares (Mendes, 1995; Robles Medina et al., 1998; Bernardo-Gil
et al., 2002; Tanaka & Ohkubo, 2003; Tanaka et al., 2004; Wisniak & Korin, 2005).

A qualidade dos produtos obtidos por extracg¢do supercritica é normalmente
superior & dos produtos obtidos pelos métodos convencionais porque, para além de
estarem livres de solventes organicos, também estdo livres de metais pesados, nitratos e
pesticidas (Mendes, 1995).

Contudo, a utilizagdo de CO, como fluido supercritico também apresenta
algumas desvantagens, nomeadamente: o equilibrio de fases entre o solvente
supercritico e o soluto pode ser muito complexo; o CO;, sendo um composto néo polar
apenas dissolve bem os compostos ndo polares; a adi¢do de cosolventes ao CO; (para
alterar a sua polaridade) pode deixar residuos desses solventes no extracto, sendo
necessario um processo subsequente de eliminagdo dessas impurezas; a adi¢do de
cosolventes complica o scale-up; a utilizagdo de altas pressdes torna o equipamento
dispendioso e dificulta a introdugdo continua de sélidos no extractor; os custos de
operagdo também sio elevados (Bernardo-Gil et al., 2002).

Na figura 23 encontra-se esquematizada uma unidade de extrac¢@o supercritica

utilizada em instala¢des laboratoriais.
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Figura 23 — Esquema de uma unidade de extrac¢do supercritica (Bernardo-Gil et al., 2002).

As unidades de extrac¢do normalmente utilizadas nos ensaios laboratoriais s3o
constituidas por: um reservatério de CO,, um permutador de calor para refrigeragdo do
CO; (W1), uma bomba de pressdo, um permutador de calor para aquecer o solvente até
a temperatura de extrac¢do (W2), o extractor, a zona de recolha dos extractos, um
rotdmetro e um medidor de gas (Bernardo-Gil et al., 2002).

O didéxido de carbono abandona o reservatério e passa por um permutador de
calor (W1) onde ¢ arrefecido desde a temperatura ambiente até proximo dos 278 K, para
garantir que estd totalmente liquido & entrada da bomba. De seguida o CO, ¢
comprimido pela bomba até & pressdo de trabalho e aquecido, no permutador W2, até a
temperatura de funcionamento (acima do ponto critico e cujo valor depende do
composto a extrair) antes de dar entrada no extractor, previamente carregado com o
material a extrair e que se encontra termostatizado. Depois de atravessar o leito s6lido
no extractor, o CO, sai pelo topo contendo uma determinada quantidade de soluto
dissolvido e passa pela zona de expansdo e de recolha. A quantidade de extracto

depositada nos colectores ¢ determinada por pesagem. A tubagem em redor dos
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colectores é lavada com acetona ou hexano, dependendo dos produtos extraidos. Os
extractos obtidos s3o separados do solvente usando um evaporador rotativo de vacuo. A
quantidade de CO, utilizada é determinada através de um medidor de gas (Bernardo-Gil
et al., 2002).

Com o objectivo de aumentar a solubilidade e/ou a selectividade pode ser
adicionado ao FSC um composto com pressdo de vapor intermédia entre a dele e do
produto a extrair. Estes compostos, promotores da solubilidade, sdo referidos na
literatura como entrainers ou como cosolventes (Mendes, 1995). Entre as substincias
mais utilizadas com este propésito encontra-se o metanol, o etanol, o acetonitrilo, a 4gua
e o diclorometano em concentragdes que variam de 1 a 30% (Wisniak & Korin, 2005).

A extracgdo supercritica tem sido utilizada na extrac¢do e produgido de
concentrados de PUFAs a partir de peixe e crusticeos (Yamagouchi et al., 1986;
Shahidi & Wanasundara, 1998).

O CO; supercritico foi considerado o melhor solvente para concentrar os ésteres
de PUFASs preparados a partir de 6leo de peixe (Spinelli et al., 1987; Stout & Spinelli,
1987). A extrac¢do com CO; supercritico a pressdes de 13,79-24,13 MPa e temperaturas
de 24-80 °C permitiram separar os ésteres principalmente de acordo com o tamanho de
cadeia mas também, em menor extensdo, de acordo com o grau e tipo de insaturag@o
presente. A temperaturas mais elevadas, o CO; supercritico tornou-se menos denso € a
solubilidade dos ésteres diminuiu. Os componentes de cadeia mais curta tornaram-se
mais soliveis que os de cadeia mais longa, aumentando a selectividade do processo
(Stout & Spinelli, 1987). A passagem de CO, supercritico permitiu obter fracgdes
contendo 57-64 % de DHA e/ou 19-23% de EPA a partir de uma mistura de ésteres de
6leo de peixe contendo 8-10% destes acidos gordos (Stout & Spinelli, 1987).

Tanaka & Ohkubo (2003) extrairam ovas liofilizadas de salmido com CO,
supercritico a pressdes entre 9,8-31,4 MPa e temperaturas de 40-80°C para clarificar a
as condi¢cdes de extrac¢do e o comportamento dos lipidos em CO; supercritico.
Verificaram que a solubilidade dos triacilgliceréis contendo DHA se altera
completamente com as condi¢des de extracgdo. Registaram um aumento significativo da
concentragdo de DHA a 80 °C. A 60 e 40 °C a concentragdo de DHA a 17,7 MPa foi
significativamente inferior & obtida a 24,5 e 31,4 MPa. A 17,7 MPa a concentragdo de
DHA aumentou com a temperatura de extrac¢do. A 24,5 MPa a concentragdo de DHA a

80 °C foi significativamente mais baixa que a 40 e 60 °C.
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Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente na utilizagdo da extrac¢io
supercritica como método para preparar produtos bioquimicos de elevado valor
acrescentado a partir de algas. A técnica tem sido utilizada na obten¢do de lipidos,
acidos gordos tais como o EPA e carotendides tais como o B-caroteno (Wisniak &
Korin, 2005), compostos que podem facilmente ser degradados ja que sdo sensiveis ao
calor, a luz e ao oxigénio.

Perritti et al. (2003) extrairam o dleo de Isochrysis galbana Parke com CO,
supercritico a diferentes temperaturas e pressdes utilizando etanol como cosolvente.
Obtiveram rendimentos de 4-10% em lipidos com CO; a 690 bar e 40°C e rendimentos
de 5-11% com CO»/etanol, inferiores aos obtidos na extrac¢do com cloroférmio/etanol
1/1 (v/v) (15-28%).

Sendo um procedimento relativamente dispendioso, a aplicagdo da extracgéo
supercritica em alternativa & extrac¢do da biomassa humida de algas, s pode ser
considerada para produtos de elevado valor acrescentado (Wisniak & Korin, 2005).

Nos processos de extrac¢do por fluidos supercriticos, a separagdo dos solutos
faz-se por despressurizagdo e/ou arrefecimento do fluido (que passa & fase gasosa),
seguida da recolha dos solutos extraidos e os custos de recompressdo do fluido para a
fase supercritica sdo elevados (de Moura et al., 2007).

A associagdo do processo de extrac¢do por fluidos supercriticos com a separagdo
por membranas permite integrar a reac¢do de extrac¢do pelo CO,-supercritico e a
separagdo selectiva pela membrana, através da filtragdo da mistura supercritica (CO,-
supercritico + solutos extraidos), sem necessidade de expansdo do fluido supercritico
(de Moura et al., 2007). Esta associag@o traduz-se numa importante economia energética
(custos de recompressdo) (de Moura et al., 2007).

Serrade et al. (1998) utilizaram a associagdo da extrac¢do de CO,-SC e a
separagdo através de membranas de nanofiltracdo no fraccionamento de triacilglicerdis
de dleo de peixe.

A associagdo do processo de extracg@o por fluidos supercriticos com a separagio
por membranas constitui uma ferramenta de grande impacto econdmico e ambiental e
pode ser considerada uma tecnologia limpa e segura quando comparada com processos

que envolvem extracgdo e purificagdo com solventes organicos (de Moura et al., 2007).

136



2.8.4.4 Métodos enzimaticos

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) podem catalisar a

esterificagdo, a hidrélise ou a permuta de acidos gordos em ésteres (Langholz et al.,

1989; Yadwad et al., 1991). O sentido e a eficiéncia da reac¢do podem ser determinados

pela escolha das condigdes experimentais (Yadwad et al., 1991). A reacgdo ¢ reversivel

e, em condi¢des de baixo teor de 4dgua, a enzima funciona no sentido inverso, isto €, o

da sintese de uma ligagdo éster (Miller et al., 1988).

Na figura 24 representam-se esquematicamente as reacgdes catalisadas por

lipases (hidroélise, esterificagdo e interesterificagdo).

Reaccio de Hidrolise
[o] [o]
il i
R-C-0-R* + H0 - R-C-0OH + HO-R'

Reaccio de Esterificacido

0 o]
il #l
R-C-OH + HO-R' -+ R-C-O0-R +  H0

Reaccgéio de Intesterificacgéo

Aciddlise (reaccio de éster com acido)

0 0 0 0
i i I i

R,-C-O-R* + R;-C-OH —» R;-C-0-RB + R,;-C-OH

Alcoélise (reaccio de éster com alcool)

0 0
1l I
R'-C-O-R; + HO-R, - R'-C-0-R, + HO-R,

Transesterificacio (reaccdo de éster com

0 0 O 0
il H It il

R;-C-O-R + Ra-C-0O-R; - R;-C-0-R} + R.-C-O-R/

Figura 24 - Representagdo esquematica das reacgdes de hidrdlise, esterificagdo e

interestificagfo catalisadas por lipases (Carvalho et al., 2003).
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A utilizagdo de enzimas na produgdo de PUFAs ®-3 apresenta vantagens sobre
os métodos tradicionais (separagdo cromatogréfica, destilagdo molecular, etc.) que, por
envolverem valores de pH extremos e temperaturas elevadas, podem destruir
parcialmente os PUFAs ®-3 cis por oxidagdo, por isomerizagdo cis-trans, por migragio
de duplas ligagdes (Wanasundara & Shahidi, 1998a; Haraldsson, 2001) ou
polimerizagdo (Haraldsson, 2001). As reacgdes enzimaticas, pelo facto de utilizarem
condigOes suaves (temperaturas inferiores a 50°C, pH 6-8 e menos produtos quimicos)
constituem uma alternativa promissora aos métodos tradicionais (Wanasundara &
Shahidi, 1998a; Gdmez-Meza et al., 2003) que pode também poupar energia e aumentar
a selectividade (Wanasundara & Shahidi, 1998a).

A velocidade das reacgdes enzimdticas € afectada por diversos factores,
incluindo: (i) a natureza da enzima (actividade, posi¢do e especificidade para o
substrato, etc.); (ii) a concentragdo e razdo dos reagentes; (iii) a composi¢do dos Sleos
ou mistura de &cidos gordos; (iv) se € utilizado um solvente orginico e qual a sua
natureza; (v) o teor em 4gua e o sistema de eliminagdo de agua; (vi) temperatura; (vii)

método de agitacdo e (viii) tipo de reactor (Robles Medina et al., 1998).

Hidrélise

Num processo de hidrolise tipico a enzima € dissolvida num tamp&o apropriado
ao qual o 6leo ¢ adicionado. A mistura € entdo agitada a uma determinada temperatura.
Retiram-se amostras, em intervalos de tempo fixos, até que a percentagem de hidrdlise
pretendida seja atingida e adiciona-se dlcool para desactivar a enzima; titula-se a
amostra para determinar o conteudo de acidos gordos livres e, desta forma, determina-se
a percentagem de hidrdlise (Shahidi & Wanasundara, 1998).

Nos ultimos anos tem sido dada muita aten¢do as lipases microbianas para
produgdo de concentrados de PUFAs ®-3 na forma de acilglicerdis por hidrdlise de
Oleos marinhos (Hoshino et al., 1990; Yadwad et al., 1991; Tanaka et al.,, 1992;
Shimada et al., 1994; Maehr et al., 1994). A hidrdlise total ou parcial dos triacilglicerdis
dé origem a diacilglicerdis, monoacilglicerdis, glicerol e acidos gordos livres (Carvalho
et al., 2003).

Bottino et al. (1967) elucidaram o mecanismo de resisténcia as lipases por parte
dos PUFAs ®-3 presentes nos Oleos marinhos. A presen¢a de ligagdes duplas em

configuragdo cis nos acidos gordos impde “curvaturas” nas cadeias de atomos de
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carbono e estas fazem com que o terminal metilo do 4cido fique préximo da ligagdo
éster impedindo estereoquimicamente as lipases. A presenga de 5 ou 6 ligdes duplas no
EPA e DHA, respectivamente, aumenta o impedimento estereoquimico € impede as
lipases de atingir a ligagdo éster destes acidos gordos ao glicerol. Pelo contrario, os
acidos gordos saturados e monoinsaturados ndo apresentam impedimento
estereoquimico e podem ser facilmente hidrolisados. Assim, a selectividade das lipases
para o EPA ¢ DHA tem permitido obter concentrados destes dcidos a partir de dleos
marinhos (Shahidi & Wanasundara, 1998).

Yadwad et al. (1991) utilizaram uma lipase de Rhizopus niveus para concentrar
em DHA 6leo de peixe. Partindo de dleo de figado de bacalhau, com um teor de DHA
de 9,64% (m/m) obtiveram um teor de DHA de 29,17% (m/m) na frac¢do dos
monoacilglicerdis e teores de 5,72, 9,95 e 15,16% nas fracgdes dos dcidos gordos livres,
triacilglicerdis e diacilglicerdis, respectivamente.

Tocher et al. (1986), partindo do pressuposto de que o EPA e DHA se
localizavam p