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oPTrMrz ÇL0DA PRODUÇÃO DE ÁCIDO

DOCOSAHEXAENÓICO (DHA, 2226-a3) POR VIA

FERMENTATTVA COM MEIOS DE CULTURA ALTERNATIVOS

Resumo

Testou-se o xarope de alfarroba como fonte de carbono altemativa quer paÍa

crescimento quer para produção de DHA pela microalga heterotrófica marinha

Crypthecodinium cohnii. Numa fermentação em fed-batch, utihzando xarope de

alfaroba diluído, suplementado com extracto de levedura e sal do fiil, aÍi

produtividades em biomassa e em DHA foram 420 mg/Lh e 18,5 ÍfigtLh,

respectivamente, após 100,4 h.

Investigou-se o efeito da adição de n-dodecano como vector de oxigénio, no

crescimento e na produção de DHA por Crypthecodinium cohnii. Após 86,7 h de

fermentação, a concentração de biomassa, a taxa específica de crescimento, os teores de

DHA e de ácidos gordos totais foram superiores na fermentação contendo loÁ (v/v) de

n-dodecano, comparativamente à fermentação de controlo.

Foi desenvolvido um procedimento simples e pouco dispendioso que envolve a

saponificação e metilação da biomassa húmida, seguidas de winterização e

complexação com ureia, de fonrra sequencial, para concentrar o DHA extraído da

biomassa. A fracção mais pura em DHA (99,2 Yo do total de ácidos gordos) foi obtida

para uma razáoureialácidos gordos de 3,5 (m/m), às temperaturas de cristalíz.ação de 4 e

g oc.
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OPTIMIZATION OF DOCOSAHEXAENOIC ACID (DHA' 2226-rll,l)

PRODUCTION USING ALTERNATIYE CULTURE MEDIA

Abstract

Carob pulp synrp was tested as an alternative carbon source for either the

heterofrophic marine microalga Crypthecodinium cohnii growth or DHA production. In

a fed-batch fermentation using diluted carob pulp supplemented with yeast exhact 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 DIIA production was investigated. After 86.7 h of fermentation, biomass

concenüation, specific growth rate, DHA and total fatty acid production were higher in

the | %o (v/v) n-dodecane fermentation, compared to confrol 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 DIIA fraction

(99.2% of total fatty acids) was found at the wea/fatty acid ratio of 3.5 (ilw) at the

crystallization temperatures of 4 and 8 oC.
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Abreviaturas

IMUFAs - Sum of monounsaturated fatty acids (Soma da Yo rclatla do total de ácidos gordos

mono-insaturados)

)PUFAs - Sum of polyunsaturatedfatty acids (Soma daYorelativa do total de ácidos gordos poli-

insaturados)

ISFAs - Sum of saturatedfatty acr'als (Soma daYorelatlado total de ácidos gordos saturados)

a - interfacial area (área interfacial)

AA- Árachidonic Ácid (árcido araqúdónico)

AC -Ammonium chloride (cloreto de amónio)

ACP - lcit Carrier Protein (proteína transportadora dos grupos acilo)

AFDM -Ásh Free Dry Mass (biomassa livre de cinzas)

AI- Adequate Intakes (ingestão adequada)

ALA - a - Linolenic Acid (árcido a - linolenico)

ANOVA-lnalysis of Yariance (análise de variância)

ARASCO - Araquidonic Acid Single Cell Oil (árcido araquidónico de origem microbiana)

ATCC - American Type Culure Collection

ATP - .namosine triphosphate (adenosina rifosfato)

BHA - Butylated Hydroryanisole (hidroxianisol butilado)

BHT - Butylated Hydrorytoluene (di-ter-butilhidroxitolueno)

BNF - Brirrsh Nutrition Foundation

C - Concentração de oxigeirio dissolvido na fase aquosa ([:] oxigenio por unidade de volume de

cultura)

C* - Concenüação de oxigénio dissolvido em equilíbrio com a fase aquosa ([:] oxigénio por

unidade de volume de culhra)

C. cohnii- Crypthecodinium cohnii

CBG - Corob Beam Gum (gonnde semente de alfarroba)

CCMP - Provasoli-Guillard Centerfor Culture of Marine PlrytoplanHon

CF - Control batchfermentationwithout n-dodecane (fermentação de controlo sem n-dodecano)

CoA - Coenzima-A

COX - Cycloorygenase (ciclooxigenase)

CPS - Carob pulp syntp (xarope de alfarroba)

CSTR- Continuous Stined TankReactor (tatque com agitação contínua)

DCM - Dry cell mass (biomassa seca)
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DF - latchfermentation with n-dodecane l% (v/v) (fermentação descontínua com n-dodecano l%o

v/v)

DH - Oelrydratase (Desidratase)

DHA - Docosahq.aettoic Acid (árcido docosúexaenóico)

DHASCO - Docosahexaenoic Ácid Single Cell Oil (ácido docosúexaenóico de origem

microbiana)

DN A -Deoryrtbonucleic Acid (ácido desoxiribonucleico)

DOT - D;ssolved orygen tension (tensão de oxigénio dissotvido)

DP A - Docosapentamoic Acid (árcido docosapentaenóico)

DP}M - Dynamic Pressure Method (método da pressão dinâmica)

DRI - Dtetary Reference Intakes (dose diríria recomendada)

E - episome (epissoma)

EPA - Eicosapentaenoic Acid (ácido eicosapentae,nóico)

EPS - Extracellular polysaccharides (polissacáridos exracelulares)

ER- E noy I r educ t a s e (errcil redutase)

ESPGAN - European Society of Pediatric Gastroenterologt and Nutrition

FA- Fatty Acids (âcidosgordos)

FACES - Fatty Acid Chain Elongation System (sisúema de elongação de cadeia de acidos gordos)

FADH2 - Flavin Adenine Dinucleotide. reduced form (dinocleótido de flavina e adenina, forma

reduzida)

FAS - faty Ácid Syúhetase (sintetase de ácidos gordos)

FFA- Free Fatty Acids (ácidos gordos liwes)

GC - Cas Chromatograplry (cxorlrrtografia gás-liquido)

GLA - y - Linolenic Acid (ácido 1- linolenico)

GMP - Good Manufacture Pratice (boas práticas de fabrico)

GRAS - Generally Recognised as,Sap (reconhecida como segura)

H - lryposome (hipossoma)

HETE - Hidrory-eicosatetraenoic acids (árcidos hidroxieicosatetraenóicos)

HNF-4 - Hepatic Nuclear Factor4 (factor nuclear hepático4)

HPETE - Hydroperoryeicosatetraenoic acids (ácidos hidroxiperoxieicosatetraenóicos)

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (cromatografia líquida de alta eficiência)

IL - Interleukin (interleucina)

ISSFAL - International Societyfor the Sudy of Fatty Acids and Lipids
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IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Uniiio Intemacional de Química

Pura e Aplicada)

KCR- fl-ketoacyl CoÁ reductase (p-cetoacil CoA redutase)

KCS - f-ketoacyl CoA synthase (p-cetoacil CoA sintetase)

K1- Liquidlilm mass transfer coefiicient (coefrciente de tansferência de massa no filme líquido)

Kú - GósJiquid mass transfer coeficient (coeficiente de hansferência de massa gás-líquido)

( [:]tempo-r)

KR - Ketoreductase (ceto-redutase)

KS - Ketosynrftase (ceto-sintetase)

LA- Linoleic Acid (árcido linoleico)

LBG - Locast bean gum (goma de semente de alfaroba)

LF - longiudinal fl agellum (fl agelo longitudinal)

LOX - Ltporygenase (lipooxiganase)

LT - teukotrtenes (leucotrienos)

LT 84 - Leukotriene (leucotrieno 84)

LXRs - Liver X Receptors (receptores X do figado)

nr/m - massa por massa

MT - tvtalonyl Transferase (malonil transferase)

NADPH - Nicotinamide Ádenine Dinucleotide Phosphate, reduced form (nicotinamida adenina

dinucleotído fosfato, forma reduzida)

NF1B - Nuclear Factor Kappa B (factor nuclear kappa B)

O -volumetricfraction of orygenvector (fracçáo volumétrica de vector de oxigénio)

OGMs - Organismos Geneticamente Manipulados

OTR - Orygen tranfer rate (taxa de transferência de oxigénio) (t:] massa de oxigénio transferida

por unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

OUR- Orygen uptake rate (taxa de consumo de oxigenio) ([:] massa de oxigenio consumida por

unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

PC - Phosphatidylcholine (fosfatidilcolina)

PCBs -Polychlorobiphenyls (bifenóis policlorados)

Pnrn - Produtividade volumétrica em DHA ([:] variação massa DHA por unidade de volume de

cultura e por ternpo)

PE - f hosp hatidy I ethano lamine (fosfatidiletanolamina)

P G - Prostaglandizs (prostaglandinas)

PKS - fofuketide Syúhase-lite (semelhante à sintase de policétidos)

PL - Phospholipids (fosfolípidos)
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PLA2 - Phospholipases A2 (fosfolipases A2)

PPAR - Peroxisome Proloferator Activated Receptor (receptores activados por proliferação celular)

PUFAs - Polrynsaturated Fatty Acids (ácidos gordos poli-insaturados)

es2 - ta>ra específica de consumo de oxigénio ([:] oxigénio consumido por rnassa de células e por

unidade de tempo)

Í91111- Docosahexaenoic Acid production volumetric rate Qrodutividade volumétrica de DHA) ([:]

variação da massa de DHA por unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

rpm- Rotations per minute (rotações por minuto)

\ps- Totalfatty acids productionvolumetric rate Qrodutividade volumétrica de ácidos gordos) ([:]

variação da massa do total de ácidos gordos por unidade de volume de cultura e por unidade de

tempo)

ty- Biomass production volumetric rate Srodutlrdade volumétrica de biomassa) ([:] variaçilo da

massa de células por unidade de volume de cultura e por unidade de tempo)

SA- Stearidonic Ácid (âcido estearidónico, l8:4ar3)

SCO - Single Cell Oil (ôleo de origem microbiana)

SEM - §caz Electron Microscopy (microscopia electrónica de varrimenúo)

SF - Supercritical Fluid (fluido supercrítico)

SFAs - ^§arzrated Fatty AcÍds (ácidos gordos saturados)

SFE - Supercrtfical Fluid Extraction (exhacção com fluidos supercríticos)

SREBPs - alpha and Sterol Regulatory Element Biding Proteires (proteínas de ligação de elementos

reguladores alfa e esterol)

STD - Satandard desviation (desvio padrão)

TAG - Triacilglicerols (triacilgliceróis)

TBHQ - Tertiary Butytlhydroquinone (btnlhidroquinona terciária)

TBX - Thromboxanes (tromboxanos)

TF - transverseflagelhrm (flagelo transverso)

t - tempo

t6- tempo de duplicação ( [:]tempo)

TFA - Total Fatty Acids (total dos ácidos gordos)

THA - Tetracosahexaenoic Acid (árcido tetacosúexaenóico)

TNF - Tumor necrosis factor (factor de necrose tumoral)

U/fA - Urea/Fatty Acids Ratio (wlw), razáo miíssica ureia/ácidos gordos

UTEX - The Culture Collection of Algae at the (Jniversity of Texas at Austin

IJV - ultravioleta

v/v - volume por volume
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WCPUFAI - Yery-Long-Chain Polyunsaturated Fatty Acids (ácidos gordos poli-insaturados de

cadeia longa)

wm - Volume of gas per yolume of aerated liquid per minute (volume de gás por volume de líquido

arejado por minuto)

WHO - World Health Organization (Organização Mundial de Saúde)

X - Concenüação de células ([:] massa de células por unidade de volume de cultura)

YE - Yeast ExtracÍ (Extacto de levedura)

lünax - mmimum specific growth rate (taxa específica máxima de crescimento) ([=]tempo-t)

co-3 - omega 3

ro-6 - omega 6

xlll





Índice

Palavras chave,/ Keywords.............. '..."'.............vii

Índice de figuras

Índice de tabelas

....xix

..xxlll

Capítulo 1 - Introdução....... I

xv



2.5.5 Àíercadn 99

2.6.3Hahitat..

2.6.4 Nutição

2.6.5 Reprodução................

2.6.6 Composição e metabolitos...............

2.7 Produção de DHA por Crypthecodinium cohnii...........

2.8 Purificação e concentração de DHA e outos ácidos gordos poli-insatruados....................

2.8.1 Recolha da biomassa.

2. 8.2 Pré-tratamento e ruptura celular ..........

2.8.3 Extracção de lípidos/tícidos gordos

2. 8.4 Concentração e purifi cação .................

2.8.4.1 Cristalização a baixa temperatura (winterização)....................

2.8.4.2 Complexação com ureia

2.8.4.3 Extracção supercrítica...

2.8.4.4 Métodos enzimáticos.

2.8.4.5 Métodos cromatográficos .................

2.8.4.6 Méüodos baseados na solubilidade de sais ..........

2.8.4.7 Destilação

2. 8.4. 8 Separação por iodolactonbaçío...........

105

106

107

109

tll
ll5
lt6
tt7
119

122

122

125

132

r37

145

151

r52

r53

153

Chapter 3 - Stuay of the docosahexaenóico acid producüon by the heterotrophic microalga

Crypthecoünium cohnni CCMP 316 using carob pulp as promising carbon source........................227

Materials and methods. ...............230

Organism 230

Carob pulp extraction..... .....23O

Preliminary experiments 231

231

231

231

231

232

232

232

Bioreactor femanfcfinn

Dry cell weight measurements ...........

Determination of specific growth rate

Methyl ester preparation and analysis

Results and discussion

Preliminary experiments.

xvl

Selection of the optimal carob pulp dilution



Bioreactor experiments 233

Chapter 4 - Effect of zdodecane on Crlpthecodinium cohniiÍermentations and DHA

Materials and metlods. .....".....'..240

Kla meariur€IlrêtrtS ..,'.',.",.,,,2q

Oxygen vector 241

Crypthecodinium cohnii fermentation. ......241

Growth conditions .....241

Bioreactor experiments.. ............."..241

Organic phase............ ...........'.........241

Dry cell weight measurements............ ...'..............241

Glucose measurements ,,,"',,,.,,,,.....241

Fatty acid analysis ..".......'..............241

Results and 242

Kla measur€ments...........,.., ,...."'....',..,,,,,,242

Crypthecodinium cohnii fermentations .....242

Chapter 5 - DHA concentration end puriíication from the marine heterotrophic microalga

Crypthecodinium cohniiCCMP 316 by winterization and urea complexation......"................'...'..."249

Materials and methods. ...............252

Growth conditions..... ..........252

Saponification and transmetylation............ .....................252

Fatty acid analysis........ .......252

Winterization ......................'253

Urea complexation ............. ..........'....'.......253

DHA recovery .'...."........'....253

Results and discussion ............'...253

Conclusions 256

Selection of the best nitogen source.... .....232

ãisnrresinn

Chapter 6-Crypthecodinium cohniiwith emphasis on DHA production: a review.....................259

xvii



Habitat 263

pH 268

Growttr phase 27r

Salinity 27t

Temperature ............,.....,..,..271

Biocompatible organic solvents ................271

DHA industrial production and patents... .........272

Capítulo 7 - Conclusões e sugestões para trabalho futuro..... .............277

Sugestões para trabalho futuro ........... ..............280

Anexo 1 - Alfarroba

Anexo 2 - Efeito da temperatura no crescimento e produção de DHA por Crypthecodinium

Anexo 3 - Composição do meio de cultura fl2+NPM

Anexo 4 - Cálculo das concentrações dos ácidos gordos separados por cromatografia

281

283

289

295

xvlll



Índice de Íiguras

Capítulo 2

Figure 1- Representação esquenxítica dos dois isómeros principais do ácido linoleirico. (a) ácido

9, 12,1 5-octadecatrienóico e (b) ácido 6,9,12-octadecatienóico

Figura 2 - Represeirtação esquemática de acilgliceróis..

Figura 9 - Síntese de eicosanóides a partir dos ácidos gordos ro-3 e ro-6.

l0

Figura 3 - Projecção de Fischer de um tiacilglicerol........... ........................ 12

1t

3l

Figura 4 - Reacção de elongação de cadeia de áçidos gordos. t7

Figura 5 - Vias biossintéticas dos PUFAs de cadeia longa. t9

Figura 6 - Esquema geral para a síntese de PUFAs pelo sistema PKS 25

Figura 7 - Esquema proposto para a síntese de DIIA via sistema PKS, em Schizoclrytium sp ...............27

Figura 8 - Biossíntese de eicosanóides a partir dos ácidos gordos 29

Figure 10 - Mecanismos pelos quais os PUFAs crr-3 exercem os seus efeitos anti-inflamatórios.............32

Figura 11 - Representação idealizada do processo de acumulação de lípidos num microrganismo

Figura 12 - Representação do ácido docosúexaenóico @HA, 22:6a-3) 55

Figure 13 - Fenómenos de tansferência de massa que ocorrem durante o traÍIsporte de oxigénio da fase

gasosa para as células num reactor biológico........ ...................80

Figura 14 - Mecanismos possíveis para a transferência de oxigénio na presença de vectores de

oxigátio 83

Figura 15 - Representação esquem,ríticade Crypthecodinium cohnii 104

Figura 16 -Fotografia de uma espécie de Crypthecodinium obtida por microscopia electrónica ........... 105

xix



Figura 17 - Diagrama dos ciclos celulares sucessivos de Crypthecodinium cohnii ao longo de 24 h..... 108

Figura 18 - Processo de fermentação utilizado na produção do SCO (DIIASCOTM) a partir de

tr'igura 19 - Extracção de triacilgliceróis apartir de C. cohniipara obter o DHASCOm tt4

Figura 20 - Layout (logística) do processo de refinação do DHASCOru ll5

Figura 21 - Formação de cristais de ureia na ausência e na presença de ácidos gordos de cadeia

Figura 22 -Díagrama de fases para o dióxido de carbono, mostrando a zona em que o fluído se encontra

em condições supercríticas. ........132

tr'igura 23 - Esquema de uma unidade de extracção supercrítica 134

Figura 24 - Representação esquernática das reacções de hidrólise, esterificação e interesterificação

Chapter 3

Fig. 1 - Effect of the carob pulp syrup dilution on C. cohnii CCMP 3 16 growth in nephelometer flask. (a)

Time course of the biomass concentation at different carob pulp synrp dilutions. @) Effect of the carob

pulp synrp ülution on the maximum specific growth rate............... ............232

f ig.2 - C. cohnii CCMP 316 fed-batch fermentation using carob symp as carbon source supplemented

Chapter 4

F'ig. 1 - Effect of n-dodecane volumetric fraction on the gas-liquid volumekic tansfer coeffrcient Ksafor

different stirring rates and aeration rates 242

Fig. 2 -Effect of r-dodecane addition on C. cohniibatch profile fermentation. (a) speed rate, (b) biomass,

(c) dissolved oxygen, (d) DHA concentration ........................243

xx



Fig. 3 -Effect of n-dodecane addition on C. cohnii DHA content of biomass (a), percentage of total fatty

acids (b) and DHA productivity (c)................. .......................24

Fig. 4 - Effect of r-dodecane addition on C. cohnii TFA content of biomass (a), TFA concentration (b)

and TFA productiv§ (c)................. ............"...24

Chapter 5

Fig. 1 - Scheme for DHA concentration and purifrcation from C.cohnii 254

Fig. 2 -DHA percentage of total fatty acids in the non-urea complexing (a) and urea complexing (b)

fractions, at different crystallization temperatures and urea/fatty acids ratios... .................255

Fig. 3 -DHA recoveries in the non-urea complexing (a) and urea complexing (b) fractions at different

crystallization temperatures and urea/fatty acids ratios... .......255

Chapter 6

Fig. 1 - Schematic representation of Crltpthecodinium cohnii cell. A Ventral view. B Dorsal vtwr......264

Fig. 2 -Scanning electron micrograph of a Crypthecodinium species showing the ventral view ............ 265

Fig. 3 - Diagram of successive cell cycles of a dinoflagellate microalga over 24 h 265

Anexos

Figura 41.1 - Distibuição geográfica mundial da alfarroba 283

Figura Al.2 - Estrutura molecular de três galactomananas: goma de semente de alfarroba, goma de tara e

Figura 42.1 - Efeito da temperatura no crescimento de C. cohnii CCMP 316 289

Figura lA.2 -Efeito da temperatura na taxa específica de crescimento de C. cohnii a crescer em meio fl2

+ NPM suplementado com glucose (3,8 gl't)...... ..................290

xxl





Indice de tabelas

Capítulo 2

Tabela 1 - Alguns ácidos gordos que ocoÍrem tlianaflneza.. l1

Tabela 2 - Principais reacções de síntese de rácidos gordos em bactérias ........................... 15

Tabels 3 - Origem dos genes disponíveis para codificar cDNAs dessaturases e elongases envolvidas na

biossíntese de LCPUFAs ..............21

Tabela4-Ingestãoadequadarecomendadadeácidosgordosro-3............... ......................40

Tabele 5 - Ingestão adequada de diferentes ácidos gordos, recomendada para adultos 4l

Tabele 6 - Ingestão adequada de diferentes ácidos gordos, recomendada para alimentação/formulações

Tabela 7 - Percentagens de alguns tícidos gordos nos lípidos de alguns microrganismos 48

Tabele 8 - Perfil de râcidos gordos dos SCO ricos em AA actualmente em produção 49

Tabela 9 - Perfil de ácidos gordos de alguns óleos microbianos, vegetais e animais...... 52

Tabela 10 - PerFrl de ácidos gordos dos SCO ricos em DHA actualmente em produção.. 58

Tabela 11 - Classificação de lípidos 119

Tabela 12 - Concentração de PUFAs em exhactos de ácidos gordos e complexos de ureiq obtidos pelo

método dos complexos de ureia...... .................. 131

Tabela 13 - Comparação das condições experimentais e purezas das fracções enriquecidas em PUFAs,

Chapter 3

Table 1 - Effect of the nihogen source on the C. cohnii CCMP 316 morimum specific growth............232

xxlll



Table 2 - C. cohnii CCMP 316 farty acid composition at different carob pulp synrp dilutions....... .......233

Table 3 - Comparison of carob púp syrup with other carbon sources used for C. cohniiDHA

Table 4 - Fatty acid composition of C. cohnii CCMP 3 l6 grown in a 2-l bioreactor containing diluted

Chapter 4

Table 1 - Influence of n-dodecane presence on C. cohnii cellular fatty acid composition at differeÍlt

fermentation times 245

Chapter 5

Table 1 - C. cohnii fatty acid composition (otal fatty acids/Yo) before winterization and in liquid fraction

Table 2 - Fatty acid composition (total falty acidsloÁ) of both urea complexing and non-urea complexing

fraction as a function of the urea/fatty acid ratio and crystallization temperature....................................255

Chapter 6

Table 1 -DHÂ productivities of Crltpthecodinium cohnii on different carbon sources......... .................270

Anexos

Tabela A1-1 - Composição típica média da alfarroba. 284

Tabela A2.1 - Efeito da temperatura na taxa específica de crescimento, no tempo de duplicação e na

absorvância (540 nm), após76 horas ............ .........................290

Tabela 42.2 - Efeito da temperatura no perfil de ácidos gordos de C. cohnii 292

Tabela 43.1- Composição do meio de cultura f/2

xxiv

29s



Tebele N.2 - Composição da solução de metais naço flT

Tabela A33 - Composição da solução de vitaminas fl2

295

296

Tabela 43.4 - Composição da solução orgânica stock............. ........'..........296

xxv





cAPÍruLo 1

Introdução

Cryprhecodinium conhii (Seligo) CCMP 316. Ampliação (* 1000)





Capítulo I - Introdução

Introdução

Estudos clínicos e epidemiológicos demonstrararn que alguns ácidos gordos

poli-insaturados ro-3 possuem uma influência benéfica na saúde humana (Jiang et al.,

1999). Os ácidos gordos co-3 são essenciais para o crescimento e desenvolvimento

normais e desempeúam um papel importante na prevenção e tratamento de doenças

coronárias, hipertensão, cancro, artrite e outras doenças inflamatórias e do sistema

imunitrírio (Simopoulos, 1991; 1999a; 2000; 2002a). Entre os ácidos gordos poli-

insaturados co-3 destaca-se pela sua importância na saúde e nutrição humanas, o ácido

docosahexaenóíco (Docosahexaenoic Acid - DHA), o ácido gordo mais importante no

tecido nervoso, que constitui 15-20% do córtex cerebral (o cérebro de um adulto normal

possuiu mais de 20 g de DHA) e 30-60% da retina (Bergé & Barnathan, 2005); é

também abundante no tecido muscular cardíaco (Kyle, 1996; Arts et al., 2001; Ward &

Singh, 2005); no espeÍma (Apt & Behrens, 1999; Connor, 2000; Arts et al., 2001; Bergé

& Banrathan, 2005) e no leite materno (Horrocks & Yeo, 1999; Huisman et a1.,1996;

Gil et a1.,2003; Ratledge, 2004; Yuhas et a1.,2006).

O Homem é rncapaz de sintetizar DHA de novo e a sua capacidade para

sintetizar DHA a partir do seu precursor, o ácido o-linolénico (a-Linolenic Acid -
ALA), é muito limitâda (Gerster, 1998; Apt & Behrens, 1999; Arts et a1.,2001; Burdge

& Calder, 2005; Burdger, 2006; Williams & Burdge, 2006; DeFilippis & Sperling,

2006). Assim, um aporte adequado de DHA teúr de ser obtido através da alimentação.

Este aporte é particularmente importante durante o último trimesffe da gravidez e nos

dois primeiros anos de vida para garantir um desenvolvimento neurológico 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 ácidos gordos poli-insaturados r»-3 e tarnbém de DHA é o

óleo de peixe (Robles Medina et al., 1998; de Swaaf et al., 1999; Sijtsma & de Swaae

2004). Esta fonte apresenta, contudo, alguns inconvenientes: sabor desagradiível, cheiro

característico a peixe, baixa estabilidade oxidativa (de Swaaf et al., 1999; Bergé &

Barnathan, 2005), presença de contaminantes (Bergé & Barnathan, 2005) e de colesterol

(Bajpai & Bajpai, 1993; Cohen & Cohen, 1991) e um perfil de ácidos godos complexo

(Robles Medina et a1., 1998; Sijtsma & de Swaaf,2004; Wynn eta1.,2005). Além disso,
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a produção de ácidos gordos poli-insaturados a partir de óleo de peixe está sujeita a

variações sazonais e climatéricas, que se podem fradtlr;ir em variações na quantidade e

na qualidade dos óleos obtidos (Bajpai & Bajpai, 1993; Gill & Valivety,1997). Acresce

que, a rattxeza limitada das reservas marinhas impõe limites à sua exploração (Gill &

Valivety, 1997) e a necessidade de obter óleos com elevado grau de puÍeza obriga a

elevados investimentos e custos de produção (Gill & Valivety, 1997; Sijtsma & de

Swaaf, 2004).

Devido às suas aplicações alimentares e fannacêuticas, à expansão da

aquacultura (as espécies marinhas de cativeiro necessitam de 0,5-2%o (n/m) de ácidos

gordos poli-insaturados de cadeia longa na sua alimentação e as espécies de água doce

necessitam de 0,5-1,5 Yo de ácidos gordos poli-insaturados com 18 átomos de carbono

(Craig & Helfrich,2002)) e ao facto da população mundial estar a aumentar (dos cerca

de seis biliões actuais para 8,9 biliões em 2050 (Arts et al., 2001)), a procura de ácidos

gordos poli-insaturados co-3 tem vindo a aumentar rapidamente e, num futuro próximo,

a sua produção aparttr das fontes convencionais não será suficiente paÍa abastecer um

mercado em franca expansão.

Assim, no sentido de satisfazer a procura crescente e de contornar as

desvantagens resultantes da obtenção de ácidos gordos poli-insafurados co-3 a partir de

óleos de peixe, novas fontes e processos de produção têm vindo a ser desenvolvidos

(Barclay et al., 1994; Kyle, L996; de Swaaf, 2003; Kiy et al., 2005; Barclay et al.,

2005). Pensa-se que, pelo menos a curto pÍazo, a resolução do problema passe pela

exploração de fontes microbianas de ácidos gordos poli-insaturados (Ratledge,2005;

Kyle, 2005), as quais se espera venham a constituir uma fonte sustenüível dos mesmos.

Sendo as microalgas os produtores primários de ácidos 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

ácidos gordos é menos complexo que o de óleo de peixe (Wynn et al., 2005); as

condições da sua produção podem ser controladas e as espécies podem ser

seleccionadas de acordo com o ácido gordo poli-insaturado pretendido (WVnn et al.,

2005); estes factores traduzem-se numa vantagem adicional - facilidade de purificagão

(Robles Medina et al., 1998).

A microalga heterotróftca Crypthecodinium cohnii foi identificada como uma

fonte com potencial para a produção de DHA (Kyle et al., 1992; Kyle, 1996; Sijtsma &

de Swaaf, 2004; Wynn et al., 2005) e paru a investigação da biossíntese deste ácido
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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 única na sua composição

em ácidos gordos. Pode acumular quantidades relativamente elevadas de lípidos,

correspondendo o DHA a 30-50% do total de ácidos gordos (de Swaaf et al., 1999; de

Swaaf, 2003; de Swaaf et al., 2003c) e não apresenta nenhum outo ácido gordo poli-

insaturado em concenffações superiores a 1% (Harrington & Holz, 1968; Beach &Holz,

1973;Yan Pelt et a1.,1999; de Swaaf et al., 1999; Ratledge et al.,200lq' Wynn et al.,

2005).

Na produção de produtos por fermentação em grande escala as questões

económicas desempenham um papel crucial. No caso de produtos de elevado valor

acrescentado e baixo volume de produção, como os produtos farrracêuticos, a qualidade

do produto e a oportunidade de mercado sobrepõem-se aos custos de produção §ielsen

et al., 2003a). O principal objectivo é obter o produto com um grau de pureza muito

elevado, sabendo à partida que quaisquer alterações ao processo de produção, após a sua

implementação, serão complicadas pelo facto de necessitarem de aprovação por parte

das autoridades que regulamentam a qualidade dos produtos alimentares e

farrracêuticos. Satisfeita esta condição, importa minimizar os custos e produção. Há

entiÍo que atender a factores como o rendimento, a produtividade e a concentração final

de produto, sobretudo o último, já que os custos de purificação muitas vezes

ultrapassam 90% dos custos totais de produção §ielsen et a1.,2003a).

No caso de culturas com produtividades relativamente baixas, as estimativas dos

custos de produção mostraram que os custos fxos constifuem a parcela mais importante

dos custos totais por unidade de produto (Sijtsma et al., 1998; de Swaaf et a1., 1999; de

Swaaf, 2003).

Para que os processos de produção de DHA sejam competitivos em tennos

económicos é fundamental aumentar a sua produtividade, com consequente diminuição

da contribuição relativa dos custos Íixos e diminuição do custo do produto. Um

aumento da produtividade volumétrica de DHA pode ser conseguido satisfazendo uma

ou mais das seguintes condições: aumento da concentração final em biomassa, aumento

do teor em lípidos, aumento do teor em DHA nos lípidos, ou diminuição do tempo total

de produção.

Outra abordagem de diminuição dos custos fixos assenta na utilização de

substratos alternativos, de baixo custo, na elaboração dos meios de culfura, convertendo

resíduos ou sub-produtos da indúskia agro-alimentar em produtos de elevado valor

5



acrescentado por obtenção de óleos a paÍtiÍ de células microbianas (Single Cell Oil -

sco).

Neste ffabalho procurou-se combinar as duas abordagens anteriormente

referidas. Por um lado a opção por uma estratégia de crescimento em fed-batch que

permitea manter o substrato abaixo de valores inibitórios ou saturantes e, por outo lado,

a utllizaçáo de um substrato de baixo custo, um sub-produto da indústria de alfarroba

(polpa de alfarroba) mais barato que os substratos utilizados convencionalmente. No

caso de Portugal, terceiro produtor mundial de alfarroba, esta opção constifui uma mais-

valia em termos de valorização do potencial endógeno, quer regional (Algarve e

Alentejo), quer nacional.

Foram optimizadas as condições de cultura (temperatura e transferência de

massa de oxigénio) de Crypthecodinium cohnii e testadas várias fontes de carbono

(glucose, frutose, glicerol e xarope de alfaroba) e azoto (exfracto de levedura e cloreto

de amónio) em frasco agitado. As condições optimizadas foram depois testadas em

fennentadores de bancada com vista ao scale-up.

Foi ainda desenvolvida uma técnica de purificação/concentração de DHA de

baixo custo (partindo da biomassa húmida) de forma a obter este ácido gordo com o

grau de pureza requerido para aplicações farmacêuticas, isto é, pureza superior a 95Yo

(Ratledge, 2004).

6



)
cAPÍruLo 2

Revisão da literatur^

Crypthecodinium conhil (Selieo) CCMP 316. Ampliação (* 1000)





Capítulo 2 - Revisão da literatura

2.1 Ácidos Gordos

Os ácidos gordos são ácidos carboxílicos. Regra geral, estes ácidos são

monocarboxílicos, de cadeia linear não ramificada e compreendem um número par de

átomos de carbono (Weil, 2000a; Scrimgeour, 2005). A maioria dos ácidos gordos que

ocorre na natureza possui um número de átomos de carbono compreendido entre 4 e 22,

sendo mais comuns os ácidos gordos com 18 átomos de carbono (Scrimgeour,2005).

Os ácidos gordos podem ser saturados (sem ligações duplas) ou insaturados

(contendo entre I e 6 ligações duplas) e por vezes são ramificados e/ou hidroxilados.

Enconüam-se nos sistemas biológicos, sobretudo como componentes dos lípidos,

geralmente esterificados e, só em pequenas quantidades no estado livre.

O nome sistemático de um ácido gordo obtém-se a partir do nome do

hidrocarboneto com o mesmo número de átomos de carbono substituindo o o final pelo

sufixo óico e fazendo anteceder o nome da palavra ácido (IUPAC, l97l). A contagem

dos átomos de carbono de um ácido gordo faz-se a partir do átomo de carbono do grupo

carboxilo terminal (carbonol) (IUPAC-IUB, 1978). Se o ácido gordo for insaturado, a

posição de cada uma das ligações duplas é indicada pelo número mais baixo do átomo

de carbono que participa na ligação precedido do símbolo "À" que representa a distância

ao átomo de carbono do grupo carboxilo (O'Keefe,2008).

Para além do nome sistemático e do nome comum existem dois sistemas

abreviados de nomenclatura utilizados frequentemente. Em ambos os sistemas os ácidos

gordos são representados usando uma notação simples. Dois números separados por

dois pontos indicam o número total de átomos de carbono e o número de ligações

duplas, respectivamente (Ratledge, 1997; Scrimgeour, 2005). A forma como é indicada

a posição das duplas ligações distingue os dois sistemas.

Num dos sistemas, o primeiro a surgir cronologicamente, a contagem dos

átomos de carbono faz-se do grupo carboxilo tenninal (carbono l) para o grupo CH3

(carbono n), tal como no sistema proposto pela International Union of Pure and Aplied

Chemistry - IUPAC. As ligações duplas são indicadas pelo símbolo "À", acompaúado

do número correspondente ao primeiro átomo de carbono que participa em cada uma

das duplas ligações. Este sistema difere do proposto pela IUPAC pelo facto de utilizar
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um número para indicar o número de átomos de carbono emvez de um nome derivado

do grego.

No outro sistema, apenas a posição da última ligagão dupla (a mais próxima do

terminal metilo) é indicada pela notação (n-x). Neste sistema de numeração "invertido"

x indica o número de átomos de carbono a que a dupla ligação se encontra do grupo

metilo terminal. A notação (n-x) denota precisamente a'ocontagem de trás" (Ratledge,

1997). O símbolo co é muitas vezes utilizado como sinónimo de n (como o alfabeto

grego termina com a letra co o último carbono da cadeia é denominado carbono co).

Assim, os dois isómeros principais do ácido linolénico (18:3) são representados por

18:3(ro-3) e 18:3(ro-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(ro3) e

18:3(ro6) ou 18:3(n3) e 18:3(n6) (Ratledge, 1997).

1St?rÂl5t{tltll1t0§
CH1- m{z- C[I: (fI - CHs- CH: CH - CtL- C[I: CH

I (a)
eIitSô?Ê

HOOC - H3C*HEC-[LC -HgC-H2C-IüC-H!C
C.[Ig - CIII - Cf,Ie * ffiIs * C[Iz * fTI : ffI - CfIz - CH: CFI
tt) crl wZ (rJ-3 ru-,4 r.r§ rord L. .
n n-l n-Z n-3 n4 n-5 n6 | (D)

I{OOC* HzC - IIaC- IüC - I{zC- t{C: HC -}IrC

Figura I - Representação esquemática dos dois isómeros principais do ácido linolénico.

(a) ácido 9,1,2,15-octadecatrienóico e (b) ácido 6,9,12-octadecatrienóico (Ratledge, 1997\.

No caso de ácidos gordos poli-insaturados (Polyunsaturated Fatty Acids -
PUFAs), as ligações duplas são normalmente interrompidas por um grupo metileno: -

CH:CH-CH2-CH:CH-. Assim, desde que a posição da primeira ligação dupla seja

indicada, a das restantes pode ser inferida (Ratledge, 1997; Wallis et al., 2002).

Como todas as modificagões de insaturação e/ou aumento do comprimento de

cadeia dos ácidos gordos presentes nos animais ocorrem entre a última ligação dupla e o

terminal carboxilo, a nomenclatura omega classifica os ácidos gordos em famílias: ro-3,

ro-6, a-7 e ro-9. O interesse (bioquímico) desta notação reside no facto da série co (n) se

manter eskível durante a biossíntese dos ácidos gordos.
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Tabela I - Alguns ácidos gordos que ocorrem na natureza.

Nome comum Nome sistemático* Notação
abreviada

1.2.2.1 Ácidos gordos saturados

Ácido láurico

Ácido mirístico
Ácido palmítico
Ácido esteiárico

Ácidos gordos monoinsaturados
Ácido palmitoleico
Ácido oleico

Ácidos gordos poli-insaturados o>6
Ácido linoleico (LA)
Ácido yJinolénico (GLA)
Ácido araquidónico (AA)

Ácidos gordos poli-insaturados ro-3

Ácido o-linolénico (ALA)
Ácido eicosapentaenóico (EPA)

Ácido docosúexaenóico (DHA)

Ácido dodecanóico

Ácido tetradecanóico

Ácido hexadecanóico

Ácido octadecanóico

Ácido 9-hexadecenóico

Ácido 9-octadecenóico

Ácido 9, l2-octadecadienóico

Ácido 6, 9, l2-octadecatrienóico

Ácido 5, 8, 11, l4-eicosatetraenóico

Ácido g, 12, I S-octadecatrienóico
Ácido 5, 8, I l,14,17-
eicosapentaenóico
Acido 4, 7, 10, 13, 16, 19-
docosúexaenóico

12:0

l4:0
l6:0
18:0

16:l a-7
18:l or9

l8,,2 rci,-6

l8:3 ro-6

20:4 ro-6

l8:3 ro-3

20:5 rct,-3

22:6 o-3

* Todas as ligações duplas em configuraçáo cis

A configuração das ligações duplas nos ácidos gordos que ocorrem nanattxezaé

geralmente assumida como cis (Z). Se não for este o caso, tal deve ser indicado como

"c" @ara cis:Z) ou "t" (para trans:E) (Ratledge,1997).

Quando os ácidos gordos estão esterificados com glicerol, fonnam-se mono, di e

triacilgliceróis (figura 2) onde R representa a cadeia alquilo e, portanto, RCO representa

o grupo acilo do ácido gordo.

cf,I2-o-co-R
à**o,
&r.-o*

I

c[I?-o-coR
&-"-coR
I

CH2-OH
n

üü-o-c0R
I
CH_O*COR
I
CI{,_O_COR

m

Figura 2 - Representação esquemática de acilgliceróis (Ratlege, 1997).

I - monoacilglicerol, II - diacilglicerol e Itr - triacilglicerol.
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Como são possíveis viários isómeros, a posição em que se faz a ligação da cadeia

acilo tem de ser especificada. Para tal utiliza-se o sistema de numeração

estereoespecífico (sn-) (figura 3).

R"COO r
H

H

rH

H
I

C
I

C

I
C

I
H

- oocR' posição sn-1

posição sn-2

posição sn-3
- oocR"'

tr'igura 3 - Projecção de Fischer de um triacilglicerol. R', R" e R"' representam cadeias

alquilo.

As propriedades dos ácidos gordos e dos lípidos com eles fonnados dependem

do tamanho da cadeia e do grau de insaturação.

Os ácidos gordos saturados são moléculas muito flexíveis que podem assumir

uma grande variedade de conformações devido à rotação relativamente livre em torno

de cada ligação C-C. Apesar disso, a sua energia conformacional mais baixa, à qual esüá

associada um mínimo de impedimento estereoquímico entre grupos metileno vizinhos,

corresponde à molécula distendida. Assim, os pontos de fusão dos ácidos gordos

saturados aumentam com o tamanho da molécula (Voet et al., 1999).

O facto de nos ácidos gordos insaturados, as ligações duplas apresentarem

configuração cis impõe uma certa igídez à cadeia carbonada, pelo que o

empacotamento destes ácidos gordos é menos eficiente que o dos ácidos gordos

saturados. A redução das interacções de van der Waals nos ácidos gordos insaturados

faz com que o seu ponto de fusão diminua com o aunento da insafuração, facto que se

traduz no aumento da fluidez dos lípidos com o aumento da insaturação dos ácidos

gordos que os constituem (Voet et a1.,1999).

Menos coúecidos que os efeitos da estrutura dos ácidos gordos são os efeitos da

sua distribuição posicional na cadeia de glicerol (Wijesundera et aI.,2008).
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2.2 Ácidos gordos poli-insaturados

Os ácidos gordos poli-insaturados (PUFAs) são ácidos gordos com 16 ou mais

átomos de carbono e duas ou mais ligações duplas (Chemler et al., 2006). Dependendo

da posição da dupla ligação mais próxima do tenninal metilo os PUFAs podem ser

classificados em viírios grupos dos quais os principais são as famílias ro-3 e ro-6. Se os

ácidos gordos possuírem 20 ou mais átomos de carbono e 4,5 ou 6 ligações duplas, são

desiguados ácidos gordos poli-insaturados de cadeia longa (Very-Long-Chain

Polyunsaturated Fatty Acids - WCPUFAs) (Abbadi et al., 2004).

Os ácidos gordos poli-insaturados estÍio presentes nos animais e plantas Inas 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 necessárias à produção, de novo, de vários PUFAs e, como tal, são

considerados os produtores prim,rários destes compostos na naixeza (Gill & Valivety,

L997). As plantas superiores não produzem PUFAs com mais de 18 átomos de carbono

(Gill & Valivety, 1997) e, nos animais superiores, os PUFAs podem ser obtidos através

da alimentação ou ser sintetizados a partir dos "ácidos gordos essenciais" através de um

sistema de insaturação/elongação (Leonard et al., 2004).

O tenno "essencial" está relacionado com os mamíferos e, mais concretarnente

com o Homem (Radwan, 1991). A via biossintética dos ácidos gordos no Homem é

mais limitada que a das plantas e microrganismos. As plantas insafuram enhe o carbono

9 e o carbono ro. As algas e algumas plantas insaturam em ambos os sentidos, isto é,

enhe o carbono 9 e o carbono o ou entre o carbono 9 e o terminal carboxilo (Halpern,

1997). Os mamíferos não conseguem introduzir duplas ligações entre o átomo de

carbono 9 (C, e o tenninal metilo (Radwan, 1991; Halpern, L997) e como tal, não

conseguem sintetizar os ácidos linoleico (18:2 Âe, 
^") 

r linolénico (18:3 Âe, 
^", ^")

de novo. No entanto, os mamíferos necessitam destes dois ácidos gordos que têm de

obtidos ahavés da alimentação e são, por isso, designados de "essenciais".

A designação "ácidos gordos essenciais" levanta, contudo, alguns problemas.

Definir nutriente "essencial" como aquele que é necessiírio 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, há uma quantidade mínima deste

nutriente que deve ser obtida regularmente através da alimentação. Contudo, as

necessidades variam de espécie para espécie e, denffo de cada espécie, variam com o

13



género, com a idade e na presença de alterações Íisiológicas ou patológicas (gravidez,

lactaçãio, inÍância, velhice, infecção, doença, etc.) (Cunnane, 2003).

Com base em estudos nutricionais, Cunnane (2003) considera que o termo

"ácido gordo essencial" é ambíguo e inapropriado para muitos ácidos gordos poli-

insaturados. Quando aplicado rigidamente ao 18:2co-6 e 18:3co-3, o termo exclui as

necessidades, aceites mas condicionadas pela alimentação, dos ácidos gordos poli-

insaturados 20:4 o-6 e 22:6 ro-3, durante a infância. O autor propõe a substituição dos

termos essencial e não essencial por "dispensável", "condicionalmente dispensável",

"condicionalmente indispensável" ou "indispensável" (Cunnane, 2000; 2003). Neste

trabalho optar-se-á pela substituigão do termo "ácido gordo essencial" pela terminologia

ácido gordo poli-insaturado ro-3 ou co-6 e pela indicação dos nomes dos ácidos gordos

em questão.

2.2.1 BiossÍntese

Elongação de cadeia

A síntese de ácidos gordos ocorre no citosol por uma via diferente da B-oxidação

(Rawn, 1989), facto que permite que ambos os processos sejam termodinamicamente

favoráveis e regulados independentemente nas mesmas condições fisiológicas (Voet et

al., 1999). A acetil-coenzíma A (acetil-CoA) gerada nas mitocôndrias é transportada

para o citosol sob a forma de citato (Halpern, 1997) via sistema de ffansporte

tricarboxilato (Voet et aL., 1999).

Na síntese de ácidos gordos a acetil-CoA é convertida no ácido palmítico (16:0)

pelo complexo multienzimâtico sintetase de ácidos gordos (Fatty Acid Synthetase -
FAS). O primeiro passo deste processo (tabela 2) é a fonnação do malonil-CoA por

carboxilação da acetil-CoA, uma reacção dependente de ATP (Adenosine Triphosphate)

que é catalisada pela acetil-CoA-carboxilase (a coenzima é a biotina que fixa HCOI- da

solução e, a pxtir dele, transfere CO2). O dióxido de carbono envolvido nesta reacção é

libertado posteriormente.
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Tabela 2 - Principais reacções na síntese de ácidos gordos em bactérias (Stryer, 1988)

Passos Reacçâo Enzimo

Acetil-CoA + HCO3' + ATP + malonil-CoA + ADP + h + If
Acetil-CoA + ACP = acetil-ACP + CoA

Malonil-CoA + ACP = malonil-ACP + CoA

Acetil-ACP + malonil-ACP + acetoaceül-AcP + ACP + CO2

Acetoacil-ACP + NADPH + tf = D- p -hidroxibutiril-AcP + NADP*

D-p-hidroxibutiril-AcP = crotonil-ACP +H2O

Crotonil-ACP + NADPH + H+ + butiril-ACP + NADP+

Acetil-CoA carboxilase

Acetil transacilase

Malonil transacilase

Acil-malonil-ACP

B -cetoacil-ACP-redutase

p -hidroxiacil-ACP-desidratase

Enoil-ACP redutase

Os grupos acilo da acetil-CoA e do malonil-CoA são transferidos,

respectivamente, por uma acetil-transferase (passo 2) e por uma malodl-transferase

(passo 3) para uma pequena proteína transportadoÍa de grupos acílo (Acil Carrier

Protein - ACP), cujo grupo prostético é a fosfopanteteína (Weil, 2000b). O acetil-ACP

e o malonil-AcP reagem entilo para formar o acetoacetil-AcP, nulna reacção de

condensação catalisada por uma enzíma condensadora acetil-malonil-AcP (passo 4).

Todos os átomos do acetoacetil-AcP provêm da acetil-CoA e a descarboxilação que

ocorre neste passo favorece a reacção directa (Campos, 2002).

O acetoacetil-AcP é entiÍo reduzido a D-B-hidroxibutiril-ACP numa Íeacção

catalisada pela p-cetoacil-ACP-redutase em que o redutor é o NADPH (passo 5). Por

desidratação, catalisada pela p-hidroxiacil-ACP-desidratase, fonna-se entilo o crotonil-

ACP (passo 6) que, por redução catalisada pela enoil-ACP-redutase, dá 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 entretarto transferida paÍa a enzima

condensadora). Após outra sequência de reacções como a descrita, obtém-se uma cadeia

de ácido gordo com mais dois átomos de carbono (uma cadeia em C6), e assim

sucessivÍrmente.

O principal ácido gordo formado é geralmente o ácido palmítico (C16) (Weil,

2000b). Após mais cinco sequências de condensação e redução forma-se o palmitoil-

CoA. A ligação tioéster é depois hidrolisada pela palmitoil-tiosterase, para fomrar o

palmitato.

A estequiometria da síntese do palmitato é (Voet etal.,1999):

acetil-CoA+Tmalonil-CoA+14NADPH+14}r---+palmitato+7COz+14NADP*+8CoA+6IüO

I

2

3

4

5

6

7
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uma vez que 7 malonil-CoA são derivados do acetil-CoA segundo:

7 acetil-CoA+7 CO2+ 7 ATP + 7 malonil-CoA + 7 ADP +7 Pi+7 Í{

A estequiometria da reacção global é

8 acetil-CoA + 14 NADPH + 7 ATP + 7 H+ ---r palmitato + 14 NADP* + 8 CoA + 6

HzO+7ADP+7Pr

A biossíntese de ácidos gordos pode, assim, ser representada por uma hélice

(hélice de Wakil), em que cada espira corresponde à adigão de uma unidade com dois

átomos de carbono provenientes da acetil-CoA, sendo o dador activo dessas unidades o

malonil-CoA (Campos, 2002).

A etapa limitante da biossíntese é a reacção catalisada pela acetil-CoA-

carboxilase. A enzima é activada pelo citrato e inibida pela palmitoil-CoA e outras acil-

CoA de cadeia longa (Voet, 1999). Ocorre também uma regulação por fosforilação-

desfosforilação: a fosforilação por uma proteína-cinase converte a enzima em forna

inactiva, e a acção de uma fosfatase torna-a activa (Voet et al.,1999; Campos, 2002).

Existem dois tipos de ácido gordo sintetase: tipo I, presente nos mamíferos, aves,

leveduras, fungos e algumas bactérias, em que a actividade enzimática está localizada

numa ou em duas cadeias polipeptídicas (Torkko, 2003; de Swaaf, 2003; Asturias,

2006; Ploskón et a1.,2008) e tipo II, presente em procariontes e plantas, em que a

actividade enzimáúica estií presente em cadeias polipeptídicas separadas, isto é, enzimas

individuais (Torkko, 2003; de Swaaf, 2003; Asturias, 20061' Ploskón et al., 2008).

Assim, nos eucariontes, as reacções 2 a 7 (tabela 2) são catalisadas pelo complexo

polienzimático sintetase de ácidos gordos (FAS) cuja forma funcional, nos mamíferos, é

um homodímero com dois centros para a síntese de ácidos gordos (Asturias, 2006).

O elongamento pelo complexo sintetase de ácidos gordos tennina com a

forrração do palmitato (Cre). Este pode depois ser convertido em ácidos gordos de

cadeia mais longa, saturados e insaturados, por acção de elongases e dessaturases (Voet

et a1.,1999). As elongases são enzimas responsáveis por incrementos de dois átomos de

carbono no terminal carboxilo da cadeia acilo de um ácido gordo (Leonard et al., 2004).

As dessaturases são enzimas que catalisam a adição de ligações duplas (insaturações)

entre átomos de carbono específicos da cadeia acilo (Los & Murata, 1998; Murata &
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Wade, 1995; Pereira et a1.,2003) e cuja nomenclatura é feita de acordo com a posição

da ligação dupla que introduzem (Pereira et a1.,2003).

As elongases estão presentes quer nas mitocôndrias quer no retículo

endoplasmático mas os mecanismos de elongação diferem consoante o local em que a

elongação ocoÍre (Voet et al., 1999).

A elongação mitocondrial (processo independente da síntese de ácidos gordos do

citosol) ocorre por adições e reduções sucessivas de unidades de acilo, ou seja, no

sentido inverso da oxidação dos ácidos gordos. A única diferença enüe estas duas vias

ocorre na reacção de redução final, na qual a coenzima redox terminal é o NADPH

(Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate), forma reduzida, em vez do FADHz

(Flavin Adenin Dinucleotide) forma reduzida (Voet et al., 1999).

O sistema de elongação de cadeia dos ácidos gordos (Fatty Acid Chain

Elongation System - FACES) no retículo endoplasmático é constituído 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

I

I

I

0- cetoacil CoA sintetase (KCS)

R- CO - CHz -CO - CoA

B- cetoacil CoA redutase (KCR)

R-CHOH -CHz-CO-CoA
I

+ B- hidroxiacil CoA desidratase

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

R- CHz - CHz - CO - CoA

Figura 4 - Reacção de elongação de cadeia de ácidos gordos (Leonard etal.,20M).

A elongação envolve sucessivas condensações do malonil-CoA com o acil-CoA.

Cada uma destas reacgões é seguida por reacções de redução dependentes do NADPH,

similares às catalisadas pela sintetase de ácidos gordos; a única diferença é que o ácido
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gordo é alongado na forma derivada da CoA e não na forma derivada da ACP (Voet et

al., 1999; Wallis et al., 2002).

Na célula existem múltiplos sistemas de elongação microssomais com

especificidade para diferentes comprimentos de cadeia (Leonard et al., 2004). Os

resultados experimentais sugerem a existência de sistemas de elongação responsáveis

pela síntese de ácidos gordos saturados com diferente comprimento de cadeia: um para

o alongamento do ácido palmítico (16:0) a ácido esteárico (18:0), outro para o

alongamento do ácido esteárico a ácido araquídico (20:0) e um terceiro para o

alongamento do ácido araquídico a ácido behénico (22:0) e ácido linhocérico Qa:Q.

Existem também diferentes sistemas de elongação responsáveis pela elongação de

ácidos gordos saturados versus insaturados, isto é, sistemas enzimiíticos específicos

responsáveis pelo aumento do tamanho da cadeia de ácidos gordos de diferentes

comprimentos de cadeia e diferentes graus de insaturagão (Leonard et al., 2004;

Jakobsson et al., 2006).

Insaturação

Ao longo dos últimos 25 anos e, a partir do momento em que ficou bem

documentada a importância dos ácidos gordos poli-insaturados na biologia das

membranas celulares e nos processos de sinalização da maioria dos organismos vivos,

as vias biossintéticas dos PUFAs de cadeia longa têm sido alvo de interesse e estudo

§apier et al., 2003). Contudo, só recentemente, com o contributo da genética

molecular, surgiram estudos detalhados das enzimas envolvidas.

Apesar das vias biossintéticas dos PUFAs na maioria dos organismos não ser

ainda completamente conhecida, apresenta-se na Íigura 5 uma visão generalizada das

vias biossintéticas r»-3 e or-6 à luz dos coúecimentos actuais. Apenas uma delas é

anaeróbia.

Vias aeróbias

Como já foi referido, a biossíntese dos ácidos gordos poli-insaturados de cadeia

longa é catalisada por uma sequência de reacções de insaturação e elongação da cadeia

acilo e tem como ponto de partida os ácidos gordos saturados 16:0 e l8:0 formados pelo

complexo sintetase de ácidos gordos (FAS) e pelo sistema de elongação de cadeia

(FACES).
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As reacções de insaturação (dessaturação), catalisadas por dessaturases de ácido

gordo, são processos aer6bios que utiüzam o oxigénio molecular e redutores

equivalentes (elecnões) obtidos de uma cadeia de transporte de elecüões (Tocher et al.,

1998; Pereira et al., 2003).

Existem três tipos de dessaturases de ácido gordo: dessaturases acil-CoA, acil-

lípido e acil-ACP (Tocher et al., 1998; Certik & Shimizu,1999; Pereira et al., 2@3;

Nakamura & Nara, 2004). As dessaturases podem ser solúveis ou estar associadas a

membranas (Sperling et al., 20fJ.31' Ropero, 2O03; Nakamura & Nara, 2004). As

dessaturases acil-CoA estão ligadas à membrana do reúculo endoplasmático e insaturarr

ácidos gordos esterificados a coenzima A (Tocher et al., 1998; Certik & Shimizu,

1999); estão presentes nas células de animais, leveduras e fungos (Pereira et al., 2N3).

As dessaturases acil-ACP encontram-se nos plastídeos das plantas numa forma solúvel,

e insaturam ácidos gordos ligados a uma proteína transportadora de grupos acilo (ACP)

(Tocher et al., 1998; L.ópez Alonso et al., 2OO31' Sperling et al., 200.3; Pereira et al.,

2N3). As dessaturases acil-lípido introduzem ligações nos ácidos gordos esterificados

em glicerolípidos (Tocher et al., 1998); estão ligadas à membrana e encontram-se em

plantas, fungos e cianobactérias @ereira et al., 2003). As dessaturases podem ser

posteriormente organizadas de acordo com o dador de electrões utilizado (citocromo á5

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{oA dos animais e as dessaturases acil-lípido das plantas e

fungos utilizam geralmente o citocromo á5 como dador de electrões (Pereira et al.,

2003; Nakamura & Nara, 2004). A ferredoxina actua como dador de electrões para as

dessaturases acil-ACP e para as dessaturases acil-lípido nos plastídeos das plantas e nas

cianobactérias (Nakamura & Nara, 20U). As dessaturases são especÍficas no que se

refere à localização, número e estequiometria das duplas ligações presentes à partida

nos ácidos gordos. Por exemplo, uma dessaturase À9 pode apenas intoduzir uma

ligação dupla entre os carbonos 9 e l0 da cadeia acilo (átomos de carbono numerados a

partir do grupo carboxilo-Cr) (Pereira et al., 2003).

Em organismos diferentes a presença/ausência das enzimas e a regulação

diferenciada da sua actividade conduz a perfis de ácidos gordos completamente

diferentes (de Swaaf, 2003).

Ao longo dos últimos anos, as sequências de codificação da actividade

enzimática das enzimas envolvidas na biossíntese microssomal de ácidos gordos poli-
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insaturados foram identificadas, isoladas e expressas em vários hospedeiros heterólogos

(Tabela 3). Os resultados desses estudos ajudaram a compreender a bioquímica das

elongases e dessaturases e a regulação da biossíntese de PUFAs (Bergé & Barnathan,

2005).

Tabela 3 - Origem dos genes disponíveis para codificar cDNAs dessaturases e elongases

envolvidas na biossíntese de LCPUFAs @ergé & Barnathan,2005).

Enzima 1.2.2.1.1.1.1 Organismo

Â4 dessaturase
Â5 dessaturase

Â 6 dessaturase

Â 8 dessaturase
(n-3) dessaturase
Â 6 elongase

Thraustochytrium sp
Homo sapiens
C aenorhabditis elegans
Mortierella alpina
Homo sapiens
C aenorhab dit is e I egans
Borago fficinalis
Ceratodon purpureus
Physcomitrella patens
Mortierella alpina
Euglena gracilis
Caenorhabdüis elegans
C aenor hab dit is elegons
Mortierella alpina
Physcomitrella patens

Não se coúecem plantas angiospérmicas que acumulem nas suas reservas de

triacilgliceróis ou nos lípidos de membrana ácidos gordos poli-insaturados com mais de

18 átomos de carbono (Abbadi et al., 2001; Green, 2004; Ratledge, 2004); elas

convertem o ácido oleico (18:1) nos ácidos linoleico (18:2) e linolénico (18:3),

substratos paÍa a síntese de C2e, mas são incapazes de alongar mais a cadeia acilo

(Bergé & Bamathan, 2005). Nas plantas, os ácidos gordos 16:0 e 18:0 são produzidos,

quase exclusivamente nos cloroplastos (ou plastídeos) (López Alonso & Garcia Maroto,

2000) como tioésteres da proteína transportadora de grupos acilo pelo sistema sintetase

de ácidos gordos (Wallis et al.,2OO2). É na cadeia de 18 átomos de carbono que pode

ser introduzida, através de uma dessaturase, uma dupla ligação enffe Cs e C1s para

formar oleil-ACP que, por üansacilação, dá origem ao oleil-CoA. O 18:l pode ser

incorporado directamente nos glicerolípidos dos plastídeos ou ser transportado para o

retículo endoplasmático para posterior transformação - elongamento, hidroxilação ou

insaturação (Campos, 2002). Uma dessaturase ligada à membrana adiciona uma
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segunda dupla ligação na posição Ll2 ao oleil-CoA para formar l8:2, e a adigão de uma

terceira ligação na posição n-3 dá origina o l8:3 (n-3) (Wallis et al., 2002).

Os mamíferos convertem l8:0 a 18:l(n-9) usando uma dessaturase 18:0-CoA,

Â9, ligada à membrana (Wallis et a1.,2002). Contudo, falta-lhes as dessaturases Â12 e

À15 (n-3) (fig. a) e portanto, necessitam de obter os ácidos 18:2(n-6) e 18:3(n-3) a partir

da alimentação (Fidler et al. 1999; Wallis et a1.,2002: Calder & Grimble ,2002; Pereira

et a1.,2003; Pereira et al.,20O4a). Por não possuírem a dessaturase Â15 também não

conseguem interconverter os ácidos gordos n-3 e n-6 (Calder & Grimble, 2002). Os

ácidos gordos l8:2(n-6) e 18:3(n-3) são depois dessaturados e elongados no retículo

endoplasmático (Tocher et a1.,1998; Wallis et al., 2002; Bergé & Barnathan, 2005) de

forma diferente consoante a espécie, a actividade das dessaturases Â6 e Â5 e a

localizaçáo no tecido (Pereira et a1.,2003). Por exemplo, nos gatos, a expressão da

dessaturase À6 é reduzida ou inexistente (Gurr, 1998) mas a dessaturase Â5 está

operacional (Sinclair et al., 1979); o peixe marinho tem uma actividade limitada de

dessaturase Â5 e necessita dos PUFAs EPA (20:5n-3) e DHA (22:6n-3) (Lall, 2000)

embora possua dessaturases À6 funcionais (Tocher & Ghioni, 1999), enquanto o peixe

de água doce, como afruta e a caÍpa, possui dessaturases Â6 e Â5 e pode sintetizar AA,

EPA e DHA (Henderson, 1996; Hastings et al., 2001). Certos tecidos dos mamíferos

possuem maiores concentrações de DHA que outros (é o caso do cérebro e da retina no

Homem), provavelmente devido a uma maior expressão dos genes da dessaturase

envolvida na produção de DHA (Innis, 1991; Pereira eta1.,2003).

Do estudo das vias biossintéticas dos PUFAs de cadeia longa, efectuado ao

longo dos últimos dez anos em algas, invertebrados e mamíferos emergiu uma via

particular, a chamada via-À6, como principal via biossintética em eucariontes §apier,
2007\.

Na via-Â6 uma dessaturase Â6 uíliza os ácidos gordos 18:2(n-6) e 18:3(n-3)

como substratos e insere uma ligação dupla na cadeia acilo dando origem aos ácidos

18:3(n-6) e 18:4(n-3), respectivamente (Wallis et al., 2002). Esta etapa é o passo

limitante da síntese dos ácidos gordos de cadeia longa (Pereira et al., 2OO3; Benatti et

al., 2004; Williams & Burdge, 2006). Os ácidos gordos com uma ligação dupla na

posição Â6, funcionam entÍÍo como substratos para o mecanismo de elongação que

úrlíza a malonil-CoA para adicionar dois átomos de carbono ao terminal carboxilo do

ácido gordo produzindo 20:3(n-6) e 20:4(n-3) que, por acção da dessaturase Â5, dão

origem aos ácidos gordos 20:4(n-6) e 20:5(n-3) (Wallis eta1.,2002).
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Neste ponto, ocorre uma divisão na biossíntese dos PUFAs de cadeia longa. Nos

eucariontes inferiores o EPA é elongado a ácido docosapentaenóico (Docosapentaenoic

Acid - DPA) Q2:5(n-3)) e uma ligação dupla é entÍlo adicionada directamente ao DPA

por uma Â4 dessaturase para fonnar o DHA (Huang et al., 2004). Esta sequência é a

mais simples e ocorre em vários eucariontes unicelulares (Bergé & Barnathan, 2005). A

dessaturase Â4 foi identificada pela primeira vez no protista marinho Thraustochytrium

sp. (Qiu et al., 2001) e, posteriormente, em Euglena gracilis (Meyer et al., 2003),

Pavlovo (Tonon et a1., 2003) e Isochrysis (Pereira etal.,2004b).

Nos mamíferos e eucariotes superiores só recentemente foi decifrada a via que

conduz à síntese do DHA a partir do ácido docosapentaenóico (DPA, 22:5(n-3)). Até

199L, era postulado que uma dessaturase Â4 catalisava a conversão do DPA em DHA

nos microssomas. Confudo, esfudos 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 é

elongado a24:5(t-3), que é depois dessaturado para formar o ácido tetracosúexaenóico

(THA, 2a:6 @-3)) nos microssomas (Pereira et a1., 2003) (Íig.4). Este é depois

transportado para os peroxissomas onde sofre B-oxidação (retroconversão) e fonna

DHA (Luthria et a1., 1996; Infante & Huszagh, 1998; Sprecher, 2000; Ferdinandusse et

al., 2001; Wallis et a1., 2002; Pereira et a1.,2003). O DHA é depois, translocado

novamente para o retículo endoplasmático (Burdger & Calder, 2005; Williams &

Burdge, 2006). O mecanismo específico e as enzimas envolvidas na reffoconversão e na

translocação ainda não são totalmente conhecidos (Sprecher et al., 1999; Pereira et al.,

2003; Burdge & Calder, 2005). Por esta vía, a síntese do DHA a partr da acetil-CoA

envolve aproximadamente 30 enzimas diferentes e requer 70 reacções, incluindo os 4

passos repetidos da sintetase de ácidos gordos (Metz et a1.,2001; Wallis et al., 2002; a,

2009). Assim, a síntese de DHA nos mamíferos é um processo bioquímico muito mais

complexo que nos micróbios facto que pode, em pârte, explicar a fraca capacidade dos

humanos para sintetizar este ácido gordo §apier, 2007). Por ouüo lado, o EPA e o

DPA podem também ser sintetizados a partiÍ do DHA, obtido através da alimentagão,

por p-oxidação peroxissomal (Ruxton et à1., 2005) sendo euê, no Homem,

aproximadamente lo/o do DHA pode ser reconvertido a EPA (Brossard et al., 1996).

Para a síntese de ácidos gordos ro-6 (ácido docosapentaenóico, 22:5(n-6)) a partir

do LA são possíveis os mesmos passos alternativos de insaturação/elongação (via

dessaturase Â4 ou via B-oxidação) (Leonard,2004; Calder, 2004).
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Uma via biossintética alternativa, via-À8, foi identifrcada em alguns protistas

como, por exemplo, Euglena gracilis (Wallis & Browse, 1999). Começa com um passo

de elongação, envolvendo uma elongase-À9, seguido de insaturações Â8 e Â5

consecutivas para formar AA ou EPA, consoante o substato metabolizado é o LA ou o

ALA (Qi et al., 2004; Napier & Sayanova, 2005). Também a microalga Isochrysis

galbana pode utilizar uma dessaturação Â8 para a síntese de EPA e DHA (Qi et al.,

2002).

Via anaeróbia

Várias estirpes de bactérias produtoras de ácidos gordos poli-insaturados podem

fazê-lo em condições estritamente anaeróbias, excluindo a participação de um

mecanismo dependente do oxigénio. A designação de anaeróbia para esta via significa

que o oxigénio não estií envolvido na síntese das ligações duplas embora o organismo

possa crescer aerobiamente (Qiu, 2003; Ratledge, 2004). Este sistema não necessita das

múltiplas elongases e dessaturases affás referidas e, em vez disso, utiliza um gene como

a sintetase de policétidos (Polyketide Synthase-like - PKS), presente nos micróbios

marinhos procariontes e eucariontes, para sintetizar os ácidos gordos poli-insaturados

§apier,2002).

O sistema multienzimático PUFA-PKS foi descrito pela primeia vez para

Shewanella sp., uma bactéria marinha rica em EPA e, desde então tem sido identificado

em vários organismos, procariontes e eucariontes, produtores de EPA, DHA e ro-6 DPA

(Metz et al., 2001) incluindo a bactéria Moritella marina l\[P-l (Vibrio marinus)

(Tanaka et al., 1999).

Neste sistema enzimático, o ciclo completo de redução, desidratação, e redução

de um ácido gordo é, muitas vezes, abreviado dando origem a cadeias de carbono

contendo grupos cetona e hidroxilo além de ligações duplas em configuraçãa trans

(frg.6) (Iv.í.etz et al., 20Ol; Bergé & Barnathan, 2OO5; Barclay et a1.,2005). Além disso,

os produtos do PKS sofrem muitas vezes um processo de ciclização dando origem a

produtos bioquímicos complexos que incluem antibióticos, aflatoxinas e outros

produtos secundiários (Metz et al., 2001; Bergé & Barnathan, 2005; Barclay et al.,

2005).
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Figura 6 - Esquema geral paÍa a síntese de PUFAs pelo sistema PKS §apier,2002).

No sistema PKS as ligações duplas em configuraçáo cis são introduzidas na

cadeia de carbono via um mecanismo de desidratação/isomerização em vez de serem

introduzidas por reacções de insaturação dependentes do oxigénio (Barclay et al., 2005).

Assim a formação de PUFAs em Czo poderá não ser o precursor dos PUFAs em C»

(Bergé & Bamathan, 2005).

O funcionamento de um sistema PKS ajuda a explicar porque é que muitos

organismos produtores de DHA não possuem grupos acilo de ácido gordo de tamanho

intermédio enfre os seus lípidos (Ratledge,2004). O sistema PKS parece funcionar

como um tubo de escoamento em que os blocos de construção (acetil e malonil-CoA)

enham num lado e o produto surge no ouho. Os intermedirários estão, aparentemente,

demasiado ligados paÍa serem libertados como ésteres liwes da CoA e ficarem

disponíveis paraa síntese de triacilgliceróis (Ratledge, 2004).

O protista marinho Schizochytrium, também identificado como tendo potencial

paÍa a produção comercial de DHA, pertence à família Thraustochyfid, pode acumular

grandes quantidades de triacilgliceróis ricos em 22:6n-3 e22:5n-6 (Barclay et a1., 2005).

Contudo, estudos bioquímicos indicam que a síntese de PUFAs não envolve

dessaturases nem elongases neste eucarionte (Wallis et à1., 2002) tendo sido

i- ., (J

recentemente demonstrado que utTliza um sistema PKS similar ao utilizado

:I]



procariontes para a síntese de PUFAs (Metz et al., 2001; Ratledge, 2004; Barclay et al.,

2005), cujo esquema se apresenta nafig.7.

No que respeita à síntese dos ácidos gordos com 14 e 16 átomos de carbono, não

está esclarecido se a mesma ocoÍre através de um sistema sintetase de ácidos gordos

convencional ou se estes ácidos gordos também são produzidos pelo sistema PKS

(Ratledge, 2004).

Schizochytrium foí apenas o primeiro microrganismo eucarionte onde foi

identificado um sistema PKS. Posteriormente verificou-se que uma via similar estava

presente em Ukenia sp., um protista eucarionte pertencente à ordem Thraustochytriales

do filo Labyrinúulomycota e identiÍicado como promissor para a produção de DHA

(Kiy et a1.,2005).

O mecanismo de síntese do DHA por Crypthecodinium cohnii é desconhecido

(de Swaaf et a1.,2003a). Apesar de nenhum tabalho ter sido publicado até à data acerca

do mecanismo de síntese 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 extensão da insaturação dos ácidos gordos individuais é regulada genética e

ambientalmente sendo a temperatura o factor ambiental crítico que regula a insaturação

(Murata & Wada, 1995; Los & Murata, 1998). Em resposta a um decréscimo da

temperatura ambiente a maioria dos organismos poiquiloténnicos, incluindo

cianobactérias e bactérias, aumentam o teor de ácidos gordos insaturados mantendo a

fluidez apropriada dos lípidos de membrana, apesar da temperatura ambiente (Hazel,

1995). Esta aclimatização é denominada aclimatização homeoviscosa (Sakamoto &

Murata,2002).
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2.2.2 Ftnções e metabolismo

Os ácidos gordos poli-insaturados são componentes essenciais dos eucariontes

superiores que conferem fluidez, flexibilidade e permeabilidade selectiva às membranas

celulares (Wallis et al., 2002). Os ácidos gordos poli-insaturados afectam muitos

processos celulares e fisiológicos quer nas plantas quer nos animais incluindo a

adaptação e sobrevivência ao frio (Wada et al., 1990; Miquel et al., 1993; Morgan-Kiss

et al., 2006), a modulação de canais iónicos (Wang, 2003;' Rychkov et al., 2005), a

endocitose/exocitose (Schmidt et al., 1999), a formação de pólen, a defesa contra os

patogéneos, o desenvolvimento de cloroplastos nas plantas (Wallis & Browse, 2002) e a

actividade de enzimas associadas a membranas sensíveis às propriedades biofisicas dos

lípidos de membrana (Goldberg &Zidovetzki,1997; Morgan-Kiss et a1.,2006).

Os PUFAs também controlam a expressão de certos genes e, desta forma,

afectam processos como a biossíntese de ácidos gordos (Certik & Shimizu, 1999) e o

transporte de colesterol no organismo (Certik & Shimint, 1999; Bérad et al., 2004).

Além disso, os PUFAs e os seus metabolitos podem actuar ao nível do núcleo, em

conjugação com receptores nucleares e factores de hanscrição, e afectar a transcrição de

viírios genes (Sampth & Ntambi,2005). Os PUFAs regulam a actividade e a abundância

de quatro famílias de factores de transcrição: receptores activados por proliferação

celular (Peroxisome Prolderator Activated Receptor - PPAR) (alfa, beta e gama),

receptores X do figado (Liver X Receptors - LXRs) (alfa e beta), factor nuclear

hepático-4 (Hepatic Nuclear Factor-4 - HNF-4) e proteínas de ligação de elementos

reguladores alfa e esterol (alpha and Sterol Regulatory Element Binding Proteins -
SREBPs) (1 e 2) e estes factores de transcrição desempenham um papel fundamental no

metabolismo dos hidratos de carbono, ácidos gordos, triacilgliceróis, colesterol e ácidos

biliares (Jump, 2002).

Nos mamíferos, o metabolismo dos ácidos gordos de cadeia longa com 20

átomos de carbono por oxigenases origina uma variedade de moléculas de vida curta,

conhecidas como eicosanóides tais como as prostaglandinas, leucotrienos e

tromboxanos (Wallis eta1.,2002; Bergé & Barnathan, 2005) (frg.8).

28



18:2 n-6 20:3 n{

2024n4

PL n-3
20t4a4
20:5 n-3
20:6 n-3

20:5 n-3

18:3 n{

Elongere Â5

§Íntese der sérieg de eicosenóides

cox tffi
IO:lú -'-) I I
S:*aó --+ t d
t0f *i "'-* I í

HETE

HPETE

t?

L0x

cox

PG

TBX

^'Dessrtunse

^6
^5

Figura I - Biossíntese de eicosanóides a partir dos ácidos gordos (Bérge & Barnathan,2005).

Abreviaturas: PL, fosfolípidos; PLA2, fosfolipase Azi COX, ciclooxigenase; LOX,

lipooxigenase; PG, prostaglandinas; TBX, ffomboxanos; HETE, ácidos

hidroxieicosatefraenóicos; HPTE, ácidos hidroxiperoxieicosatetraenóicos; LT, leucotrienos. Os

lípidos obtidos através da alimentação fornecem quer os ácidos gordos precursores directos para

as vias COX/LOX, quer os ácidos gordos 18:2(n-6) e 18:3(n-3) que têm de ser elongados e

insaturados antes de serem convertidos em eicosanóides.

Os eicosanóides actuam localmente nas células onde são produzidos ou nas

células viziúas (Canon, 1984; Hoffinan & Dunharn, 1995) e podem causar efeitos

fisiológicos profundos mesmo em pequenas concentrações (King, 2009).

Os eicosanóides ligam-se a uma proteína-G acoplada a receptores e sinalizam

respostas celulares e modulam processos biológicos como a febre, a inflamação, a

vasodilatação, a pressão arterial, a dor (Funck, 2001; Wallis et a1., 2002), a a$egaçáo

plaquetrária, a hemorragia, a vasoconstrição e a resposta imunitária (Benatti et a1.,2004).

Podendo os substratos para a síntese de eicosanóides ser obtidos directamente,

através da alimentação, ou resultar da síntese endógena (por dessaturação/elongação dos

ácidos 18:2n-6 e 18:3n-3) (frg.1), há que considerar estes dois aspectos como

determinantes da disponibilidade de PUFAs para a síntese de eicosanóides.
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Como já foi referido, nos mamíferos os ácidos gordos l8:2 o-6 (LA) e l8:3 ro-3

(ALA) não são interconvertíveis e competem pelos mesmos sistemas enzimáticos

(Simopoulos, 1999a; H*9, 2003; Calder & Grimble, 2002; Calder, 2004), as

dessaturases Â-6 e Â-5 (Bergé & Barnathan,2005; Wen & Chen, 2005). Contudo, o

ALA é um inibidor mais forte do metabolismo dos ácidos gordos ro-6 que o Lado

metabolismo dos ácidos gordos ro-3, tendo-se constatado que é necessiário dez vezes

mais LA para obter uma inibição equivalente do metabolismo dos ácidos gordos or-3

(Holman, 1998). De acordo com Simopoulos (1999a,2000) a ingestiio de uma razão

LA:ALA, inferior ou igual a 4;l é crucial paÍa um metabolismo normal (elongação de

1l g de ALA a EPA), umavez que o EPA é biologicamente mais activo que o ALA e

elevadas quantidades de LA diminuem a conversão de ALA em EPA.

Embora as dessaturases Â-6 e Â-5 possuam maior afinidade pila os ácidos

gordos ro-3 do que para os ácidos gordos o-6, uma alimentação constituída

maioritariamente por ácidos gordos co-6 pode inibir significativamente a forrração

endógena de ácidos gordos ro-3 no geral e de EPA e DIIA em particular (Valenzuela &

Nieto, 20011' Ruxton et al., 2005).

Por outro lado, a síntese endógena de LCPUFAs pode não ser apenas

determinada por mecanismos de competição directa, pode também ser determinada pela

regulação da actividade e abundância das enzimas de insaturação e elongação ao nível

da expressão dos genes correspondentes (Benatti eta1.,2004).

O AA e o EPA competem ao nível das ciclooxigenases e lipooxigenases para a

síntese de prostaglandinas e leucotrienos com propriedades antagónicas (Simopoulos,

2002a), (fig. 9). O AA é o precursor da 2" série de prostanóides (prostaglandinas e

tromboxanos) e de leucotrienos da 4o série com características pró-inflamatórias.

Enquanto o EPA e o DHA dão origem a prostanóides da 3n série e a leucotrienos da 5u

série com características anti-inflamatórias (Simopoulos, 1 99 1 ).

Como os eicosanóides derivados do AA são biologicamente activos em

quantidades muito pequenas, se eles se formarem em grandes quantidades, irão

contribuir paÍa a formação de úombos e ateromas, desencadear reacções alérgicas e

inflamatórias; e confribuir para a proliferação celular, sobretudo nos indivíduos mais

susceptíveis (Simopoulos, 1999a; 20001'2001a;2008a,b; Benatti eta1.,2004).
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Ácido Araquidónico Ácido Eicosapentaenóico

Ciclooxigenase

Lipooxige,nase

Eicosanóides derivados de Omega 6 Eicosanóides derivados de Omega 3

Leucotrienos 5" série
LTBS,LTCTLTES

Prostanóides 2" série
TXA2,PGE2,PGI2

Leucotienos 4 série
LTB4,LTC4-LTE4

Prostanóides 3" série
TXA3,PGE3,PGI3

Omega 6

Acido (LA)
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Omega 3

Ácido (ALA)

Anti-inflamatórios

Figura 9 - Síntese de eicosanóides a partir dos ácidos gordos ómega 6 e ómega 3. Os ácidos

araquidónico e eicosapentaenóico competem pelas enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase para

conversão em eicosanóides. Os eicosanóides derivados do ácido araquidónico são pró-

inflamatórios enquanto os derivados do ácido eicosapentaenóico são anti-inflamatórios @in et

a1.,2004).

Os PUFAs ro-3 de cadeia longa actuam directamente (e.g. substituindo o AA

como substrato para a síntese de eicosanóides e inibindo o metabolismo deste ácido

gordo) ou indirectamente (e.g. alterando a expressão de genes inflamatórios, actuando

ao nível da activação dos factores de transcrição) (Calder,20061' Raghu & Venkatesan,

2008).

Os PUFAs co-3 de cadeia longa, EPA e DHA, também dão origem a uma família

de mediadores anti-inÍlamatórios com função 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 transcrição nuclear, tais como o factor nuclear kappa B, NF1B,

e reduzem a produção de enzimas e citocinas pró-inflamatórias, incluindo COX-2,

factor de necrose tumoral (TNF)-o e interleucina (IL)-lB (Kang & Weylandt,2008).
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Ao contrário de outros compostos identificados anterionnente, formados a partir

dos ácidos gordos ro-3 e similares em estrutura a eicosanóides mas menos potentes e

desprovidos de acção biológica, as resolvinas, docosatrienos e neuroprotectinas

suscitam acções biológicas potentes in vitro e in vivo (Serhan et a1.,2004).
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Figura 10 - Mecanismos pelos quais os PUFAs co-3 exercem os seus efeitos anti-inflamatórios

(Calder, 2006; 2008). Um aumento de EPA e/ou DHA resulta na incorporação destes ácidos

gordos nas membranas das células inflamatórias, em substituição de parte do AA. O EPA e o

DHA também inibem o metabolismo do AA por ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases

(LOD. Assim, o EPA e o DHA diminuem a produção de eicosanóides derivados do AA. O

metabolismo do EPA por COX-2 e 5-LOX drí origem a eicosanóides tipicamente menos

potentes que os derivados do AA. O metabolismo do DHA por 5-LOX dá origem a

neuroprotectinas anti-inflamatórias. O metabolismo do EPA e do DHA por COX-2 e 5-LOX na

presença de aspirina dá origem a resolvinas anti-inflamatórias. O EPA e o DHA também inibem

a via de sinalizagão que conduz à activação do factor nuclear kappa B (Nuclear Factor Kappa B

-NFkB), um factor de transcrição que induz a expressão de genes inflamatórios incluindo

aqueles que codificam citocinas inflamatórias, moléculas de adesão e COX-2.

As várias funções desempeúadas pelos PUFAs indicam que os mesmos são

necessiírios em todos os órgãos e, como tal, não é de surpreender que deficiências em
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PUFAs conduzam a anomalias na pele, sistemas nervoso, imunitiário, inÍlamatório,

cardiovascular, endócrino, renal, respiratório e reprodutor (Certik & Shimizu, 1999).

Pensa-se que muitas doenças se devem a disfunções no sistema de eicosanóides,

as quais, por sua vez, estão relacionadas com uma ingestiÍo inadequada de alimentos

e/ou com o metabolismo deficiente dos ácidos gordos insaturados (Bergé & Bamathan,

2005).

Uma vez que a produção das viárias classes de eicosanóides depende, em paÍte,

da disponibilidade de ácidos gordos poli-insaturados prscursores nos fosfolípidos da

membrana, a modulação dos ácidos gordos poli-insaturados surge como um alvo

potencial para produtos farmacêuticos e nutracêuticos (Wallis et a1.,2002; Napier, 2002;

Bergé & Barnathan, 2005).

2.2.3Beneficios para a saúde

Embora os ácidos gordos poli-insaturados façam parte da alimentação humana

hâ2-4 milhões de anos (Leaf & Weber, 1987;Leafet al., lggg), os PUFAs da família

ro-6 encontram-se actualmente em excesso relativamente aos da família ÍD-3, na

alimentação das populações das sociedades ocidentais situando-se a ingestiio dos

segundos em valores muito inferiores aos considerados óptimos (Surette, 2008). Por

esta razão, neste ponto serão referidos sobretudo, os beneficios paÍa a saúde dos PUFAs

r»-3.

De entre os PUFAs ro-6 apenas merece destaque o ácido araquidónico que,

conjuntamente com o DHA, é um dos constituintes principais dos fosfolípidos 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 alimentação de bebés não amamentados, deveria ser suplementada

com ácido araquidónico (Carlson et al., 1993; Boswell et al., 1996), recomendação que

foi implementada em Fevereiro de2002 (Wynn et a1.,2005).

As doenças cardiovasculares são 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 investigação das suas causas, prevenção e tratamento é

absolutamente prioritária.
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Está bem documentado que as populações com elevado consumo de peixe e óleo

de peixe apresentam uma incidência mais baixa de doenças cardiovasculares tais como

enfarte do miocárdio, arritmia, aterosclerose e hipertensão (Bang et al., 1976; Newman

et al., 1993; Honocks & Yeo, 1999; Calder, 2004) e que os componentes protectores

responsáveis por este facto são os ácidos gordos poli-insaturados EPA e DHA (Hirafuji

et a1.,2003; Leaf et al., 2005) presentes em elevadas quanüdades na alimentação dessas

populagões. Assim, tal como seria de esperar, o efeito protector dos alimentos ricos em

PUFAs ro-3, ou dos seus equivalentes farmacológicos, tem sido objecto de estudo nos

últimos trinta anos.

Estudos clínicos e experiências em animais confirmaram o efeito protector do

peixe e/ou dos PUFAs r»-3 contra as doenças cardiovasculares (Albert et al., 1998;

Zhang et a1.,1999; Rissanen et al., 2000; Kang & Leaf, 2000; Albert et aL,2002; Hu et

al., 2001; Mozaffarian et al., 2008) e estudos epidemiológicos, realizados em viírios

países, indicam que a ingestão de peixe, mesmo em quantidades moderadas, confere

alguma protecção contra essas doenças (Kromhout et al., 1985; Dickinson, 2002),

mesmo no caso de pessoas idosas (Kromhout et al., 1995).

Vrários ensaios clínicos confirmaram a capacidade dos óleos de peixe na

prevenção da morte por ataque cardíaco súbito, quer em voluntiários presumivelmente

saudáveis (Kromhout et al., 1985; Albert et al., 1998), quer em pacientes que já haviam

sofrido um primeiro ataque cardíaco (Bun et al., 1989; Christensen et al., 1996; GISSI-

Prevenzione Investigators,1999; Burr,2001; Holub & Holub, 2004). O EPA e DHA

parecem reduzir também a mortalidade entre pacientes que tenham sobrevivido a um

primeiro ataque cardíaco (Marchioli, 2001; Marchioli et al., 2001; Marchioli et al.,

2002) e entre os idosos (Lemaihe eta1.,2003; Harris,2003).

Apesar da presença de mercúrio no peixe poder atenuar o efeito protector dos

ácidos 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 análise dos riscos e beneÍícios do consumo de peixe para a saúde humana,

concluíram que, no caso dos adultos, os beneÍícios do consumo são 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 ol-3 pode proteger contra o processo patológico que

conduz à doença cardiovascular (a aterosclerose) e contra o processo que, em última

análise causa a morte por acidente cardio ou cérebro-vascular (Calder, 2004). Os
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resultados dos ensaios de intervenção são consistentes e sugerem que os PUFAs ro-3

reduzem os riscos de doenças cardiovasculares, provavelmente através de múltiplos

mecanismos: baixando a concentração de triacilgliceróis no sangue, melhorando arazão

LDL:HDL, diminuindo as arritmias no músculo cardíaco, melhorando a estabilidade da

placa aterosclerótica, evitando a formação de trombos e reduzindo a activação do

endotélio (Ruxton et a1.,2005).

Actualmente, embora a suplementação farmacológica de PUFAs ro-3 não seja

recomendada na prevengão primária da doença cardiovascular (Kandasamy et al.,

2008), o aumento da sua ingestão através da alimentação é encorajado (Wang et al.,

2006; Kandasamy et a1.,2008).

A segunda causa de morte nas sociedades ocidentais é o cancro (Kung et al.,

2008) e existem evidências (de estudos in vitro e em animais) que indicam que os

ácidos gordos ro-3, sobretudo o EPA e DHA presentes no peixe e óleo de peixe, inibem

a carcinogenese (Larson et al., 2004).

Estudos epidemiológicos e experiências em animais indicam que os ácidos

gordos r»-3 exercem um efeito protector contra alguns cancros nomeadamente dantar,ta,

cólon e próstata (Bartsch et a1., 1999; Simopoulos, 2003a; Norrish et al.,1999; Yang et

a1., 2003). Estudos em pacientes com cancro da mama indicam que os ácidos gordos ro-

3 em geral e o DHA em particular, aumentam a resposta a agentes químio-preventivos

(Simopoulos, 2003a). Em doentes com cancro colorectal, o EPA e o DHA diminuem a

proliferagão de células e modulam favoravelmente o balanço entre a proliferação e

apoptose das células cancerígenas (Simopoulos, 2003a). Níveis elevados de PUFAs ro-3

de cadeia longa e de ácido linoleico no sangue estão associados a uma redução do risco

de cancro da próstata (Chavarro et a1.,2007).

No entanto, Maclean e colaboradores (2006), num artigo de revisão dos estudos

de coorte sobre os efeitos dos ácidos gordos omega-3, consideram que os mesmos não

permitam estabelecer correlagões significativas entre o consumo de ácidos gordos

omega-3 e a incidência de cancro.

Os ácidos gordos ro-3 podem também actuar positivamente contra efeitos do

cancro tais como caquexia (perda anormal de peso) (Barber etal., L999; Jho et a1.,2004;

Jatoi, 2005) ou taxa de sobrevivência em fase terminal (Gogos et al., 1998).

Têm sido propostos vários mecanismos através dos quais os PUFAs ro-3 podem

modificar o processo de carcinogénese nomeadamente: suprimindo a biossíntese de

eicosanóides derivados do AA; afecüando a actividade dos factores de transcrição, a
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expressão genética e as vias de transdução de sinais; alterando o metabolismo do

eshogénio; aumentando ou diminuindo a produção de radicais liwes e espécies

reactivas com oxigénio; e afectando a sensibilidade à insulina e a fluidez da membrana

(Larson eta1.,2004).

Estudos clínicos e em animais indicam que os ácidos gordos co-3 modificam as

reacções inflamatórias e imunitiárias e podem actuar como agentes terapêuticos paÍa

doenças inflamatórias e auto-imunes (Simopoulos, 2002a). Pensa-se que a composição

das células imunitárias em ácidos gordos pode influenciar a inflamação e a imunidade

através de mecanismos como a fluidez da membrana plasmática, ou de regiões dessa

membrana, a fonnação de moléculas que regulam as vias de transdução de sinais e a

produção de eicosanóides (Calder & Grimble,2002). A ligação enüe os ácidos gordos e

a função imunitríria faz-se através dos eicosanóides e estes estão envolvidos na

modulação da intensidade e duração da resposta inflamatória e imune (Calder &

Grimble,2002).

Um consumo mínimo de 3 g de EPA mais DHA estiá associado a melhorias na

artrite reumatóide, melhorias essas acompanhadas de uma diminuição da produção de

interleucina lP ([-lB) e de uma redugão da libertação de leucotrieno Ba, dois

mediadores da inflamação, relacionados com os episódios inflamatórios desta doença

(Kremer,2000).

A eficácia dos óleos de peixe tem sido estudada noufras doenças inflamatórias

tais como doença de Crohn's (Belluzzi et al., 2000; MacDonald,2006), colite ulcerosa

(Belluzzi et al., 2000), psoríase (Mayser et al., 1998), lupus (Walton et al., 1991),

esclerose múltipla (Bates et al., 1989), Íibrose quística (Kurlands§ et al., 1994) e asma

(Mickleborough et al., 2006). Embora estejam descritos beneficios para cada uma destas

doenças, as evidências apenas são consistentes no caso da artrite reumatóide (Calder &

Grimble, 2002; Ruxton, 2005).

Vrários estudos epidemiológicos mostraram que uma dieta rica em ácido

linoleico e pobre em EPA e DHA estava associada a um défice cognitivo e a um risco

acrescido de demência (Bergé & Bamathan,2005).

O consumo moderado de peixe (ingestão de PUFAs ol-3) tem sido relacionado

com a redução do risco de demência e, em particular com a doença de Alzheimer

(Kalmijn et al., 1997:'2004: Barberger-Gateau eta1.,2002; Morris et a1.,2003) sendo o

decréscimo do DHA no cérebro associado ao declínio cognitivo durante o
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envelhecimento e aos primeiros sintomas da doença de Alzheimer (Horrocks & Yeo,

le9e).

Heude et al. (2003) mostraram uma relação inversa entre o teor de PUFAs

omega-3 nas membranas dos eritrócitros e o declínio cognitivo. Sabe-se que o EPA e,

sobretudo, o DHA ajudam a manter as membranas das células do cérebro fluidas

enquanto os ácidos gordos ro-6 tendem a torná-las rígidas pelo que os autores acreditam

que isso e os efeitos anti-inflamatórios do EPA e do DHA ajudam a preservar a função

cognitiva. Van Gelder e colaboradores (2007) no Zutphen Elderly Study encontraram

uma relação linear entre a ingestêÍo de DHA mais EPA e a prevenção do declínio

cognitivo tendo concluído que uma ingestito de aproximadamente 380 mg EPA mais

DHA, por dia e por adulto, parece prevenir o declínio cognitivo. Schaefer et al. (2006)

mostraram que o aumento dos níveis de DHA nos fosfolípidos do plasma estava

associado a uma redução significativa(17%) do risco de desenvolver demência.

Estima-se que entre 20-40% da população actualmente com mais de 85 anos

possa sofrer de doença de Alzheimer (Connor & Connor, 2007) e sabe-se que o cérebro

dos doentes de Alzheimer possui um conteúdo mais baixo de DHA, sobretudo na massa

çinzenta do lobo frontal e no hipocampo que o cérebro de pessoas que não sofrem da

doença (Sõderberg et a1., 1991; Connor & Connor,2007). Schaefer et al. (2006)

descreveram uma redução de 50o/o no risco de doença de Alzheimer associada ao

consumo de mais de duas refeições de peixe por semana.

As sociedades que ffadicionalmente consomem quantidades elevadas de peixe e

ácidos gordos ro-3 apresentam taxas mais baixas de depressão (Hibbeln & Salem, 1995)

e doença bipolar §oaghiul & Hibbeln, 2003). Além disso, estií bem estabelecida uma

correlação positiva entre depressão e doenças cardiovasculares (Hibbeln & Salem 1995)

as quais, por sua vez, estÍlo inversamente relacionadas com o consumo de PUFAs c0.3.

Há ainda estudos que apontam para uma relação entre os baixos níveis de ácidos

ro-3 e a hiperactividade nas crianças, tendo-se observado valores anormalmente baixos

de DHA em crianças com défice de atenção/hiperactividade (Mitchell et al., 1987) e

também em adolescentes e adultos com défice de atenção/hiperactividade (Colter et al.,

2008; Young et a1., 2005). Burgess et al. (2000) constataram que as criangas

hiperactivas, regra geral,não foram amamentadas e consideraram factores como o baixo

aporte dos ácidos linoleico e o-linolénico, a conversão deficiente destes ácidos gordos

em ácidos gordos de cadeia longa e o metabolismo aumentado dos ácidos gordos de

cadeia longa como explicação para os baixos níveis de PUFAs descritos. Para além da
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hiperactividade, oufras doenças como a dislexia (que se taduz em dificuldades em

aprender a ler e escrever) e a dispraxia (problemas de coordenação e controlo muscular)

apresentam em comum deficiências em PUFAs or3 (Stordy, 2000).

Os níveis de PUFAs co-3 na mãe durante a gravidez determinam os níveis

presentes no feto em desenvolvimento. Têm sido descritos viários esfudos, de

observação e intervenção, sobre a influência dos ácidos gordos ro-3 na duração da

gestação (Olsen & Secher, 1990; Olsen et al., 1992), tamanho e peso do bebé à nascença

(Olsen et al., L992), pré-enclâmpsia (D'Almeida et al., 1992), depressão pós-parto (de

Vriese et a1.,2003) e desenvolvimento neurológico e visual do bebé (Innis et al., 200L;

Helland et a1.,2003; Birch et a1.,2005). Contudo, não existe consenso quanto ao efeito

dos PUFAs ro-3 em cada um destes aspectos (Jensen, 2006). Os resultados disponíveis

sugerem que um aumento da ingestão de PUFAs ro-3 durante a gravidez pode diminuir

o risco de nascimentos prematuros e, possivelmente, beneficiar o desenvolvimento

neurológico dos bebés (Jensen, 2006). Num estudo recente, Judge et al. (2007a)

concluíram que a suplementação com DHA durante a gestação melhorou a acuidade

visual dos bebés aos 4 meses embora não se registassem diferenças em relação ao grupo

de controlo aos 6 meses. Com base nestes resultados os autores concluíram que o DHA

suplementado desempenhou um papel na maturação do sistema visual. Noutro estudo

Judge et al. (2007b) concluíram que, aos 9 meses, os bebés que beneficiaram de

suplementação com DHA durante a gestação, obtinham melhores resultados em tarefas

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

2.2.4 Nutrição: importância dartzío ácidos gordos ro-6/ or3

A saúde dos indivíduos e da populagão em geral é determinada por factores

genéticos e ambientais tendo-se demonstrado recentemente, utilizando técnicas de

biologia molecular, que os factores genéticos determinam a susceptibilidade à doença e

que os factores ambientais determinam aqueles, de entre os indivíduos susceptíveis, que

serão afectados (Simopoulos, 200lad; Simopoulos 2006b; Simopoulos,2008a,b).

Entre os factores ambientais, destaca-se pela sua importÍincia a nutrição. Sabe-se

que os ácidos gordos ro-6 e cl,-3 fazem parte da nossa alimentação desde os primórdios

da vida humana e que a nossa base genética foi estabelecida à mais de 10000 anos,

quando a dieta dos nossos ancestrais era constituída por quantidades aproximadamente
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iguais de cada uma destas famílias de ácidos gordos (Simopoulos, 2001d). Como ataxa

de mutação espontârea do DNA nuclear esüí estimadaem0,5Yo por milhão de anos isso

significa que, nos últimos 10000 anos, houve tempo para alterações mínimas nos nossos

genes, talvez 0,005yo (Simopoulos, 2004). De facto, os nossos genes são muito

semelhantes aos dos nossos ancestrais do período Paleolítico, 40000 anos atás, o

mesmo não se podendo dizer dos nossos hábitos alimentares. Nos últimos 100-150 anos

a relação ente ácidos gordos co-6 e co-3 na alimentação humana foi completamente

alterada com o desenvolvimento da agricultura e da pecuária (Simopoulos, 1991;

1999b). Alterações na dieta e nos métodos de preparação dos alimentos §ewton, 1998)

fizeram com que, actualmente nas sociedades ocidentais, a ruzáo PUFAs ro-6lro-3 varie

de 15-20:1, em vez dos tradicionais 1-2:1 (Simopoulos,2001c,d; 2008b).

Sabe-se que os ácidos gordos ro-6 e ro-3 afectam o metabolismo dos

eicosanóides, a expressão genética e a comunicação intercelular célula-a-célula

(Simopoulos, 2000) e que as duas famílias de ácidos gordos se distinguem pelo facto de

serem metabólica e funcionalmente distintas e por desempenharem fungões fisiológicas

opostas (Simopoulos, 1991; 2000). Assim, não é de surpreender que a relação entre

ácidos gordos ro-6 e co-3 seja importante paÍa a homeostase e paira um desenvolvimento

nonnal (Simopoulos, 1991) e que uÍna relação inadequada entre estes ácidos gordos seja

responsável por muitas das doenças que afectam actualmente a humanidade. Uma

ingestão adequada de EPA/AA pode prevenir disfunções no sistema de eicosanóides e

ser eficaz no tratamento de doenças e desordens metabólicas (Gill & Valivety,1997)

O aumento da ingestiÍo de ácidos gordos rr.-6, característico das sociedades

ocidentais, desregula a razáo PUFAs ro-6/ ro-3 e conduz a uma sobreprodugão de

prostaglandinas e citocinas pró-inflamatórias (Simopoulos, 2002a) alterando o estado

fisiológico para um estado pró-üombótico, pró-constritivo e pró-inflamatório. Muitas

doenças crónicas, doengas cardio e cérebro-vasculares, diabetes, cancro, obesidade,

doenças do sistema imunitiário, artrite reumatóide e depressão estão relacionadas com

um aumento da produção do tromboxano Az (TX A2), leucotrieno Ba (LT Ba),

interleucina I (IL-lp), interleucina 6 (IL-6), factor de necrose tumoral (TNF) e proteína-

C reactiva (Simopoulos, 2003b). Todos estes factores aumentam com o aumento da

ingestão de ácidos gordos ro-6 e diminuem com a ingestiÍo de ácidos gordos ro-3

(Simopoulos, 2003b; Bergé & Barnathan, 2005).
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Actualmente a importância dos ácidos gordos co-3 na alimentação e a

necessidade de retomar a razões mais fisiológicas entre a ingestiío de ácidos gordos ro-6

e ro-3 (cercade l-4ll) são inquestionáveis (Simopoulos,2002a).

Embora não existam dados que permitam estabelecer a dose diríria recomendada

(Dietary Reference Intakes - DRI) de PUFAs ro-3 existem evidências científicas que

pemritem fazer recomendações acerca da sua ingestão adequada (Adequate Intal<es -
AI). A designação "ingestão adequada" refere-se à ingestÍio diária de um nutriente

considerada adequada e é detenninada com base na ingest?io média desse nutriente

(observada, determinada experimentalmente, ou estimada) por um grupo, ou grupos, de

indivíduos saudáveis (Simopoulos et al., 1999).

O Canadrá foi o primeiro país a estabelecer recomendações em termos de

consnmo de PUFAs ro-3. Em 1990 a Health and Welfare do Canadá recomendava uma

ingestão mínima de ácidos gordos poli-insaturados co-3 de 0,5oÁ do total de energia, na

forma de ALA (Holub, 2006). Estas recomendações foram depois aplicadas e

modificadas pelo Food and Nutrition Board dos Estados Unidos que estabeleceu as

recomendações apresentadas na tabela 4.

Tabela { - Ingesüío adequada recomendada de ácidos gordos o-3 (Food and Nutrition Board,

us4,2002).

Fase da vida Idade Masculino (g/dia) Feminino (g/dia)

Bebés

Bebes

Crianças

Crianças

Crianças

Crianças

Adultos

Gravidez

Aleitamento

0-6 meses

7-12 meses

1-3 anos

4-8 anos

9-13 anos

l4-18 anos

maiores de lSanos

qualquer idade

qualquer idade

0,5

0,5

0,7

0,9

1,2

1,6

1,6

0,5

0,5

0,'7

0,9

1,2

l,l
l,l
1,4

1,3

Nota: Até 10% dos valores de ingestão Adequada dos ácidos gordos «o-3 podem ser na forma de

DHA mais EPA.

Em 1992, a British Nutrition Foundation recomendava a obtenção de I % de

energia a partir de ALA e de 0,5 oÁ de energia a partir de EPA+DHA (Roche, 1999).
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Em 1999 um grupo de úabalho sobre essencialidade e recomendações para

ingestiio adequada de ácidos gordos co-6 e ro-3, publicou recomendações acerca da

percentagem de PUFAs na alimentação de adultos (Tabela 5), nas forrrulações infantis

e no leite materno (Tabela 6) e também recomendou uma ingestiio mínima de 300 mg

DHA/dia durante a gravidez.

Tabela 5 - Ingestão adequada de diferentes ácidos gordos, recomendada para adultos

(Simopoulos et a1., 1999).

Acido Gordo g/dia (2000 kcaUdia) YoEnergsa

LA

(limite superior)

ALA

DHA+EPA

DHA (imite inferior)

EPA (limite inferior)

Trans FA (limite superior)

SAT (limite superior)

4,44

6,67

2,22

0,65

0,22

0,22

2,00

2,0

3,0

1,0

0,3

0,1

0,1

1,0

< 8,0

Tabela 6 - Ingesüio adequada de diferentes ácidos gordos, recomendada para

alimentação/formulações infantis (Simopoulos et al., 1 999).

Acido Gordo % dos Acidos gordos

LA

ALA

AA

DHA

EPA (limite superior)

10,00

1,5

0,5

0,35

< 0,10

A American Heart Association recomendou em 2000, o consumo de duas

refeições de peixe por semana (que correspondom a 250-300 mgldia EPA mais DHA)

para indivíduos saudáveis (Krauss et al., 2000; Kris-Etherton et al., 2002; Kris-Etherton

et al., 2003) e uma ingestão de 900 mg dirárias de DHA+EPA para indivíduos com

doenças coroniárias diagnosticadas (Krauss et al., 2000) e uma suplementação de 2-4 g

de EPA mais DHA por dia (sob vigilância médica) paÍa pacientes com

hipertrigliceridémia (Kris-Etherton et al., 2003).
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A World Health Organization recomendou em 2003 uma ingestÍÍo de ácidos

gordos ro-3 de l-2% de energia (World Health Organization, Food And Agriculture

Organization, 2002). Contudo, a Sociedade Japonesa para a Nutrição de Lípidos

recomenda que a ingestiio de LA seja reduzida a3-4%o de energia, numa população cujo

consumo médio de ácidos gordos ol-3 é de 2,6 gldia e inclui cerca de I g/dia de

EPA+DHA (Hamazaki & Okuyama, 2003).

Em consonância, em Julho de 2004, a International Society Íor the Study of

Fatty Acids and Lipids (ISSFAL) recomenda uma ingestão de ácido linoleico de 2Yo de

energia e reconhece que pode existir um limite superior paÍa a ingestiÍo deste ácido

gordo. Recomenda uma ingestâo de ALA de 0,7 % de energia e de um mínimo de 500

mg/dia de DHA+EPA (ISSFAL,2004).

Oufas organizações e grupos de profissionais, fizeram recomendações acerca do

consumo de peixe ou de EPA e DHA (Gebauer et al., 2006). Algumas recomendações

foram feitas em terrros de razáo ácidos gordos ro-6/o3. Em França (2001)

recomendava-se a ingestÍIo de uma razão o-6la-3 de 5:1 (Martin, 2001) e o Japão

alterou a recomendação de ma razáo a,-6lo-3 inferior a 4:l para inferior a 2:1 (Kris-

Etherton et al., 2000). Contudo, as indicações em termos de razões não são muito úteis

porque os diferentes ácidos gordos possuem funções fisiológicas distintas e, os efeitos

do EPA/DHA não podem ser reproduzidos pelo ALA (Trautwein, 2001).

Para a prevenção de doengas arazáo ol-6/ro-3 recomendada é ainda mais baixa e

varia com a doença em questão (Simopoulos, 2008b). Na prevenção primária de

doenças cardiovasculares a razdo a-6k»-3 deve ser de 1:1 (Simopoulos, 2001a) e, na

prevenção secundária, warazáo de 4:1 estií associada a um decréscimo de 70Yo da

mortalidade (Simopoulos, 2002b;2008b). Os resultados da invesügação sugerem ser

necessária ma razáo co-6/ro-3 de 1:1 ou 2:1 para proteger contra o desenvolvimento de

cancro da mama (Simopoulos, 2001b). Uma razdo de 2,5:l reduz a proliferação de

células em doentes com cancro colorectal (Simopoulos,2002b;2008b). Uma razão de

2-3:l suprime a inflamação em pacientes com artrite reumatóide e uma razáo 5:1 tem

um efeito benéfico em doentes asmáticos enquanto que ma razão 10:1 tem

consequências adversas (Simopoulos, 2002b; 2008b).

Atendendo a que as doenças crónicas são multigénicas e multifactoriais é

possível que a dose terapêutica de ácidos gordos co-3 dependa do grau e severidade da

doença em resultado da predisposição genética (Simopoulos, 2008 a, b).
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2.3 Produção de ácidos gordos poli-insaturados

2.3.1 f,'ontes não microbianas

O ácido o-linolénico enconfia-se nos cloroplastos de alguns vegetais de folha

verde tais como o espinafre e a beldroega (Portulaca olearacea), em legumes como as

lentilhas e em sementes como soja, linhsça, colza e nozes (James et al., 2000; Ikis-

Etherton et al., 2000; Trautwein, 2001 ; Simopoulos, 2008b).

O ácido linoleico encontra-se sobretudo nas sementes e óleos de soj4 milho,

girassol e açafrão (James et a1.,2000; Benatti eta1.,2004; Christie,2009b; Scrimgeour,

2005).

As fontes comerciais mais importantes de ácido y-linolénico são as sementes de

Primavera-das-Boticas (Oenothera biennis), boragem (Borago fficinalis) e as sementes

de amora negÍa (Ribes nigrum) (Certik & Shimizu, 1999) sendo a última um sub-

produto da indústria de processamento do fruto e a menos importante em termos

económicos (Clough, 2001).

O ácido araquidónico encontra-se sobrefudo na caÍne e vísceras de animais e na

gema dos ovos (Freitas et a1., 2006).

As principais fontes dos ácidos gordos de cadeia longa EPA e DHA são os

peixes gordos como a cavala, o arenque, o salmão e a sardinha (Trautwein, 2001;

Yongmanitchai & Ward, 1989) e os óleos de peixe marinho obtidos a partir de espécies

que incluem, entre ouúas, anchovas, capelim (Mallotus villosus), bacalhau-do-Atlântico

(Gadus morhua), cavala-do-Atlântico (Scomber scombrus), arenque-do-Atlântico

(Clupea harengus) menhaden-do-Atlântico (Brevoortia tyrannus), salmonídeos, e

sardinhas (Bergé & Barnathan, 2005), tubarão (figado) e atum (Arts et al., 2001).

A composição em ácidos gordos nos tecidos dos peixes (sobretudo nos

triacilgliceróis mas também, em menor extensão, nos fosfolípidos) é determinada pela

alimentação e pelo metabolismo (Bell et a1.,1997; Bergé & Barnathan, 2005). O peixe

possui a capacidade de sintetizar de novo os ácidos gordos saturados e mono-

insaturados e de absorver selectivamente e metabolizar os ácidos gordos obtidos através

da alimentação de forma a atrngk a composição característica em ácidos gordos (Bergé

& Barnathan,2005). Esta composição óptima parece ser característica de cada espécie e

de cada estirpe tal como a capacidade de conversão de ácidos gordos (Bergé &

Barnathan, 2005). Como já foi referido, o peixe de água doce é capaz de elongar e
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dessaturar 18:3(ro-3) a EPA e DHA enquanto o peixe marinho, sem Â-5 dessaturase ou

com baixa actividade desta dessaturase, necessita de obter os ácidos gordos de cadeia

longa atrás referidos através da alimentação (Sargent et al., 1999a; Sargent et al., 1999b;

Craig & Helfrich,2002). Além da alimentação e do metabolismo, factores ambientais

como a temperatura podem influenciar a composição em ácidos gordos. Os peixes de

água fria (0-4'C) possuem um teor mais elevado de DHA, possivelmente para regular a

viscosidade do sangue (Linko & Hayakawa, 1996). De facto, uma característica das

células dos animais poiquilotérmicos é a capacidade de ajustar as características fisico-

químicas das suas membranas à temperatura exterior, fenómeno conhecido como

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

Exploração comercial de fontes não microbianas

Várias empresas exploram os óleos de peixe como fonte de ácidos gordos poli-

insaturados de cadeia longa entre elas a Ocean Nutrition (Halifax, Nova Scotia, Canadá)

e a Pronova Biocare (Sadefiord, Norway) que se dedicam ao mercado dos suplementos

alimentares e dos alimentos funcionais (Ocean Nutrition Canada, 2009; Pronova

Biopharrra,2009).

A produção de alimentos ou de produtos farmacêuticos ricos em PUFAs co-3 a

partir de óleo de peixe apresenta, contudo, alguns problemas: estií sujeita a variações

sazonais, climatéricas e do local de captura das espécies, das quais podem resultar

variações na quantidade e composição do óleo (Molina Grima, 1996; Gill & Valivety,

1997;l*y et a1., 2005); está limitada pela naturezafrnita dos sÍocls marinhos que torna

necessária a imposição de limites de exploração para evitar a depleção dos recursos

naturais (Gill & Valivety, 1997); necessita de processos de fratamento para remoção do

sabor desagradável e do cheiro característico a peixe (desodorização e refinamento) que

impõem elevados custos (Gill & Valivety, 1997); possui um conteúdo elevado de

colesterol (Cohen & Cohen, 1991); está sujeita a problemas associados com a poluição

ambiental dos ambientes marinhos (acumulação de metais pesados, incluindo mercúrio;

dioxinas; PCBs e outros) (Molina Grima, 1996; Ratledge,2004; Kiy et al., 2005) que

afectam não só as comunidades selvagens mas também as explorações em cativeiro. O

salmão de cativeiro, sobrefudo o produzido na Europa, apresenta níveis elevados de

PCBs, dioxinas e outros compostos organoclorados e o seu consumo pode frazer riscos

paraa saúde (Hites eta1.,2004).
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Outra desvantagem, associada à obtenção de PUFAs ro-3 a partir de óleo de

peixe, reside no facto deste óleo conter teores típicos de EPA e DHA de 14-19% e 5'

80Á, respectivamente (Bergé & Bamathan, 2005) já que a ingestiÍo de EPA pode reduzir

a incorporagão de ácido araquidónico (AA) por inibição competitiva (Craig-Schmidt &

Huang, 1998). Além disso, níveis elevados de EPA nos suplementos alimentares

resultam numa diminuição da capacidade para sintetizar AA a partir do ácido linoleico,

obtido através da alimentação (Kyle, 2004). Por outro lado, a administagão de óleos

contendo EPA em pacientes idosos, hipertensos ou mulheres grávidas, com tempos de

protrombina elevados é desaconselhada devido aos efeitos anticoagulantes do EPA

(Kyle,2004).

Em recém-nascidos, a diminuição dos níveis de AA está relacionada com um

aumento de peso abaixo do normal (Carlson et al., 1992; 1993) e, nos substitutos do

leite materno a presença de EPA está conffa-indicada (Bowles et al., 1999) por interferir

metabolicamente com a absorção de DHA e com a incorporação deste último nos

lípidos do cérebro e da retina (Craig-Schmidt & Huang, 1998; Ratledge, 2005).

Acresce que a transferência de PUFAs ro-3 afiavés da cadeia alimentar aqútica

tem implicagões na tentativa de aumento dos srocks de peixe recorrendo à aquacultura

porque, em última análise, a aquacultura necessita dos PUFAs or-3 (Sargent et a1.,

L999a; Sargent etal.,1999b; Napier & Sayanova,2}0í) para o desenvolvimento normal

das larvas, para o crescimento do peixe e para a sua reprodução (Miles & Chapman,

2006). Tipicamente as espécies marinhas de cativeiro necessitam de 0,5-2,0Yo (m/m) de

ácidos gordos poli-insaturados co-3 de cadeia longa na sua alimentação e as espécies de

água doce necessitam de 0,5-1,5 % de PUFAs co-3 com 18 átomos de carbono (Craig &

Helfrich, 2002). Assim, a aquacultura, actualmente o maior consumidor de óleo de

peixe (cerca de 75Yo da produção mundial (Oliveira et al., 2006)), é rncapaz de operar

de forma sustentável §apier & Sayanova,2005).

Pelas razões anteriormente referidas e também porque há consenso no que

concerne ao facto do óleo de peixe vir a ser insuÍiciente para satisfazer a procura

crescente de PUFAs co-3 (Sargent, 2001; Bergé & Barnathan, 2005) a produção de

PUFAs purificados a partir de óleo de peixe tornou-se inadequada, quer em qualidade,

quer em quantidade, püà fornecer um mercado em franca expansão, tendo-se assistido

nos últimos tempos a um esforgo no sentido de desenvolver processos alternativos de

produção de EPA e DHA. Estes processos vão desde o desenvolvimento de novas

técnicas de refinação de óleos de peixe (Yamamura & Shimomura, 1997) até à
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exploração 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 ácidos gordos r»-3, o peixe mariúo

possui vias biossintéticas de PUFAs co-3 com eficiências muito baixas, comparáveis às

dos mamíferos; a síntese endógena é limitada e a maioria dos seus ácidos gordos poli-

insaturados são obtidos através da alimentagão (Yongmanitchai & Ward, 1989; Ward,

1995; Tocher & Ghioni, 1999; Napier & Sayanova, 2005). Contudo, o ambiente

aqútico é rico em microrganismos capilzes de sintetizar de forma eficiente os PUFA co-

3 EPA e DHA (Henderson, 1999 Napier, 2OO2). É sobretudo através do consumo

destes microrganismos ricos em PUFAs or-3, que o peixe acumula (directamente, ou

através do consumo de outros peixes) EPA e DHA §apier & Sayanova, 2005; Barclay

et al., 2005; Napier, 2007).

Entre os microrganismos capazes de produzir PUFAs com mais de 20 átomos de

carbono encontram-se os fungos inferiores, bactérias e microalgas marinhas (Bajpai et

al., l99lb1' Kendrick & Ratledge, 1992; Ratledge, 1993; Certik & Shimizu, 1999;

Ratledge etal.,200la; Pulz & Gross, 2004; Ratledge, 2004; Bergé & Bamathan,2005).

Apesar de todos os organismos vivos sintetizarem quantidades mínimas de

lípidos, os quais desempenham funções estrufurais entre outras, só um número reduzido

de organismos é capaz de acumular quantidades de lípidos superiores a 20%o da sua

massa celular como material de reserva (Ratledge, 2004), sobrefudo na forma de

triacilgliceróis (Ratledge, 2005; Barclay et al., 2005). Como as bactérias geralmente não

produzem triacilgliceróis (Ratledge,19931' Barclay et al, 1994; Russel & Nichols, 1999;

Ratledge, 2004) e contêm EPA e DHA sobretudo nos fosfolípidos (Bergé & Bamathan,

2005), a acumulação de lípidos estií limitada a algumas leveduras, fungos e um pequeno

número de algas referidos como espécies oleaginosas (Ratledge,2004).

A acumulação de lípidos por microrganismos é um processo dinâmico, que

depende do microrganismo, das condições de cultura (pH, temperafura, nutrientes e

arejamento) e da fase de crescimento. Assim, a selecção apropriada do microrganismo,

a optimização das condições de cultura e a altura em que é efectuada a colheita da
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biomassa são factores determinantes para a obtenção de óleos de origem microbiana de

forma eficiente (de Swaaf, 2003).

Sabe-se que, regÍa geral, os microrganismos oleaginosos apresentam duas fases

de crescimento distintas. Na primeira fase há uma nápida proliferação celular que

continua até que um dos nutrientes essenciais se torne limitante do crescimento (Leman,

1997; de Swaaf et al., 2003c). Neste ponto de carência nutricional, a proliferação de

células cessa já que o microrganismo é rncapaz de sintetizar componentes necessários à

formação de novas células (proteínas, ácidos nucleícos, etc.) mas, se houver carbono

disponível, tem início o segundo ciclo de crescimento durante o qual predomina o

metabolismo anabólico de lípidos com acumulação de lípidos de reserva, triacilgliceróis

na forma de gotas de óleo (Ratledge, 1997; Wynn & Ratledge,2006) (ftg.ll).

tm
óü

?§

!5 5Ê 7§

tempo (escala arbitrária)

Figura 1l - Representação idealizada do processo de acumulação de lípidos num

microrganismo oleaginoso (Ratledge, 2005).

Em algumas espécies oleaginosas a acumulação de óleo pode atingir 70%o da

biomassa da célula (Ratledge, 1993; Ratledge,2002; Ratledge, 2004).

No entanto, em cultivos em grande escala, que envolvem vários fennentadores

de volume crescente até 150-220 ^', as células são cultivadas de forma a atingir a
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concenüação máxima de biomassa em cada etapa e, só após a inoculação do

fermentador fltnal, é imposta a limitação de azoto e tem início a acumulagão de lípidos

(Ganuza & Izquierdo,2007;Gantza et al., 2008).

Atendendo à sua percentagem de PUFAs, os microrganismos oleaginosos

mariúos tais como microalgas e fungos (tabela 7) podem constifuir alternativas reais

aos óleos de peixe.

Tabela 7 - Percentagens de ácidos gordos nos lípidos de alguns microrganismos.
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"de Swaaf (2003);b Yokochi et al., 1998; " Sing & Ward (1996); dMolina Grima et al. (1993);

"Harrington &IHiolz (1968); rTanaka et al. (2007).

Para que a produção de um óleo de origem microbiana seja economicamente

viável é necessário que esse óleo não seja facilmente produzido usando técnicas

agrícolas convencionais e que seja vendido a um preço elevado, que cubra os custos da

sua produção. Actualmente estes requisitos são preenchidos pela produção de PUFAs de

cadeia longa, inexistentes nos óleos de plantas e que, até à utilização dos óleos de

48



origem microbiana, apenas podiam ser obtidos a partir de animais marinhos (Ratledge,

2004).

O desenvolvimento de processos de produção de PUFAs de origem microbiana

requer a selecção e manutenção do microrganismo apropriado (Lewis et al., 1999), a

optimização das técnicas de cultivo (Radwan, l99l), o scale-up (Martek, 2009), o

confiolo dos processos de produção (Sijtsma & de Swaaf, 2004) e o desenvolvimento de

tecnologias de extracção, refinação e estabilização dos óleos de forma a satisfazer as

necessidades do mercado de forrra economicamente rentiível (Lewis et al., 1999).

Exploração de fontes microbianas

O primeiro óleo de origem microbiana, um óleo rico em GLA, obtido a partir de

Mucor circinelloides (antes Mucor javanicus) foi produzido enüe 1985 e 1990 por J. &

E. Sturge Ltd, Selby, North Yorkshire no Reino Unido, utilizando fermentadores de 220

m3 e vendido com a designação de óleo de Javaniczs e GLA-Forte (Ratledge, 2005).

Em menos de 96 h produzia-se biomassa com um teor de GLA de 4% (> 98%o rn fonna

de triacilgliceróis) (Ratledge, 1993). A produção (aproximadamente 2 ton por batch)

terminou em 1990, quando a companhia foi vendida à Rhone-Poulenc Ltd. O fim da

produção coincidiu com a queda de preços do óleo da Primavera-das-Boticas e com o

advento da boragem como fonte altemativa, mais barata, de GLA (Ratledge, 2005).

Processos similares de produção de GLA-SCO foram desenvolvidos no Japão

pela Idemitzu Kosan Co. Ltd, To§o utilizando Mortierella isabellina e, possivelmente,

Mortierella ramanniana (Ratledge,1993; Ratledge, 2005). As vendas do óleo, utilizado

como aditivo alimentar, tiveram início em 1988 e não se sabe ao certo quando e se

terminaram (Kyle, 2005).

Para a produgão de ácido araquidónico (AA) são utilizadas actualmente várias

estirpes de Mortierella, em processos diferentes (tabela 8), na Europa, China e,

possivelmente, no Japão (Ratledge, 2004\.

Tabela 8 - PerÍil de ácidos gordos (% relativas nrlm), dos SCO ricos em AA actualmente em
produção (Ratledge, 2004).
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O processo DSM decolre em ltá"Jlia e utiliza uma estirpe seleccionada do fungo

Mortierella alpina. Em fennentadores de cerca de 100 m3 de capacidade é produzido

um óleo com aproximadamente 40oÁ de AA (ARASCO) (Ratledge, 2004). O óleo é

vendido exclusivamente à Martek Biosciences Corp. e é misturado numa razão de 2:l

(v/v) com DHASCOTM (DHA de origem microbiana, obtido por fermentação de

Crypthecodinium cohnii) para incorporação em formulações infantis sob o nome

Formulaid. A produção em 2003 foi de 480 ton (Ratledge, 2004).

O processo Wuhan Alking decorre em Wuhan, na China, e utiliza fermentadores

de 50-100 m3 de capacidade e uma nova estirpe de Mortierella alpina. Foi anunciado

em Setembro de 2004 que a companhia americana Cargill iria comercializar este ácido

provavelmente fora dos EUA e da Europa (Ratledge, 2004).

Investigadores japoneses tentaram modificar o processo de produgão de AA por

Mortierella, de forrra a obter EPA. As modificações consistiam em crescer o fungo a

baixas temperaturas ou no arrefecimento da biomassa colhida, durante alguns dias, de

forma a induzir a produção de EPA (Barclay et al., 2005). Contudo, ainda não há registo

da produção comercial deste ácido.

Pensa-se que a Nagase-Suntory Co. Ltd, no Japão, produz DPA, um ácido gordo

presente nos óleos ricos em DHA produzidos por Schizochytrium spp., mas não se sabe

se o ácido gordo é produzido por fraccionamento do óleo de Schizocltytrium ou por um

microrganismo específico (Ratledge, 2005) como o descrito por Kumon e colaboradores

(2003) como produtor de DPA como único ácido gordo poli-insaturado de cadeia longa.

Os processos de produção de DHA serão abordados em 2.5.2.

Em apenas vinte anos, os óleos de origem microbiana passaram de simples

curiosidades académicas a principal fonte de PUFAs para nutrição infantil (Ratledge,

2004).

Uma vez que as plantas são incapazes de sintetizar ácidos gordos poli-

insaturados de cadeia longa (co-3 e co-6) a única alternativa aos óleos de origem

microbiana serão as plantas modificadas geneticamente, isto é, a utrlização das plantas

como "fábricas químicas" de PUFAS que acumulem estes ácidos gordos nos lípidos de

reserva das suas sementes (López 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 é, apenas nas sementes e na fase de acumulação de óleo) (Ratledge, 2005). Além

disso, há que contar com a resistência dos consumidores à utilização de Organismos
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Geneticamente Manipulados (OGMs) sobretudo na alimentação, quando alguns óleos se

destinam à alimentação infantil (Kyle, 2005). Na Comunidade Europeia, por exemplo,

não é pennitida a utilização de OGMs em formulações infantis (Kyle, 2005).

Embora a contribuição dos óleos microbianos para a indústria seja ainda

pequena, existem várias razões para que a mesma venha a aumentar num futuro

próximo como consequência das seguintes vantagens:

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

- as fontes microbianas podem produzir óleos com um elevado conteúdo em

PUFAs;

- a estabilidade oxidativa dos lípidos microbianos é, em geral, superior à dos

óleos de peixe;

- a produção microbianafaz-se a partir de matérias-primas sustentiíveis;

- o coúecimento das vias bioquímicas e da genética pode fornecer as

ferramentas para novos sistemas de produção e para novos produtos (Sijtsma & Swaaf,

2004).

Ao contrrírio do óleo de peixe que apresenta um perfil complexo de ácidos

gordos (totais e poli-insaturados) os óleos de origem microbiana possuem um peúl de

ácidos gordos relativamente simples e apresentam quantidades apreciáveis de um PUFA

específico (Wynn et al.,2OO5) (Tabela 9), facto que facilita a tzrefa de purificação desse

PUFA (Ratledge, 1993) e, assim sendo, constitui uma vantagem dos óleos de origem

microbiana.

Além disso, o cultivo em fermentador ou fotobioreactor, em condições

controladas, permitiu eliminar contaminações (Wen & Chen, 2005) e a economia de

escala permitiu reduzir o preço dos óleos de origem microbiana obtidos em fermentador

entre 10 e 30 vezes (Arts et al., 2001).

Em suma, embora a oportunidade de exploração dos óleos de origem microbiana

possa ser finita, os mesmos deverão constituir a principal fonte de PUFAs para

aplicações farrracêuticas e nutricionais nas próximas décadas (Ratledge, 2003;

Ratledge,2005).
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Tabela 9 - Perfrl de ácidos gordos (% relativas m/m) de alguns óleos microbianos, vegetais e
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(") Ratledge et a1.,2005; @) Kiy et a1.,2005; (") Mcguire et al, 1997;
(u) wym etaL,2005.

2.4 Produção de ácidos gordos poü-insaturados por microâlgas marinhas

2.4.1via autotróÍica

As microalgas são maioritariamente fotoautotróficas (Barclay, 1992), isto é,

utilizam a luz como fonte de energia e dióxido 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 são gratuitas, esta vantagem é ilusória
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(Wynn et a1.,2005) e apesaÍ de terem sido feitas várias tentativas de produzir PUFAs

autotroficamente, os processos revelararn-se demasiado dispendiosos para produção

industrial devido às baixas densidades celulares obtidas (Ward & Singh,2005).

Nos sistemas mais antigos e mais simples de cultivo de algas - lagoas abertas -
o scale-up é dificil devido a problemas de contaminagão com outras algas, bactérias e

protozoários (Wen & Chen, 2005); as condições de cultura são dificeis de manter e a

recolha de biomassa a partir da cultura diluída é dispendiosa (Chen, 1996; Wen & Chen,

2005). Por exemplo, Cohen & Himer (1992) referiram uma produtividade de 0,5

mgl-rdia'l em EPA por P. crltentum,no lnverno, e de 1,0 mgl-ldia l, no Verão.

A utilização de fotobioreactores fechados com iluminagão natural e/ ou artificial

permite ultrapassar alguns dos problemas das lagoas abertas (Chen, 1996; Molina

Grima et al., 1999a). No entanto, estes sisternas têm configurações e constnrção

complexas, têm elevados custos de capital e o seu scale-up é dificil (Wen & Chen,

2005). Além disso, não permitem contornar de forma totalmente satisfatória o problema

da limitação de luz já que a penetração da luz nas culturas é inversamente proporcional

à concentração celular (Chen & Johns, 1995). Qiang et al. (1997) obtiverart uma

produtividade de 60 mgl-ldia-' em EPA com culturas de Monoàts subterraneus

crescidas em bioreactor.

Apesar da operação dos fotobioreactores ser proibitivamente dispendiosa, as

algas fotossintéticas continuam a ser consideradas como candidatas potenciais pdra a

produção industrial de óleos microbianos sobretudo para aquacultura já que constituem

a melhor fonte de nutrientes (e também a mais natural) para larvas e peixe nos primeiros

estádios de desenvolvimento (Ward & Singh,2005).

2.4.1 via heterotróÍica

Algumas microalgas são heterotróficas o que significa que podem crescer e

reproduzir-se na ausência de luz,utílizando substratos orgânicos como fonte de carbono

e energia (Barclay, 1992;Lee,200l; Wen & Chen, 2003; Chen & Chen, 2006).

Embora a maioria dos processos estudados até à data se baseiem no crescimento

autotrófico de microalgas (Olaizola, 2003), o crescimento heterotrófico das mesmas

descrito paruaprodução de alguns SCO (Barclay,1992:' Borowitzka,1995:' Kyle, 1996;
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Chen, 1996) apresenta vantagens em relação ao crescimento autotrófico. Nas culturas

heterotróficas:

- as condições óptimas de crescimento e produção podem ser mantidas (Chen, 1996);

- a contaminação e a predação podem ser eliminadas, esterilizando o meio e frabalhando

em condições assépticas (Chen, 1996);

- a produção do óleo é independente da estação do ano e das condições climatéricas

(Sijtsma & de Swaaf,2004) pelo que a reprodutibilidade do processo aumenta e o scale-

-up torna-se mais flícil;

- 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 esterilizaçáo (Chen,

tee6);

- o processo de produção pode ser controlado respeitando as regras de Good

Manufacture Pratice (GMP), garantindo a qualidade do produto obtido (Sijtsma & de

Swaaf, 2004);

- a tecnologia necessiária à cultura heterotrófica já estrá consolidada (Apt & Behrens,

1999; Sijtsma & de Swaaf, 2004);

- a capacidade de produção pode ser adaptada em função das necessidades dos mercado

(Wynn et al., 2005).

Ao permitir aumentar a concentração em biomassa e, portanto, a produtividade

voluméhica, a cultura heterotrófica pode ser aplicada à produção de produtos de

elevado valor acrescentado e baixo volume já que as elevadas concentrações atingidas

permitem diminuir os custos de processamento posterior, os quais podem constifuir uma

grande percentagem dos custos de produção (Chen, 1996).

Contudo, a cultura heterotróÍica de microalgas não esüá isenta de problemas.

Estes incluem o número limitado de espécies capazes de crescer heterotroficamente

(Barclay, 1992; Chen, 1996), a contaminação por bactérias já que a cultura das

microalgas necessita de meios de crescimento ricos e apresenta taxas de crescimento

relativamente baixas (Sijtsma & de Swaaf, 2004), a inibição do crescimento por

substratos orgânicos solúveis em baixas concentrações e a incapacidade de produzir

compostos dependentes da luz tais como pigmentos (Chen, 1996; Cerón Garcia et al.,

2005).

A microalga Nitzschia laevis mosfrou-se promissora paÍa a produção de EPA e,

em condições heterotróficas apresenta uma taxa específica de crescimento e uma

concentração de EPA mais elevadas (0,344 d'l e 35,08 mgl--l, respectivamente)
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comparativamente aos apresentados em condições fotoautotróficas (0,167 d'l e 6,78

mgI.-I, respectivamente) (Wen & Chen, 2000a) tendo sido desenvolvido um processo

fed-batch que permitiu obter 695 mgl-r de EPA, superior ao obtido em batch (301,2

mgl,-r de EPA) (Wen etal,2OO2) e urna cultura de perfusão onde se obtiveram llll2
mgl--r de EPA com uma alimentação de glucose de 50 gl--r (Wen & Chen, 2OO2). O

desenvolvimento de técnicas de cultivo de elevada densidade celular perrrite ainda

diminuir os custos de recuperação e purificação do EPA (Wen & Chen, 2005).

No entanto, a produção de EPA a partir de microalgas ainda não é uma realidade

em termos comerciais uma vez que é mais dispendiosa que a obtengão de EPA com

elevado grau de puÍeza a parft do óleo de peixe (Molina Grima et a1.,2003). As baixas

produtividades em EPA são atribuídas ao baixo teor de EPA nas células e a taxas

específicas de crescimento relativamente baixas (Wen & Chen, 2005). Por outro lado, as

algas produtoras de EPA apresentam um perfil de ácidos gordos relativamente

complexo comparativamente ao das algas produtoras de DHA (de Swaaf et a1., 2003c).

Baixas produtividades associadas perfis de ácidos gordos relativamente complexos

implicam elevados custos de operação e purificação do EPA e limitam a aplicação das

microalgas para produção de EPA (Wen & Chen, 2005).

A produção comercial de DHA será abordada no ponto 2.5.2.

2.5 DHA

2.5.1 Funções e aplicações

O ácido docosúexaenóico (frg. 12) é um ácido gordo poli-insaturado com 22

átomos de carbono e seis ligações duplas nas posições 4,7, 10, 14, 16 e 19 (átomos de

carbono numerados a partir do terminal carboxilo). O seu nome sistemático é ácido cis-

4,7,10,13,16,19-docosúexaenóico, ou na notação abreviada, 22:6n'3 (DHA). O nome

comum (fivial) é ácido cervónico.

Figura 12 - Representação do ácido docosahexaenóico (DHA,22:6a-3).
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O grau de insaturação de um ácido gordo determina a sua estrutura

tridimensional (Haag, 2003). A introdução progressiva de ligações duplas numa cadeia

de átomos de carbono faz com que a mesma encurve e, quanto mais dobrado estiver um

ácido gordo, mais espaço ele vai ocupar se fizer parte dos fosfolípidos das membranas

celulares, aumentando a fluidez e, provavelmente, a funcionalidade da membrana

(Haag,2003).

A estrutura e o ponto de fusão (-44"C) (Sato et al., 2009) estão na base das

propriedades fisico-químicas características do DHA. O DHA pode alterar

signiÍicativamente muitas propriedades básicas das membranas celulares incluindo a

fluidez, compressibilidade, pemreabilidade e interacção com proteínas reguladoras

(Holub,2006).

O DHA é o ácido gordo mais insaturado presente nas membranas dos sistemas

biológicos dos mamíferos (Weil, 2000a). Encontra-se em níveis muito elevados na

posição sz-2 dos fosfolípidos de membrana no cérebro e na retina, bem como nas

células do tecido cardíaco e no espenna (Arts et al., 2001). Também estiá presente nos

lípidos do leite materno em concenhações que variam de 0,1 a 1,0 g/100g de leite,

consoante a dieta das mães (Innis, 2004; 2007) e que são pelo menos trinta vezes

superiores às presentes no leite de vaca (Bajpai et al., 1991b; Singh et al., 1996; Singh,

2008).

O DHA desempeúa um papel fundamental no cérebro onde a sua presença eská

relacionada com o funcionamento dos receptores da membrana, regulação de

neurohansmissores dopaminérgicos e serotinérgicos, regulação de enzimas ligadas à

membrana (ATPases Na/K dependentes), transdução de sinais e alteração do fluxo

iónico através dos canais de Na* e t<* (Sinclair et al., 2005).

O DHA também estiá envolvido em processos metabólicos como a regulação da

síntese de eicosanóides derivados do ácido araquidónico, como precursor de

docosatrienos e resolvinas 17 S (intermedirários anti-inflamatórios) derivados do DHA e

na regulação da expressão genética (Sinclair et al., 2005).

Finalmente, o DHA está envolvido na protecção das células neurais de apoptose,

no desenvolvimento dos neurónios e na regulação do tamanho dos mesmos (Sinclair et

al., 2005) e funciona como precursor de neuroprostanos (produtos de oxidação do

DHA) (Roberts et al., 1998; Fam et a1.,2002). Em última análise, 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 elactaçáo (Koletzko et al., 2008). O DHA acumula-se nas células do

cérebro e da retina no último trimestre da gravidez e ao longo dos primeiros dois anos

de vida (Martinez, 1992; Clandini et al., 1980; Helland et a1., 2003; McCann & Ames,

2005) sobretudo durante a expansão e maturação perinatal (McNamara & Carlson,

2006). Estudos com isótopos estáveis de ALA demonstraram que os bebés, prematuros

ou não, são 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

nonmal (Horrocks & Yeo, 1999; Simopoulos et al., 1991; Koletzko et al., 2001a, 2008).

Assim, o feto e o recém-nascido dependem da mãe para lhe fornecer DHA, através da

placenta ou do leite (Uauy & Peirano, 1999; Crawford, 2000; Innis,2003).

Apesar de não estarem definidos os teores óptimos de DHA no sangue e nos

diferentes tecidos, sabe-se que os bebés saudiíveis não amamentados, necessitam de

obter da alimentação quantidades de DHA próximas das encontradas, em média, no leite

humano para atingirem teores de DHA no sangue semelhantes aos dos bebés

amamentados (Hoffinan et a1..,2006). Assim, a conversão inadequada de ALA a DHA e

a substituição do DHA nos fosfolípidos de membrana, poderá explicar os défices nos

desenvolvimentos visual e cognitivo observados nos bebés alimentados com

formulações com quantidades mais baixas de DHA e AA (Hof8nan et al., 2006).

Recoúecendo a importância do DHA e do AA nos substitutos de leite mateÍno,

a Organização Mundial de Saúde (World Health Organization - WHO), a Fundação

Britânica de Nutrição (British Nutrition Foundation - BI.IF), a Sociedade Europeia de

Pediatria, Gasüoenterologia e Nutrição (European Society of Pediatric

Gastroenterologt and Nutrition - ESPGAN) e a Sociedade Internacional para o estudo

de Ácidos Gordos e Lípidos (International Society for the Study of Fatty Acids and

Lipids - ISSFAL) recomendam a inclusão destes ácidos gordos poli-insaturados de

cadeia longa em todas as fonnulações para bebé (Boswell et a1., 1996). Dois anos após a

sua enfrada no mercado em Fevereiro de 2002, mais de 50% das formulações vendidas

nos Estados Unidos continham uma mistura de DHA e AA (Wynn et al., 2005).

Actualmente as formulações enriquecidas em DHA e AA representam99Yo do mercado

das formulações para bebé nos Estados Unidos da América e estão disponíveis em mais

de 75 países (Martek Biosciences Corporation, 2008) sendo de prever um aumento da

sua procura até que, eventualmente todas as formulações contenham DHA.
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2.5.2 P r ocessos de produção microbianos

Embora muitas microalgas possuam a capacidade de sintetizar PUFAs ro-3

poucas se têm revelado satisfatórias para a sua produção comercial, sobretudo se nos

reportarmos a espécies heterotróÍicas capazes de crescer em fermentadores

convencionais.

As algas mariúas utilizadas na produção de PUFAs ro-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 três processos industriais de produção de DHA

por via fermentativa (tabela l0), cada um utilizando um microrganismo diferente

(Ratledge, 2004; 2005).

Tabela l0 - Perfil de ácidos gordos dos SCO ricos em DHA actualmente em produção (%

relativas m/m) (Ratledge, 2005).

Acido gordo l2:O l4:0 16:0 16:l l8:0 l8:l l8:2 l8:3(n-3) 20:3(n-Q 22:5 (n-6) 22:6(t-3)

Processo Martek
DHASCOTM
Processo Omega-
Tech
DHASCO.S
Processo Nutrinova
DHActive

4 20 18 2 0,4 t5 0,6

2912112
39

1<

46

2l3

3

3 t2

30 u

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

O processo Omega-Tech utiliza Schizochytrium sp. O óleo, inicialmente

conhecido como DHAGoldrM é produzido pela OmegaTech LTD., Boulder, CO,

adquirida pela Martek (Ratledge, 2004) e, actualmente designado DHA-S.

A produção de DIIA-S é efectuada a partir de uma estirpe melhorada de

Schizochytrium sp. ATCC 20888 num processo em fed-batch. Culturas puras

congeladas são utilizadas para inocular frascos agitados, os quais por sua vez, produzem

o inóculo para um tanque de sementeira que servirá para inocular o fermentador. O

meio de cultura é constifuído por uma fonte de carbono, uma fonte de azoto, minerais

traço e vitaminas. A temperatura, pH e arejamento são controlados para assegurar a

reprodutibilidade do processo e a composição do produto final (OmegaTech,200l).
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A biomassa é separada do caldo de ferrrentação utilizando um secador de

tambor duplo; a biomassa seca é suspensa em n-hexano comercial e moída, em húmido,

para exfiair o óleo. Por filtração, separa-se a fracção rica em óleo, que é arrefecida

durante um determinado tempo de forma a cristalizar os componentes com maior ponto

de fusão mais elevado (winterizaçáo). Por filtração, separa-se a fracção cristalizada e,

finalmente, remove-se o hexano do óleo winterizado (OmegaTech,200l).

O óleo winterizado é processado de forma semelhante aos óleos vegetais. É

refinado, branqueado e desodorizado. Por último, são-lhe adicionados anti-oxidantes de

acordo com a directiva 95l2lEC e é embalado sob atmosfera de azoto para prevenir a

oxidação (OmegaTech, 2001).

Em2004 a utilização dos óleos de Schizochytrium em alimentos foi considerada

segura (Generally Recognised as Safe GRAS) nos EUA (Food and Drug

Administration, 2004) tendo também sido concedidas aprovações para a sua utilização

em alimentos na Austrália e Nova Zelàndia em 2002 e na Europa em 2003 (Official

Journal of the European Union, 2003; Barclay et a1., 2005)

O processo Nutrinova utiliza Ulkenia sp.. O óleo é produzido pela Nutrinova

GmbH, Frankfurt, Germany e vendido sob a designação DHActive.

Ulkenia sp. cresce em meios de cultura constituídos por glucose e extracto de

levedura em fermentadores convencionais de aço inoxidrível de 80 m3, a .rma

temperatura próxima dos 30oC. As células são colhidas quando deixam de se multiplicar

e acumular triacilgliceróis (Kiy et al., 2005). A extracção do óleo é efectuada sobre a

biomassa seca, utilizando hexano (Food Standards Ausfralia Newzealand, 2004). O

processo de refinamento do óleo inclui passos de desengorduramento, neutralização,

branqueamento e desodonzação (Kiy et a1.,2005).

Kroes et al. (2003) descreveram testes toxicológicos efectuados com o óleo

obtido por fermentação de Ulkenia sp. (contendo 45Yo m/m de DHA). Os resultados

destes testes foram negativos para toxicidade genética e semelhantes aos obtidos

utilizando PUFAs r»-3 obtidos a partir de óleo de peixe ou de ouüas fontes microalgais.

A utilização do óleo rico em DHA obtido a partir de Ulkenia sp. foi autorizada

na Ausúália e Nova Zelãndia em2004 ( tendo a solicitação do reconhecimento GRAS

sido retirada a pedido dos responsáveis pelo produto (Food and Drug Adminisüation,

2005).

Ao contrário dos óleos obtidos a partir de plantas oleaginosas ou a partir de

peixe, os óleos obtidos a partir de Crypthecodinium cohnii, Schizochytrium sp. e
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Ulkenia sp. estão liwes de pesticidas, aflotoxinas, insecticidas organofosfatados e

organoclorados, metais pesados e outos poluentes, como bifenóis policlorados (PCBs)

muitas vezes enconffados no peixe, facto que simplifica o processo final de refinação

destinado a eliminar as impurezas co-extraídas com o óleo (Ratledge et a1.,2005).

2.5.3 Optimwaçáo da produção microbiana de DHA

Para além da selecção da espécie e da estirpe, já que a concentração de biomassa

e o teor em ácidos gordos varia entre as espécies de um mesmo género e entre estirpes

da mesma espécie (Anbu et al., 2007), a optimização da produção de DHA por

processos biotecnológicos exige a identificação das variáveis que afectam a quantidade

e a distribuição dos ácidos gordos produzidos pela estirpe seleccionada, sendo que os

triacilgliceróis são a principal classe de lípidos a considerar na produção de DHA

(Vazhappily,1999).

O conteúdo em PUFAs de cadeia longa e, mais importante, a sua distribuição

nos triacilgliceróis, depende não só da espécie mas também de factores relacionados

com as condições arnbientais e de culfura: composição do meio de cultura, taxa de

arejamento, intensidade de hrz e duração do fotoperíodo (para microrganismos

fotossintéticos em autotrofia), temperatura e idade da cultura (Yongmanitchai & Ward,

1989; Dunstan et a1.,1993; Li & Ward,1994; Singh & Ward, 1996; Robles Medina et

al., 1998; Yokochi et al., 1998; Chen & Chen, 2006). Contudo, o efeito das condições

ambientais nos lípidos e ácidos gordos das algas não é ainda completamente conhecido

e, factores ambientais semelhantes podem exercer efeitos diversos, inclusivamente

opostos, em espécies diferentes (Cohen & Heimer, L992), isto é, a produção e o

aÍmazenamento de lípidos em resposta a factores ambientais também são específicos de

cada espécie (Fan etal.,20O7).

A produção comercial de DHA exige ainda a implementação de estatégias de

obtenção de elevadas densidades celulares.
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2.5.3.1Composição do meio de cultura

Um aspecto importante no projecto de um processo de fermentaçáo é a escolha

do meio de fermentação, cuja composição pode afectar signiÍicativamente a

concentração do produto e, consequentemente, o rendimento e a produtividade

volumétrica (Kennedy & Krouse, 1999).

O meio de fermentação deve conter, no mínimo, uma fonte de carbono, de azoto

e de energia; conter todos os minerais essenciais ao crescimento; conter os factores de

crescimento necessários para assegurar um nípido crescimento e um rendimento elevado

no produto desejado; possuir uma qualidade consistente e estar disponível durante todo

o ano ao menor custo possível; causar um mínimo de problemas noutros aspectos da

fermentação tais como, por exemplo, não dificultar ou facilitar a transferência de massa

gás-líquido; causar o mínimo de problemas de processamento downstream §ielsen et

aI.,2003a).

Actualmente estão disponíveis várias matérias-primas que podem ser utilizadas

como súsffatos para fermentação. Desde as fontes de carbono e azoto hadicionais até

sub-produtos e efluentes agrícolas e industriais que até aqui não tinham sido

considerados como tal.

As vantagens da utilização dos meios complexos aüás referidos (sub-produtos e

efluentes) residem no facto dos mesmos conterem, além da fonte de carbono, uma fonte

de azoto orgânica, minerais essenciais e diferentes factores de crescimento. Apresentart

contudo, algumas desvantagens: variação sazonal da composição, variação da

composição com o aÍÍnazeÍtamento e presença, eventual, de compostos indesejáveis que

podem dificultar a reprodutibilidade do processo §ielsen et al., 2003a).

2.5.3.1.1 Fontes de carbono (C)

Enquanto as microalgas fotoautotróficas utilizam COz como fonte de carbono e

luz como fonte de energia (Kyle, 1989; Wood et al., 1999), as microalgas heterotróficas

sáo capazes de crescer no escuro e necessitam de pelo menos uma fonte de carbono

orgânico (Chen, 1996; Wen & Chen, 2003;2005; Chen & Chen, 2006). Neste caso, as

fontes de C fornecem a energia e o esqueleto de átomos de C para o crescimento das

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

A glucose é um nutriente importante no crescimento heterohófico e a fonte de

carbono mais utilizada na produção de lípidos por microrganismos (Wen & Chen, 2000

b; Sijtsma et al., 2005).

A glucose constitui uma matéria-prima acessível à maioria dos processos

industriais. Normalmente é obtida na forma de xaropes por hidrólise, química ou

enzimáúica, de amido de milho. É solúvel em água, pode ser xmazenadana forma de

soluções concentradas e pode ser facilmente esterilizada e adicionada ao meio de

fermentação (Sijtsma et al., 2005).

A concenfração inicial de glucose afecta o crescimento e a produção 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 etal.,1997;Yokochi et al., 1998).

C. cohnii cresce bem em glucose (estirpe Seligo, Tuttle and Loebli ch 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 RIH, 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 três meios de cultura, previamente descritos, no

crescimento de C. cohnii: Phorphyridium (Starr & Zeikus, 1993), A2E6 §erad 1996) e

C. cohnii (Spector, 1984), todos contendo glucose como principal fonte de carbono.

Concluíram que as estirpes ATCC 30556, ATCC 50051, UTEX L 1649 e RIH cresciam

melhor e apresentavam taxas específicas de crescimento superiores em meio

Phorphyridium. Entre elas, a estirpe C. cohnii ATCC 30556 mostou melhor potencial

para aprodução comercial de DHA.

Jiang & Chen (2000a) estudaram o feito da concentração de glucose no

crescimento e produção de DHA por C. cohnii ATCC 30556 e concluíram que, na gama

de concentrações estudadas (5-40 gl-l), a maior taxa específica de crescimento (0,12

h-'), u maior concentração em biomassa (3, 13 gl-t) e o maior rendimento em glucose

(0,6 gg-') correspondiam a uma concenhação de glucose de 20 gL-I. Contudo,

obtiveram a maior percentagem relativa de DHA (53,4yo do total de ácidos gordos) para

5 gL-' de glucose. Para concentrações de glucose superiores a 20 gL'r os autores

62



obtiveram taxas especificas de crescimento e concentragões de biomassa inferiores,

provavelmente devido à inibigão pela glucose. De Swaaf et al. (1999) também referiram

a inibição pelo substrato para explicar a inibição do crescimento de C. cohnii (ATCC

30772) para concentrações de glucose superiores a 25 gL't, embora a microalga seja

capazde crescer para concentragões iniciais de glucose t2Ío elevadas como 84,3 gL'r .

À escala laboratorial (1 L), em batch, de Swaaf et al. (1999) obtiveram, uma

produtividade volumétrica de DHA de 19 mgl--th I por C. cohnii ATCC 30772 em

glucose. De Swaaf et al. (2003c) obtiveram, para a mesma estirpe, produtividades

semelhantes (14 mgl.'tht) emfed-batch, utilizando uma alimentação de 50% (m/v) de

glucose.

Schizochytrium sp. também se desenvolve em glucose (estirpe SR2l, Yaguchi et

al.,1997; Yokochi et al., 1998; Yokochi et aI.,2003; estirpe Gl3, Bowles et al., 1999;

estirpes KFl, KF2, KF4, KI5, KI6, KF7 e KF14, Fan et a1.,20011' estirpes N-1, N-2, N-

5, N-6 e N-9, Kamlangdee & Fan, 2003; estirpe S3l (ATCC 20888), Wu et at,2005;

estirpe KH105, Yamasaki eta1.,2007; estirpe OUC88, Zhuet a1., 2008; estirpe G13l2S,

Ganuza et a1.,2008).

Yokochi et al. (1998) estudaram o crescimento e a produção de DHA por

Schizochytrium limacinum SF.2L para várias concentrações de glucose, de 3 a 12 Yo

(n/v); verificaram que o crescimento celular aumentava com a concentação da fonte de

carbono até 90Á e era inibido para 12 % de glucose e obtiveram uma concentação

máxima de DHA (4,20 gL-t)paru9Yo (m/v) de glucose, ao fim de cinco dias.

Chin et al. (2006) estudaram o crescimento da mesma estirpe para concentrações

de glucose de lYo a 6% (mlv) e verificaram que a concentração de biomassa aumentava

com o aumento da concentração de glucose no meio ate 4Yo (7,27 gL-r de biomasa) e

diminuía paÍa concenhações de glucose de 5 e 6%. No entanto, as culturas crescidas

com 50Á de glucose apresentavam o maior teor em lípidos sem que se registassem

alterações significativas do teor de DHA. Assim, a produtividade em DHA aumentzva

com o aumento da concentração de glucose no meio de lYopara5Yo e diminuía para6Yo

de glucose.

Bowles et al. (1999), num estudo semelhante, paÍa a estirpe Schizochytrium

mangrovei Gl3 verificaram que um aumento da concenfiação de glucose no meio (0-30

gl-r) se tadryíanum aumento da concenüação de biomassa; obtiveram uma produção

miáxima de lípidos (65-66% m/m) para as condições com 20 e 30 gl--r de glucose.

Apesar do teor em DHA nos lípidos ser superior nas culturas crescidas com 5 gl--l de
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glucose, a concentração máxima de DHA (0,575 gt-t; foi obüda para uma concentração

da fonte de carbono de 30 gL-I, ao fim de 4 dias.

Num estudo semelhante,paÍa a estirpe Schizochytrium sp. KH105, Yamasaki et

al. (2007) também concluíram que, na gama estudada (3-15% mlv), a concentração em

biomassa e em DHA aumentavam com a concentragão de glucose, atingindo o valor

mráximo para uma concenffação de glucose de 90Á paÍa a qual a concentração de DHA

era cerca de 1 gl,-l após 48 h.

Wu et al. (2005) estudaram o efeito da concentração inicial de glucose (5-80

gl-r) na biomassa, lípidos e DHA de Schizochytrium sp. S31 e concluíram que um

aumento da concenffação de glucose no meio se traduzia num aumento da concentração

de biomassa. As concentrações de lípidos e de DHA também aumentavarn com a

concentação inicial de glucose do meio até 20 gl,-l, atingindo valores de 2,43 gl.-l e

0,318 gL'I, respectivamente, para esta condição.

Recentemette, Zhrt et al. (2008) obtiveram uma concentração de DHA de 1,78

gl--r com S. limacinum úilizando uma concentração de glucose de 30 gl.'l, em cinco

dias e Ganuza et al. (2008) que determinaram que a concentração máxima de glucose

para crescimento de Schizochytrium sp. G13/2S estava compreendida enüe 100 e 200

gl--r.

Karnlangdee & Fan (2003) estudaram o crescimento e a produção de DHA por

cinco estirpes de Schizochytrizz §-1, N-2, N-5, N-6 e N-9) num meio contendo 60

gl--l de glucose e concluíram que a estirpe N-2 apresentava uma concentração de

biomassa superior (I3,2 gL't) e maior teor em DHA (203 mg/g biomassa seca).

Em bioreactor de 2 L, Bowles et al. (1999) obtiveram 2,17 gL-r de DHA

utilizando S. mangrovei Gl3 e uma concentração de glucose de 40 gl,-t (107 h),

enquanto Fan et al. (2001) obtiveram um valor superior (2,762 gl-r) para S. mangrovei

KF6, utilizando 60 gl.-t de glucose ern erlenmeyer às 52 h.

Também em bioreactor, §. limacinum pode produzir 13,3 gl.-l de DHA para

concentrações de glucose elevadas (120 gl-t) em 96 h (Yaguchi et al., 1997).

Em bioreactor, tal como em frasco agitado, num meio contendo 60 gl,-l de

glucose, Nakúara et al. (1996) obtiveram uma produtividade em DHA de 2 gl.-rdia-r

com Schizochytrium sp. SR2l. Yokochi et al. (2003) também cultivaram esta estirpe em

bioreactor utilizando meios de cultura contendo concentações elevadas de glucose (60-

150 gl.-l) e obtiveram 3,1 gl--r dia-r para uma concentração de glucose de 150 gl,'l.
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A glucose também foi referida como um dos melhores subsúatos para a

produção de biomassa e DHA por thraustochyrids (estirpe ATCC 34304, Bajpai et al.,

l99la estirpes ATCC 34304, ATCC 28210 e ATCC 24473, Li & Ward,1994; estirpe

ATCC 343}4,Iida et al., 1996; estirpes ATCC 34304 e ATCC 28210, Kendrick &

Ratledge, 1992; estirpe KK 17-3, Huang et al., 2001; estirpe S31, Wu et a1., 2005;

estirpe ONC-Tl8, Búa et a1., 2006).

Para a estirpe Thraustochytrium aureum ATCC 34304, Bajpai et al. (1991a)

verificaram que um aumento da concenffação de glucose no meio (de 5 para 20 gl-t) se

fraútzia num aumento do teor em típidos na biomassa (de 2,7 para 16,5%o) e num

aumento da concentração em DHA (de 26 para 270 mgL't) em seis dias, sem que a

percentagem de DIIA nos lípidos fosse alterada; para concentrações de glucose

superiores a 20 gL'r, o crescimento de Thraustochytrium aureum era inibido. No

entanto, de acordo com Ward & Singh (2005), a concentração mínima de glucose que

provoca inibição do crescimento de Thraustochytrium aureumera 10 gL-I.

Num estudo de optimização do meio de cultura de Throustochytrium aureum em

frasco agitado, Iida et al. (1996) obtiveram 5,7 gL-t de biomassa e 460 mgl,'r de fipidos

em 69 h para uma concentração de glucose de 10 gL-I, o que, em termos de

produtividade em biomassa, corresponde quase ao dobro do valor obtido por Kendrick

& Ratledge ,lgg2(4,0 gl-r em72h, para uma concentração de glucose de 30 gL-').

A glucose também foi considerada a fonte de carbono mais promissora para o

crescimento e produção de DHA por Thraustochytrium sp. KK17-3. Huang et al.

(2001), obtiveram uma concenffação de biomassa de 5,5 gl--l e uma concentragão de

DHA de 145 mgl- I em 3 dias.

Burja et al. (2006) estudaram o crescimento e a produção de DHA por

Thraustochytrium ONC-TI8 em glucose (5-160 gl-r) durante 3 dias. Verificaram que a

concenfiação de DHA aumentava com o aumento da concenffação da fonte de carbono

até 100 gt.-r e obtiveram uma concentração de DFIA máxima (4 gL-') para esta

concentração de glucose, valor bastante superior aos obtidos por Bajpai et al. (1991b)

(0,27 gLf em 6 dias) com Thraustochytrium aureum e por Li & Ward (1994) com

Thraustochytrium roseum (0,4L gI--l em 5 dias).

Ulkenia sp. também cresce em glucose (estirpes SAM 2180 e SAM 2179,

Tanaka et a1., 2007). Cultivadas em reactor de 5 L, em meio contendo 60 gl--t de

glucose, as estirpes SAM 2180 e SAM 2179 proúuem, respectivamente 4 e 5,5 gl--l de
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DHA que correspondem a 28,7 e 46,2 Yo do total dos ácidos gordos e a concentrações

de biomass a de 23,2 e 19,5 gL-I, respectivamente, em três dias (Tanaka et a1.,2007).

Fontes de carbono alternativas

As vantagens, se as houver, de utilizar substratos alternativos em fermentação

serão o aumento da produtividade e/ou a redução dos custos totais. Se o processo,

utilizando matérias-primas alternativas, trouxer vantagens adicionais paÍa a recuperagão

do produto ou para o tratamento de efluentes, esses serão incentivos extra paru a

alteração do substrato. Isto significa que as vantagens ou desvantagens da utilizagão de

matérias-primas alternativas não estÍÍo exclusivamente associadas aos custos do

processo de produção do produto (Sijtsma et al., 2005).

A utilização de substratos alternativos também pode permitir contornar patentes

que especifiquem a utllízaçáo de um determinado substrato como matéria-prima

(Sijtsma et a1., 2005).

Ácido acético

O ácido acético é produzido em grande escala pela indústria petroquímica e é

vendido a um preço que é aproximadamente o triplo do da glucose, 340 eft (Sijtsma et

al., 2005). Tal como a glucose, é solúvel em água e pode ser utilizado na produção de

alimentos destinados ao consumo humano.

A utilização do ácido acético em fermentação requer cuidados especiais no

manuseamento de soluções concentradas. Apesar de não ser considerado um "ácido

forte" e de não ser tão agressivo como ácidos inorgânicos tais como o clorídrico ou o

nítrico, qualquer projecção, derrame ou contacto com a pele têm de ser tratados de

imediato (Sijtsma et al., 2005). Ao contuário do que acontece com a glucose, o ácido

acético é tóxico para as células em concentragões superiores a l-2Yo (Sijtsma et al.,

2005) o que torna impraticáveis fermentações em batch - concentrações de substrato

desta ordem de grundeza traduzir-se-iam na obtenção de baixas concentrações de

biomassa. Por outro lado, na opção por cultivos em fed-batch, a adição do substrato

(ácido acético) é auto-esteilízante e reduz o risco de contaminações (Sijtsma et al.,

200s).

Quando adicionado ao meio de fermentação, o ácido acético tem de ser

neufralizado ou, pelo menos, o pH teú de ser corrigido para o pH de fennentação. Isto

significa que será adicionado um contra-ião, geralmente Na+ ou K*. À medida que as
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células crescem o ião acetato, CHTCOO-, é consumido e substituído por iões hidróxilo,

OH-, e o pH sobe. Este aumento do pH é responsável pela paragem do crescimento

celular (Sijtsma et a1.,2005) e terá de ser evitado por adição de um ácido.

Ratledge et al. (2001a) e de Swaaf et al. (2003c) descreveram a utilização do

ácido acético como fonte de carbono psÍa a produção de DHA por Crypthecodinium

cohnii ATCC 30772 em culturas fed-batch. Quando a velocidade de alimentação é

controlada através do pH da cultura, uma alimentagão de ácido acético 50% (n/m)

fiaduz-se numa produtividade volumétrica de DHA superior à obtida com uma

alimentação 50% (mtv) de glucose (38 mgl-th-r e 14 mgurh-r, respectivarnente) (de

Swaaf et al., 2003c). Quanto mais depressa crescer o organismo, mais úpida será a

adigão de ácido acético, permitindo ao microrganismo crescer sempre à tara especíÍica

máxima de crescimento (Sijtsma et al., 2005). Este conceito foi enunciado pela primeira

vez poÍ Martin e Kempfling e o sistema de fermentação que nele se baseia é

denominado "phauxostat" (Sijtsma et al., 2005). Ratledge et al. (2001a) obtiveram uma

produtividade em DHA de 36 mgl-r h-r em 98 h de cultivo numa cultura de pH-

auxostat.

A produtividade em DHA aumenta de 38 mgl--lh' pu.48 mgL-Ih r, quando se

emprega ácido acético puro emvez de ácido acético 50% (mlm) (de Swaaf et al., 2003

c). As vantagens do ácido acético em relação à glucose para a produção de DHA por C.

cohnii podem ser explicadas através do metabolismo da acetil-CoA (ponto de partida da

biossíntese de ácidos gordos). Durante o crescimento em glucose é necessário exportar a

acetil-CoA da rruitnz mitocondrial para o citosol para a tomar disponível para a sÍntese

de lípidos 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 é

mantido por adição de ácido acético o qual funciona também como fonte de carbono.

Esta estratégia pode evitar a acumulação de ácido acético no meio evitando os efeitos

inibitórios de elevadas concentrações de acetato (Ratledge et a1., 2001a).

O cultivo de C. cohnii num meio contendo ácido acéticolaceüato como fonte de

carbono foi patenteado por Ratledge e colaboradores (2001b). O acetato era fornecido, e

reposto, por adição de ácido acético ao meio de crescimento em resposta ao aumento de

pH resultante do consumo de ácido acético/acetato. Neste processo, não era necessiíria a

imposição de uma fase estacionária para produção de DHA.

A conversão do ácido acético em biomassa nos sistemas pH-auxostat foi

estimada em cerca de 0,13 g de biomassa/g ácido acético (de Swaaf et a1.,2003 c).
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Etanol

O etanol pode ser obtido por fermentação da glucose (obtida a partir do amido

de milho ou da cana-de-açúcar) e, como tal, o seu cusüo é superior ao da glucose.

Também pode ser produzido pela indústria petroquímíca (fuel-grade), e vendido a cerca

de l2l €/t (Sijtsma et a1.,2005). É produzido em grande escala por fermentação em

países como o Brasil, Nova Zelãndia e Estados Unidos da América (Sijtsma et al.,

200s).

Para a produgão de DHA é necessário utilizar etanol com um grau de puÍeza

adequado a aplicações alimentares (food-grade), vendido a cerca 300 €/t (Sijtsma et al.,

2005) ou seja, cerca de 80-90% do preço do ácido acético.

O facto do etanol ser muito inflamável faz com que seja perigoso annazená-lo

ou fransportií-lo na forma concentrada. Além disso, a utílização de etanol a nível

industrial necessita de fiscalização por parte das autoridades competentes de forma a

garantir que a substlincia não é utílizada para fins diferentes dos previstos (Sijtsma et a1.,

2005).

A utilização de etanol como fonte de carbono por C. cohnii ATCC 30772 foi

estudada por de Swaaf et al. (2003 b) em frasco agitado (concentrações de 0, 5, 10, 15 e

25 gL-t). Os autores concluíram quÇ a alga crescia para concentrações de etanol de 5 e

l0 gl--l com uma taxa específica de crescimento de 0,05 h-l embora as culturas

crescidas com 10 gl--l de etanol apresentassem uma maior fase de adaptação. Não

observaram crescimento na condição com 0 gl--l de etanol e,paÍaconcentações de 15

gl--l de etanol e superiores, verificaram que o crescimento de C. cohnii era claramente

inibido pelo substrato.

Tal como o ácido acético, o etanol também é tóxico para a maioria das células

em concentrações superiores a 1-2% (Sijtsma et al., 2005) o que torna impraticáveis

fermentagões em batch pelas razões referidas anteriormente.

Sendo um desinfectante, o etanol redtz o risco de contaminações em

fermentações fed-batcá (Sijtsma et a1., 2005). Utilizando este modo de operação e uma

alimentação de etanol puro, de Swaaf et al. (2003 b) obtiveram uma produtividade

volumétrica de DHA de 53 mgl-rh-r numa cultura de C. cohn, ATCC 30772 isto é,

uma produtividade em DHA superior à obtida utilizando glucose como substrato (19

mgl-rh-r (de Swaaf etal.,1999)).

Comparativamente às culturas crescidas em glucose a taxa específica de

crescimento em etanol (estimada nas primeiras 52 h) foi ligeiramente inferior 0,047 h-r
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(de Swaaf et al., 2003b). Comparando os resultados obtidos no crescimento de C. cohnii

em etanol (de Swaaf et a1.,2003b) e em ácido acético (de Swaaf et a1.,2003c) conclú-

se que o teor em DHA nos lípidos é praticamente o mesmo para as duas fontes de

carbono. Apesar do teor em lípidos ser maior nas culturas crescidas em ácido acético, o

facto do crescimento ser mais nápido em etanol resulta numa produtividade superior

neste substrato (de Swaaf et a1.,2003b).

O etanol apresenta algumas vantagens em relação ao ácido acético como

subsfiato para fermentação a nível industrial: o valor calculado paÍa o rendimento

biomassa/substrato (0,31 g de biomassa/g etanol) foi cerca de 2,4 vezes superior ao

calculado utilizando ácido acético como substrato, pelo que é necessária menor

quantidade de etanol do que de ácido acético para atingir a mesma concenfração de

biomassa; o preço do etanol é mais baixo que o do ácido acético; o facto de ser menos

corrosivo reduz o investimento capital e os custos de manutenção do equipamento de

fermentação (de Swaaf et al., 2003b).

Glicerol

O glicerol é o maior subproduto da indústria de biodiesel (Fyle & Wen, 2007;

Pyle et a1., 2008). E também um subproduto da indústria dos sabões (Anuda et aL.,

2007).

Durante o processo de produção de biodiesel, os óleos/gorduras reagem com um

álcool (geralmente metanol) na presença de catalisadores alcalinos (geralmente bases

como o hidróxido de sódio ou de potrássio), para formar ésteres de ácidos gordos

(biodiesel) e glicerol (Chisti, 2007; Pyle,2008).

A produção de 100 kg de biodiesel origina cerca de 10 kg de glicerol bruto

(crude glycerol) (Pyle & Wen, 2007). Com o crescimento ímpar verificado na indústria

de biodiesel, o preço do glicerol bruto (glicerina) desceu de cerca de 44 e/«g Q00a)

para 4,7-9,3 €/kg (2006) estimando-se que estabilize em 0,075 €/kg (Pyle, 2008).

Atendendo a que a refinação deste glicerol tem um custo de 0,3 €,kge que o volume de

produção excede a procura de glicerol purificado (Fyle, 2008), a purificação do glicerol

bruto não constitui uma altemativa economicamente viável. Pelo contrário, novas

aplicações deste subproduto, nomeadamente como subsfrato em fermentação,

constifuem uma mais-valia em termos económicos.
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Embora existam referências ao crescimento de C. cohnii em glicerol (Beam &

Himes, 1980), de acordo com de Swaaf e colaboradores (1999), o crescimento

utilizando este subsüato é marginal ou inexistente.

Contudo, Schizochytrium limacinum SB.2l cresce em frascos agitados utilizando

glicerol como substrato. Yokochi et al. (1998) obtiveram, püà esta estirpe e para uma

concentração deglicerol del2Yo (m/v), uma concentração máxima em DHAde4,15

gl--l (mais de 30 % do total dos ácidos gordos), semelhante ao obtido utilizando glucose.

O glicerol também se revelou promissor como substrato paÍa a produção de DHA por

Schizochytrium mangrovei SK-02. Ao estudarem a produção 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, Zhru et al. (2008), num estudo de diferentes fontes de carbono

para a produção de DHA por §. limacinum OUC88, também obtiveram valores de

biomassa e DHA similares para as culturas crescidas em glicerol e em glucose.

Chi et al. (2007) descreveram a utilizaçáo de glicerol bruto (subproduto da

indústria de biodiesel) por Schizochytrium limacinum na produção de DHA. Em

condições optimizadas, obtiveram concentrações máximas de 4,91 gl.-l e 22,1 gL-r em

DHA e em biomassa, respectivamente.

Pyle (2008) investigou a produção de DHA por Schizochytrium limacinum

utilizando glicerol bruto como substrato. Cultivou a alga comg%o (90 gl-t) de glucose,

com 90 gl,-r glicerol puro e 90 gl-'r de glicerol bruto (aproximadamente 75 gl-'r de

glicerol) e verificou que a taxa específica máxima, a concenffação de biomassa e a

produtividade em DHA eram superiores nas culturas crescidas em glicerol bruto (0,685

d'1, 18,04 gL-' r 0,51 gl--ld l, respectivamente) comparativamente à culturas crescidas

em glicerol puro (0,562 dt, 14,43 gl--r e 0,42 dL'rd'I, respectivamente). A composição

em ácidos gordos foi semelhante para as três culturas correspondendo o teor total de

ácidos gordos totais a cerca de metade da concentração de biomassa. Apesar do teor em

DHA nas culturas ser similar, o facto da culfura com glicerol puro atingir menor

concentração de biomassa, fez com que a concenffação de DHA e a produtividade

fossem menores para esta condigão. O perfil em ácidos gordos foi similar ao descrito

anteriormente paÍa esta alga (Yokochi et al., 1998; Nakahara et a1., 1996).

Pyle (2008) observou inibição pelo substrato para concentragões de glicerol

bruto de 100 gl--l (cerca de 85 gl--r de glicerol), valor inferior ao da concentração
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óptima para produção de biomassa e DHA (90-120 gl-'r), descrito por Yokochi et al.

(1998) e obteve concentrações de biomassa e de DHA mais baixas que estes autores.

Segundo Pyle (2008), esta diferença de resultados pode dever-se ao facto de terem sido

utilizadas percentagens diferentes de água do mar nos dois estudos.

Jakobsen et al. (2008) cresceram o thraustochiúd Aurantiochytrium sp., estirpe

T66, em glicerol e obtiveram uma produtividade volumétrica de DHA de 93 mg1'ttr't

em condições optimizadas (limitação de azoto e de oxigénio), valor que se aproxima dos

miáximos obtidos para outros thraustochytrids, por exemplo, 138 mgl-lh I paÍa

Schizochytrium limacinum SR2l em glucose (Yaguchi et al., lggT),115 mgl--rh' p*u

Schizoclrytrium mangrovei Sk-02 em glucose (Unagul et al., 2006) e ll7 mgL-rh I para

a estirpe 12B, também em glucose (Perveen et a1.,2006).

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

de carbono.

Acetato de sódio

Como já foi referido anteriormente (2.2.1) a síntese de ácidos gordos é um

processo que ocorre no citosol e tem como ponto de partida o acetil-CoA. Os

mecanismos pelos quais o acetil-CoA é fornecido dependem da fonte de carbono

utilizada no crescimento e do organismo (de Swaaf, 2003). Apesar da base bioquímica

da produção de lípidos microbianos ter sido elucidada, os trabalhos foram quase

exclusivamente, realizados em leveduras, tendo-se assumido tacitamente que o mesmo

se aplicava a outos organismos eucariontes (Wynn et al., 2001).

Em teoria, o acetil-CoA pode ser fornecido directamente ao citosol, crescendo os

microrganismos em compostos em Cz como o acetato. A conversão do acetato em

acetil-CoA envolve uma reacção enzimática catalisada pela acetil-CoA sintetase (de

Swaat 2003). Assim, parece interessante investigar a aplicação de compostos em Cz

como fontes de carbono paraaacumulação de lípidos em eucariontes oleaginosos.

Vazúappily & Chen (1998) referiram que C. cohnii, tal como ouffas algas, é

capaz de crescer em acetato de sódio mas apenas se as concentrações deste forem baixas

(1 gL-' ou inferiores). Contudo, o aumento de pH que acompanha o crescimento neste

substrato taduz-se em baixos rendimentos em biomassa (Sijtsma et a1.,2005).

Ratledge et al. (2001a) estudaram o crescimento de C. cohnii ATCC 30772 em

meios contendo diferentes concentações iniciais de acetato de sódio (1-16 gl-t) e

utilizaram ácido 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 lípidos para 8 gl.'l de acetato de

sódio, às 140 h sem que a concentragão de substrato afectasse significativamente a

percentagem de DHA (40-50% do total dos ácidos gordos), tendo registado apenas

pequenas variações no teor de lípidos (45-50% da biomassa) para concentrações iniciais

de acetato de sódio até 12 gl-'r. Globalmente, este sistema permite obter produtividades

em lípidos e em DHA de 78 e 36 mgl-lh 1, respectivamente, calculadas às 78 h de

cultivo que são superiores às descritas utilizando glucose como substrato.

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

et a1.,2007).

Outras fontes de carbono

C. cohnii é capaz de crescer em galactose mas não em sacarose (de Swaaf et al.,

1999). De acordo com Beam & Himes (1980) não cresce em frutose, maltose, rarnnose,

arabinose, lactose, ácido galaturónico, peptina e aldose, o que está 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 óleo de

peixe, óleo de soja ou lactato como fonte de carbono.

Schizochytrium limacinzz SR 21 cresce em frutose onde apresenta um teor de

DHA no total dos ácidos gordos de 30,90Á, semelhante ao obtido com glucose (32,5%o)

(Yokochi et a1., 1998). A úilízação de substratos como o ácido oleico e o óleo de

linhaça produz teores elevados de ácidos gordos mas baixos teores em DHA, inferiores

a 10 % (Yokochi et â1., 1998). Dissacáridos (sacarose, lactose e maltose) e

polissacáridos (amido) não são 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

dissacráridos como a maltose e lactose são fornecidos como fonte de carbono (Unagul et

aI.,2005).

Yamasaki et al. (2006) descreveram o crescimento de Schizochytrium sp. KHl05

num efluente da produção de Shochu (bebida alcoólica japonesa) suplementado com

glucose.
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Fan et al. (2000) testaram viírios efluentes da indústria alimentar: resíduos da

indústria de produção de leite de soja, resíduos da indústria de produção de cerveja e

côdeas de pão no crescimento de Shizoclrytrium mangrovei Y;.F6 tendo verificado que o

microrganismo cresce e metaboliza agúcares simples e ácidos gordos com 18 átomos de

carbono, nomeadamente ácido esteárico, oleico e linoleico. De acordo com os autores,

embora o rendimento em DHA (6,2-12,3 mgg-t) obtido com os efluentes seja muito

inferior ao obtido com glucose (203 mgg'l), os thraustocytrids podem aumentar o valor

nutritivo dos efluentes e estes poderão ser utilizados em aquacultura e aviculfura.

Barclay (1994) testou diferentes fontes de carbono (dextrina, sorbitol, frtrtose,

lactose, maltose, e amidos de milho, de batata e de trigo), em substituição da glucose (5

gl-r) no crescimento de Schizochytrium sp. 53 | e Thraustochytrium sp. lJ42-2.

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 a1., 1991b); Li & Warü 1994).

T. roseum (ATCC 28210) cresce em amido e as concentrações em biomassa e em DHA

aumentam com o aumento da concentração da fonte de carbono até25 gt't 1li * Ward,

ree4).

Kuman et al. (2005) cresceram algumas estirpes (IA, L25, L29 e S3-2) do

género Labyrinthula utilizando óleo de soja e lecitina de soja como fontes de carbono.

Verificaram que a produção de iícidos gordos poli-insaturados de cadeia longa era

superior para as células crescidas em lecitina de soja e, em condições optimizadas

obtiveram 2,91 gL-r 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 óleo de soja e lecitina de soja como fontes de carbono;

quando 20 gL-r de lecitina de soja foram adicionadas ao meio de cultura foram

produzidos 0,67 gL'lde 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, ácido oleico, ácido glutÍimico, óleo de soja, melaço e manitol.

Embora alguns autores tenham utilizado xarope de alfarroba como fonte de

carbono em culturas microbianas (Calixto & Cafiellas, 1982; Roseiro et al., 1992;

Albergaria et al., 1999) (Anexo l), não existem referências à sua utilizagão para

produção de PUFAs.
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2.5.3.1.2 Fontes de azoto (N)

O azoto é um macronutriente essencial ao crescimento das algas (Chen & Chen,

2006). Existem dois üpos 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-ácidos, vitaminas e factores de crescimento (Wen & Chen, 2001a;2005;

Chen & Chen, 2006). Atendendo a que a concentração das fontes de azoto complexas

no meio de cultura é normalmente baixa a sua contribuição para os custos não é

significativa comparativamente aos custos da fonte de carbono (Wen & Chen, 2005).

A concentração em azoto no meio de cultura afecta a proporção entre os ácidos

gordos saturados e insaturados em algas, bactérias e fungos (Yongmanitchai & War{

1e8e).

Para microrganismos heteroüóficos, não é só a concenfração de azoto que

confrola a produção de lípidos mas também a concentração de carbono (Yongmanitchai

& Ward, 1989) já que a razáo CÂ.[ deternina a síntese proteica ou a síntese de lípidos

(Wen & Chen, 2003;2005). Urnarazáo CÂ.Ielevada geralmente favorece a acumulação

de lípidos, a qual é, em geral, uma resposta à depleção de N no meio de cultura (Wen &

Chen, 2005; Hin4peter et a1., 2006). Contudo, Chen & Johns (1991) veriÍicaram que

vrla razão CA.{ elevada diminuía a proporção de ácidos gordos insaturados nas células

de Chlorella sorokiniana.

Para razões C/1.[ superiores, o carbono é fornecido em excesso e o aumento do

conteúdo em lípidos pode explicil-se por um mecanismo de aÍmazenamento de carbono

nas células (Chen & Johns, 1991). Contudo, visto que a privação de azoto limita o

crescimento celular, o conteúdo em lípidos pode aumentar e, globalmente, a eficiência

do processo diminuir pelo facto da concentração em biomassa ser menor. Na pútica,

aumenta-se o rendimento colhendo a biomassa no início da fase de carência de azoto

(Cobelas, 1989).

A importância do azoto ra produção de PUFAs ro-3 foi demonstrada para várias

espécies microalgais (Bajpai et al., l99lb; Yongmanitchai et al.,l99l1' Molina Grima et

al., 1992; Singh & Ward, 1996; Yokochi et al., 1998) e parece ser específica para cada

espécie (Wen & Chen,2001a).

De Swaaf et al. (1999) obtiveram um óptimo de 2 gL-r paÍa a concentragão de

exüacto de levedura, rutílizada como única fonte de azoto para o crescimento de C.

cohnii em frasco agitado, numa gama de concenüações de 0-10 g L-1. Para
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concenfrações de exfracto de levedura superiores o teor lipídico das células dimrnuru

drasticamente.

Mendonza et al. (2008) obtiveram uma concentração de ácidos gordos 3,18

vezes superior e uma concentração de DHA 2,04 vezes superior em culturas de

Crypthecodinium cohnii (CCMP 316) em condições de supressão de azoto,

comparativamente aos valores obtidos nas condições controlo (meio fl2 + NPM). De

acordo com os mesmos autores, as variações observadas no tamanho e massa das

células na condição em que foi imposta a limitação de azoto, indicam claramente uma

alteração metabólica em que passou a predominar a acumulagão de substâncias de

reserva face à divisão celular. Esta alteração metabólica foi acompanhada de perda de

mobilidade celular (Mendoza et a1.,2008).

Yokochi et al. (1998) obtiveram um teor total de ácidos gordos superior quando

o corn steep liquor era utilizado por Shizochytrium como fonte de azoto

comparativamente a ouhas fontes de azoto orgânicas como extracto de levedura,

polipeptona e triptona. Não registaram diferenças significativas na composição em

ácidos gordos das células crescidas com extracto de levedura e com corn steep liquor e

obtiveram uma concentração máxima de DHA de 1,7 gl--l em corn steep liquor. Os

autores estudaram também a utllizaçdo de várias fontes inorgânicas de azoto (sulfato,

acetato e nitrato de amónio, nitrato de sódio e ureia). Schizochytrium crescet com todas

estas fontes de azoto tendo-se o acetato de amónio mosfiado ligeiramente superior.

Estudando o efeito da concentração de acetato de amónio no crescimento e na produção

em DHA, os autores concluíram que a concentração de biomassa aumentava com o

aumento da concenüação de acetato de amónio até 2,3 gl--l e que o teor em ácidos

gordos diminuía com o aumento da concenhação de acetato atingindo o valor mais

elevado (superior a 50%) paÍa a concentração mais baixa de acetato de amónio. As

condições de cultura com concenffação de azoto mais baixa também apresentavam

menor crescimento celular e, portanto, menor produção global de ácidos gordos

(Yokochi et al., 1998). A produção máxima de ácidos gordos e de DHA ocorreu para

1,2 gL-t de acetato de amónio.

Burja et al. (2006) verif,rcaram gue, à medida que a concentração de azoto

diminuía no meio de cultura, o teor total de ácidos gordos aumentava nas culfuras de

Thraustochytrium sp. ONC-18 atingindo um máximo (aproximadamente 80%) para

concenhações de l% (mlv) de exhacto de levedura e/ou glutamato monosódico.

Confudo, as culturas com concentração de azoto mais baixa também apresentavam um
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crescimento e uma produção de ácidos gordos limitados. Utilizando uma concentagão

de 8 gl--t de glutamato monosódic o e 2 gL'r de exhacto de levedura obtiveram 26,1 gL-r

de biomassa e 4,5 gl--l de DHA, em 3 dias.

Yamasaki et al. (2006) descreveram o crescimento de Schizoúytrium sp. KH105

num efluente da produçáo de shochil em que a(s) fonte(s) de azoto eram fornecidas pelo

efluente. Em fermentador (3L) em condições semi-opümizadas obtiveram-se 3,4 gl.-r de

DIIA em 4 dias, valor equivalente ou superior aos obtidos noutros estudos utilizando

desperdícios alimentares (Fan et al., 2000; 2001).

Em frascos agitados com deflectores de fluxo e, fixando uma Íazã,o

peptona/extracto de levedura de 2:l (m/m), Yamasaki et al. (2007) obtiveram uma

produtividade máxima em DHA (para uma concentração total de azoto de 30Á na gÍlma

de concentrações estudada(1,5-7,5%o)) com Schizochytrium sp. KHl05.

Recentemente, Zh,u 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 acumulação de DHA por Schizochytrium limacinum OUC88. Verificaram

também que, embora um aumento da concenhação da fonte de carbono se traduzisse

num aumento da concenfração de biomassa, a acumulação de DHA nas células era

sobretudo determinada pela razão C/I.{ no meio. Obtiveram uma concentração máxima

de DHA de 4,08 gl--l após 5 dias de cultura em erlenmqter num meio contendo 60 g L-t

de glucose e20 gl.-r de hidrolisado de soja.

Barclay (1994) testou a utilização de diferentes fontes de azoto por

Thraustochytrium sp.U42-2 e Schizochytrium sp. 531 substituindo o glutamato (5 gL-')

por gelysate, peptona, triptona, caseína, corn steep liquor, ureia, nitrato, amónio, 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 e amónio ao confrário do que aconteceu com

Thraustochytrium sp.

Assim, ao contriírio de Shizochytrium que utiliza fontes de azoto orgânicas e

inorgânicas de fonna semelhante paÍa a produção de DHA (Yokochi et al., 2003),

Thraustochytrium spp. prefere fontes de azoto orgânicas tais como o glutamato de

sódio (Singh et al.,1996). O extracto de levedura, a peptona e a triptona produzem

elevadas concentrações de biomassa mas provocam uma diminuição 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 extacto 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 adição de

2 gL'' de exüacto de levedura ao meio contendo glutamato de sódio como fonte de

azoto aumente a concenüação de biomassa e de DHA em cerca de 30 o/o numa cultura

de T.roseum ATCC 28210 (Li & Ward, 1994).

Wu et al. (2005) verificaram que um aumento da concentração de extacto de

levedura no meio de cultura de Schizochytrium sp. S31 se haduzia num aumento da

produção de biomassa e de lípidos atingindo um miíximo para0,4%o (r/v) desta fonte de

azoto.

Jakobsen et al. (2008) estudaram o efeito da limitação de azoto na acumulagão

de lípidos pelo thraustochytid Aurantiochytrium sp., estirpe T66 e verificaram que,

depois da exaustÍ[o do glutamato (única fonte de N do meio) e mantendo o fornecimento

da fonte de carbono, o teor lipídico das células aumentava de 13 para 55% (m/m) e que

os teores relativos de DHA e DPA aumentavam ligeiramente durante a fase de

acumulação de lípidos atingindo 29 e 80Á (r/m) do total de ácidos gordos,

respectivamente. Os resultados obtidos por estes autores estÍ[o de acordo com as

observações anteriores de Yaguchi et al. (L997) e Bowles et al. (1999) segundo as quais

umarazão elevada CÀ.{ favorece a acumulação de lípidos em thraustochytrids.

Ulkenia sp. pode utilizar fontes de carbono como a peptona, o exfracto de

levedura, o extracto de malte, o extracto de carne, os casaminoácidos (aminoácidos

obtidos por hidrólise da caseína), o corn steep liquor, o glutamato de sódio, a ureia e

fontes de azoto inorgânicas como o acetato de amónio, o sulfato de amónio, o cloreto de

amónio e o nifrato de amónio (Tanaka eta1.,2007).

2.5.3.1.3 Elementos traço e vitaminas

Vários iões metrílicos incluindo Mn2*, Coz*, Zrf* e Mg'* promovem a síntese de

ácidos gordos em microrganismos uma vez que participam na biossíntese de ácidos

gordos como co-factores de algumas enzimas (Yap & Chen,2001).

A adição de uma mistura de metais traço contendo Fe3*, Cu2*, Mn2* , Co2*e Ztl*
ao meio de cultura aumentou a produtividade em DHA de Thraustochytrium sp. (Singh

et al., 1996).

Embora a vitamina Brz não seja um nutriente essencial ao crescimento de C.

cohnii (Gold & Baren, 1966), a sua adição ao meio de cultura estimulou o crescimento
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da alga e fraduziu-se numa taxa específica de crescimento e numa concentragão de

biomassa mais elevadas (Jiang et al., 2001); a concentração de biomassa mais elevada

(2,48 gL-t) foi obtida para uma concentração de vitamina Brz de 0,75 ltgL'r às 54 h de

cultivo e corresponde à menor percentagem de ácidos gordos saturados (27,49% do total

dos ácidos gordos) e à maior percentagem de DHA (64,34yo do total dos ácidos gordos)

sem que o teor em ácidos gordos tenha sido afectado pelas concentações de vitamina

Brz utilizadas (0; 0,19; 0,75;3,0 e 6,0 pgl-l).

Iida et al. (1996) também descreveram um aumento na concentração de

biomassa de Thraustochytrium aureum por adição de uma mistura contendo tiamina,

vitamina Brz e sal de sódio do ácido pantoténico.

2.5.3.2 Transferência de oxigénio

A transferência de oxigénio é um parâmeho fundamental em processos

biológicos aeróbios dado que a solubilidade do oxigénio é baixa (cerca 6 a 7 mgL-r em

condições normais de fermentação) (Teixeira et al., 2007). Num bioreactor, o

arejamento deve fornecer o oxigénio necessiírio aos microrganismos e a agitação deve

manter as condições uniformes dentro do reactor. Ambos os factores são importantes na

promoção de uma transferência de massa efectiva paÍa a fase líquida e na redução ou

eliminação de gradientes.

A concentração de oxigénio dissolvido numa suspensão de microrganismos

depende da taxa de transferência de oxigénio da fase gasosa para o líquido, da taxa de

transporte do oxigénio na fase líquida e da taxa de consumo do mesmo pelos

microrganismos (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009).

Genericamente, a variação da concentração de oxigénio dissolvido num reactor

aeróbio descontínuo é descrita pela equação de balanço de massa:

dC 
= oTR-oUR

dt

em que

C - concentração de oxigénio dissolvido no reactor;

,-tempo;

OTR- taxa de transferência 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

concenfação de células (X) e da taxa específica de consumo de oxigénío (qo,), como

indicado pela equação:

OUR= 1o,.X

Assim, a partir de uma concenüação celular crítica, o oxigénio pode deixar de

ser fornecido ao meio de culfura de forma suficientemente rapida paÍa responder às

necessidades em oxigénio dos microrganismos. O oxigénio toma-se o substato

limitante do crescimento celular se a capacidade de transferência de oxigénio do sistema

(OTR) for menor que a capacidade máxima de consumo de oxigénio da cultura

(OW,,*) (Teixeira et a1.,2007). Nestas condições, o oxigénio torna-se responsável 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 transferência de oxigénio da fase gasosa para o meio

líquido.

Sabe-se que a solubilidade do oxigénio nos meios de cultura é baixa e que,

durante uma fennentação, as moléculas de oxigénio contidas nas bolhas de ar

introduzidas no reactor enfrentam uma série de resistências em série (figura 13) até

serem utilizadas pelas células:

- transferência de massa da bolha paÍa a interface gás-líquido (1);

- transporte aüavés da interface gásJíquido (2);

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

- transporte através do líquido (4);

- difusão através do filme de líquido estagnante que rodeia as células (5);

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

- difusão através do sólido até à célula individual, caso as células estejam

associadas em flocos, agregadas ou imobilizadas (7);

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

2007).
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Figura 13 - Fenómenos de üansferência de massa que ocoÍrem durante o transporte de

oxigénio da fase gasosa para as célúas num reactor biológico (Teixeira et a1.,2007).

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

conffolam o fornecimento de oxigénio às células microbianas. Para a maioria das

situações podemos afirmar que:

- o filme líquido em torno das bolhas é a principal resistência à transferência de

oxigénio;

- em meios de fennentagão viscosos, a resistência ao transporte de oxigénio na

fase líquida pode ser importante;

- em agregados microbianos, a resistência à hansferência de massa no filme

líquido em torno do agregado pode ser importante;

- em agregados microbianos, a resistência interna à transferência de massa pode

ser muito importante (Teixeira eta1.,2007).

De acordo com a teoria dos dois filmes, ataxa de transferência de oxigénio de

uma bolha de ar para a fase líquida pode ser descrita pela equação:

OTR= kra.(C' -e
onde

C - concentração de oxigénio dissolvido na fase aquosa;

C* - concentração de oxigénio dissolvido em equilíbrio com a fase gasosa

(concentração de oxigénio correspondente à saturação da fase aquosa);
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frz - coefrciente de transferência de massa;

a - átrea interfacial (área por unidade de volume de líquido).

A concenfração de oxigénio correspondente à saturação da fase aquosa (C*) é

determinada utilizando a lei de Henry:

C,
lo,),,,

H

onde H é a constante de Henry. Na literatura, estilo disponíveis correlações empíricas

paÍa a sua determinação em função da temperatura (Perry & Green, 1998).

A taxa de transferência de oxigénio (OTR) depende das propriedades fisicas do

fluído, temperatura, pressão, composição da solução, agtrtaçáo, velocidade superficial do

gás e configuração do reactor (Gomes et a1.,2007).

Devido às dificuldades experimentais de deterrrinação de b e de a
separadamente, o produto kp, designado por coeficiente volumétrico de transferência

de massa é normalmente utilizado para caracterizar a üansferência de massa gás-líquido

(Teixeira et a1.,2007). Kp é uma medida da capacidade de arejamento do fennentador.

Quanto maior kLa, maioÍ é a capacidade de arejamento do sistema nas condições

testadas (Stanbury & Whitaker, 1984).

A taxa de transferência de oxigénio de um sistema é função do coeficiente

volumétrico de hansferência de massa, kya, a da força motriz (driving force) devida à

diferença de concentração de oxigénio dissolvido e a concentração de oxigénio nas

condigões de saturagão (Rols et a1., 1990).

Para um bioreactor e um meio de cultura específicos é possível aumentar o valor

de kp e, consequentemente OTR, utilizando velocidades de agitação e caudais de

arejamento elevados (Gomes eta1.,2007). Porém, a obtenção de valores elevados de kp
por variação destes parâmetros traduz-se num elevado consumo energético, que

aumenta significativamente os custos de operação. Elevadas taxas de agitaçáo também

apresentam limitações quando aplicadas a células sensíveis ao atrito hidrodinâmico

gerado pela excessiva turbulência (Gomes eta1.,2007; Teixeira eta1.,2007).

Devido à baixa solubilidade do oxigénio no meio de fermentação apenas se

conseguem pequenos aumentos da taxa de transferência de oxigénio aumentando o

caudal de arejamento, a agítaçáo ou a pressão parcial (Giridhar & Srisvastava, 2000).

8l



Outra hipótese (menos explorada), é a adição ao meio de cultura de uma segunda

fase líquida e imiscível onde a solubilidade do oxigénio seja elevada. Ao adicionar uma

fase orgânica com maior afinidade para o oxigénio, uma maior quantidade de oxigénio é

removida do gás de arejamento e retida no sistema e, apesar de não se conseguir

dissolver mais oxigénio que o coÍrespondente à concentração de saturação de cada uma

das fases, o fornecimento de oxigénio à fase aquosa é agora suplementado pelo

equilíbrio de partição do oxigénio dissolvido da fase orgânica paÍa a fase aquosa

§ielsen et al., 2003b). Assim, a adição de uma fase orgânica pennite aumentar

significativamente a taxa de transferência 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 transferência de oxigénio paÍa os

microrganismos por apresentarem uma capacidade para solubilizar oxigénio superior à

da água (Rols et a1.,1990; Ho et al., 1990; Galaction eta1.,2004).

Os vectores de oxigénio mais utilizados em biotecnologia são 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 a1.,

1990; Menge et al., 2001; Lowe et al., 1998; Maclean,19771' Elibol,2001) e os óleos

vegetais (Rols & Goma, l99l1' Zhao et al., 1999), alguns utilizados como agentes anti-

espuma. A solubilidade do oxigénio nestes compostos é 15 a 20 vezes superior à

solubilidade em árgra (Galaction et â1., 2004; 2005). Comparativamente aos

perfluorcarbonetos, os hidrocarbonetos são mais baratos e, como tal, são mais

apropriados para fermentações em grande escala por razões económicas (Ho et al.,

1eeO).

Quando se utilizam vectores de oxigénio, no fermentador estão presentes quatro

fases: a fase gasosa (geralmente ar), a fase orgânica líquida, a solução aquosa e a fase

sólida (os microrganismos). Nestas condições surgem novas áreas interfaciais entre o

gás e a fase líquida e a transferência 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 transferência de oxigénio pode ocorrer directamente

para as células, ou através dos vectores de oxigénio adsorvidos ou não à superÍicie das

bolhas. Além disso, as células podem estar adsorvidas à superÍicie das bolhas ou às

gotas do vector (Galaction etal.,20O4).
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Figura 14 - Mecanismos possíveis para a transferência de oxigénio na presença de vectores de

oxigénio (B: bolha, C: célula, V: vector de oxigénio) (Galaction et a1.,2004; Rols et al., 1990).

Entre os mecanismos de transferência de oxigénio apresentados na literatura, o

mais plausível assume que o hidrocarboneto é adsorvido à superficie das bolhas, com ou

sem formagão de um filme contínuo, que a difusão do oxigénio do ar paÍa os

microrganismos ocoÍre através do vector de oxigénio e depois através da fase aquosa ou

directamente para as células adsorvidas às gotas do hidrocarboneto ou à superficie do

filme (Galaction et a1.,2004; Cascaval et al., 2006).

A principal resistência à transferência de oxigénio num fermentador com vector

de oxigénio é devida à difusão do gás ahavés da camada aquosa adjacente à interface

vector-fase aquosa. Contudo, esta resistência à hansferência de oxigénio é compensada

pelo aumento da área interfacial para a transferência de oxigénio e pela acumulação de

oxigénio na fase orgânica (Cascaval et al., 2006). Por esta razáo, o coeÍiciente

volumétrico de transferência de oxigénio correspondente ao filme aquoso, Ku,a, pode

também ser utilizado para descrever a transferência de oxigénio nestes sistemas (Rols et

al., 1990; Galaction et a1.,2004; Cascaval et al., 2006).

Na selecção de um vector de oxigénio para a fennentação de um determinado

microrganismo há que atender à biocompatibilidade do vector paÍa o microrganismo. A

menor toxicidade, ou maior biocompatibilidade, de um composto orgânico para um

deterrrinado microrganismo depende da sua hidrofobicidade, a qual é medida afravés do

logaritmo do coeficiente de partição (log P). O valor de log P de um solvente é uma

previsão da retenção de actividade de um biocatalisador nesse meio orgânico (Hejazi et

a1.,2002). Geralmente, a retenção de actividade é baixa para solventes com valores de

log P inferiores a 2,náo pode ser prevista para solventes com valores de log P entre 2 e
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4 e é elevada para solventes pouco polares e apolares que têm log P superiores a 4

(Hejazi et al., 2002). Sendo os vectores de oxigénio solventes orgânicos, deverão

seleccionar-se solventes com elevada afinidade pelo oxigénio e mais biocompatíveis

(log P> 4-5) (Heipieper et al., 1994), a flrm de evitar a diminuição de produtividade do

processo por inibição tóxica das células.

Se o objectivo da fermentação for a produção de um produto solúvel no vector

de oxigénio há ainda a considerar a hipótese de o composto produzido pelo

microrganismo ser extraído para L fase orgânica. O processo em que a produção e a

extracgão de um composto produzido por microalgas ocorre em simultâneo foi

denominado "milking" (Hejazi,2003) e foi aplicado com sucesso na intensificação da

produção de B-caroteno por Dunaliella salina (Hejazi & Eijffels, 2004). Neste caso, no

bioreactor estão presentes uma fase aquosa, onde as células crescem, e uma fase para a

qual o produto é extraído (Hejazí,2003). Consoante o produto pretendido seja polar ou

pouco polar assim a fase de extracção é aquosa ou orgânica. Teoricamente, a utilização

destes sistemas com mais uma fase permite, em simultâneo, a produção e a extracção

selectiva de um produto a partir das células de microalgas e traduz-se num aumento da

produtividade cuja importÍincia se compreende se se atender a que as baixas

produtividades são o maior constrangimento à utilização comercial de microalgas para a

produção de compostos de elevado valor acrescentado (Borowitzka,1999).

Como C. cohnii é um organismo aeróbio obrigatório, o seu cultivo requer uma

hansferência eficiente de oxigénio da fase gasosa para o meio de cultura. De Swaaf et

al. (1999) verificaram que um aumento da agitagão de 50 para 100 rpm se traduzia num

aumento superior a quatro vezes na densidade óptica 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 acumulação de DHA em C. cohnii

CCMP 316.

Em fermentadores, é necessiírio uma misfura vigorosa para assegurar a

transferência de oxigénio necessiírio às culturas com elevada densidade celular. No caso

de C. cohniÍ, o processo de fransferência de oxigénio complica-se quando as culturas

atingem concentrações de biomassa superiores a 10-15 gL-l devido ao aumento da

viscosidade, resultante da produção de polissacráridos extracelulares (de Swaaf et al.,

2001). Um meio de fermentagão muito viscoso requer um aumento da potência de

agitação e pode reduzir a taxa de transferência de oxigénio e dificultar o
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desenvolvimento de processos comerciais de obtenção de elevadas densidades celulares.

Contudo, a adigão de uma preparação comercial de hidrolases de polissacáridos

(Glucanex@) pode reduzir a üscosidade da cultura e a agitaçáo necessiíria a uma

transferência de oxigénio eficiente (de Swaaf etal.,2003c).

A utilização de grandes fermentadores em vez de tanques mais pequenos tem

vantagens em termos económicos mas acaneta algumas complicações operacionais. O

aumento de tamanho do fermentador faz awerrtar a pressão absoluta na sua parte

inferior e, dependendo do tempo de mistura e dos coeficientes de tansferência de

massa, isso pode resultar num aumento do teor dos gases dissolvidos e afectar o

crescimento e a produtividade de C. cohnii. Por conseguinte, é necessário assegurar uma

mistura adequada que evite a depleção de oxigénio e a acumulação de dióxido de

carbono sem sujeitar o organismo a excessivas tensões de corte (Wynn et al., 2005).

A tensão de oxigénio afecta o crescimento e a composição em lípidos de C.

cohnii. Beach & Holz (L973) verificaram que as células da estirpe GC crescidas com

maior disponibilidade de oxigénio se multiplicavam mais rapidamente, continham

menos lípidos (em massa) mas estes eram mais insaturados que os das células crescidas

com limitação de oxigénio. Estes resultados estão de acordo com os obtidos

anteriormente por Harrington and Holz (1968) que haviam referido um aumento da

percentagem de ácidos saturados em culturas não agitadas, crescidas em erlenmeyer

com menor razáo área superficiaVvolume (menor disponibilidade de oxigénio). A

substituição do arejamento com ar por azoto fradtziu-se na paragem do crescimento, no

aumento de volume das células, no aumento dos lípidos e na alteração da composigão

em ácidos gordos (favorecendo a formação dos ácidos gordos saturados l4:0, l2:0, l8:0

e 10:0) (Beach &Holz,1973).

Mendonza et al. (2008) também verificaram que a disponibilidade de oxigénio

favorecia a acumulação de DHA por C. cohnii CCMP 316.

A concentração óptima de oxigénio para a produção de lípidos pelas estirpes

Thraustochytrium e Schizochytrium é de 5-400Á da saturação (Barclay, 1994).

Embora, de um modo geral, o aumento da tensão de oxigénio no meio aurnente o

teor de ácidos gordos insaturados nos microrganismos, no caso de Schizochytrium sp.

(ATCC 20888) baixos níveis de oxigénio dissolvido no meio de fermentação aumentam

o rendimento e a produtividade em DHA (Bailey et al., 2008) e este facto pode ser

explicado atendendo à via biossintética anaeróbia presente neste organismo (Metz et al.,

2001). Atendendo a estes resultados, Bailey et al., (2008) propuserÍlm um processo de
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produção de lípidos polienóicos em que, numa primeira fase de aumento da densidade

celular, o oxigénio dissolvido deve ser mantido no mínimo em 40Á da saturação e, numa

segunda fase de produção de lípidos, o oxigénio dissolvido deve ser no máximo 3% da

saturação.

Jakobsen et al. (2008) também verificaram que a limitação de oxigénio aumenta

o teor de lípidos do thraustochytrid Aurantiochytrium sp. T66. O teor de lípidos das

células sujeitas a limitação de oxigénio (oxigénio dissolvido inferior a l%o da saturação

após um período inicial de crescimento com arejamento elevado) aumentou de l3Yo

para33Yo (n/m) da biomassa seca e o teor relativo de PUFAs aumentou, tendo o DHA e

o EPA atingido 52Yo e 13% (rnlm), respectivamente do total dos ácidos gordos.

Registou-se ainda uma diminuição dos ácidos gordos mono-insaturados nas células.

2.5.3.3 Temperatura

A biomassa algal reage continuamente à temperatura ambiente. Para além de

afectar a velocidade das reacções celulares, a temperatura afecta a natrrreza do

metabolismo, as necessidades nutricionais e a composição da biomassa (Richmond,

1e86).

As adaptações fisiológicas das microalgas à temperatura de crescimento são

reguladas por características bioquímicas, reacções enzimáticas, permeabilidade e

composição celulares. As adaptações do sistema de ffansporte da membrana e da fluidez

da membrana estÍÍo relacionadas com a composição em ácidos gordos e desempenham

um papel fundamental na resposta à temperatura de crescimento (Jiang & Chen, 2000

b).

Está bem estabelecido que os microrganismos se aÁaptam fenotipicamente à

temperatura de crescimento e que para as temperaturas mais baixas as percentagens de

ácidos gordos, sobretudo poli-insaturados, aumentam de forma a garantir a flúdez dos

lípidos de membrana (Jiang & Chen, 2000 b). Contudo, a resposta das algas à

temperatura é específica da espécie (Richmond, 1986) e os efeitos da temperatura na

composição lipídica dependem da temperatura óptima para a espécie em questilo

(Cobelas, 1989), não existindo por isso uma correlação entre a temperatura e o teor em

ácidos gordos poli-insaturados (Renaud et a1., 1995).
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A temperatura afecta o crescimento celular e a composição em PUFAs o>3 em

microalgas (Jiang & Chen, 2000b; Wen & Chen, 2003) Inas os óptimos de temperatura

para crescimento celular e paru formação de produto não são necessariamente

coincidentes (Fonseca, 2007).

A taxa específica máxima de crescimento varia com a temperatura de forma

análoga à observada com a velocidade de uma reacção enzimáfiica, isto é, aumenta com

a temperafura até um determinado valor, observando-se a partir daí um decréscimo

acentuado decorrente da desactivação térmica das proteínas §ielsen, 2003a; Fonseca,

2007), mesmo para temperaturas que excedem o óptimo apenas em dois ou três graus

(Richmond, 1986).

A temperatura óptima 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 concluíram que a microalga crescia em toda a Earna

estudada de temperaturas (15-30"C) tendo obtido uma taxa específica de crescimento

superior (0,092 h'). uma maior concentragão de biomassa(2,42 gl-l, após 56 h de

cultivo) à temperatura de 30'C. Estes resultados estiÍo de acordo com os obtidos

anteriorrrente por Beach & Holz (1973) que descreveram urna inibição do crescimento

de C. cohnii abaixo de 14oC e acima de 3l"C e com os de Tuttle & Loeblisch (1975) que

observaram crescimento de20 a 35 oC.

Anteriormente, Gold & Baren (1966) já haviam estudado o efeito da temperatura

no crescimento de Crypthecodinium cohnii isolada nas águas de Porto Rico tendo

concluído que a temperatura óptima de crescimento era 30'C e que o crescimento era

inibido a 20 e a 35oC. De Swaaf et al. (1999) também obtiveram densidades ópticas

superiores para as culturas de C. cohn, ATCC 30772 crescidas a 30 oC durante 50 h,

comparativamente com as culturas crescidas a27 "C, durante o mesmo tempo.

Geralmente C. cohnii cresce a temperaturas compreendidas entre 15 e 34'C. No

entanto, estirpes que cresçam a temperaturas mais elevadas são preferidas para a

produção comercial por apresentarem um menor tempo de duplicação, reduzindo o

tempo de fermentação (Kyle et al., 1991; Kyle et al., 1995; Kyle et al., 1998; Kyle,

2004).

A temperatura de incubação também afecta a acumulação de lípidos e o teor em

DHA (de Swaaf et al., 1999; Jiang & Chen, 2000b).

De Swaaf et al. (1999) obtiveram um teor em lípidos de 13,0 Yo para as células

de C. cohn, ATCC 30772 crescidas a 2'7 oC, durante 50 h, e um teor de 7,8 oÁ para as
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células crescidas a 30 oC durante o mesmo tempo; no que respeita à percentagem de

DHA nos lípidos, esta foi de 35,90Á a 27 oC e de 40,4Yo a 30 oC. Beach e Holz (1973)

obtiveram um teor em lípidos superior nas células de C. cohnii crescidas a 31,5 oC

(ll%) 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 produção de lípidos.

Jiang & Chen (2000b) concluíram que as células de C. cohnii ATCC30556

crescidas a 15oC apresentavam um teor de DHA superior (57,64%) relativamente ao

total de ácidos gordos mas uma menor concentração de biomassa pelo que as

produtividades eram semelhantes nas culturas crescidas no intervalo de temperaturas

l5-25'C. De facto, as temperaturas mais baixas favoreciam a formagão de ácidos gordos

poli-insaturados de forma a manter a fluidez dos lípidos e as funções próprias da

membrana celular (Jiang & Chen 2000b). Os autores testaram ainda crescimentos a

25"C e 30oC (durante 48 h) seguidos de incubação a l5"C (durante 24h) e concluíram

que os valores mais elevados para o teor de DHA na biomassa (6,21%) e pdra a

produtividade (1,47 mgL-lh l; eram obtidos quando as culturas crescidas a 25oC erarn

incubadas a 15"C, numa etapa final.

A temperatura óptima de crescimento de Shchizochytrium limacinum SR21 é

25'C (Yokochi et al., 1998). Contudo, os processos patenteados por Barclay $99a)
referem o crescimento de Shchizochytrium entre 5oC e 48 "C, de preferência entre 15-

40oC e, ainda preferivelmente entre 25 e 35oC. Leaffo et al. (2003) também referem a

temperatura de 25"C como óptima para a produção de lípidos por Shchizochytrium

mongrovei, Shchizochytrium sp. e Thraustochytrium sp.

Pyle (2008), utilizando métodos estatísticos de design experimental, determinou

19,2 oC como temperatura óptima para a produgão de DHA por Schizochytrium

limacinum.

Recentemente, Zhtr et al. (2008) estudaram o efeito da temperatura (16 a 37"C)

no crescimento e produção de DHA por Schizochytrium limacinum; obtiveram maior

concentração de biomassaa23-30"C e um teor de DHA superior nas células crescidas a

l6-23"C, resultados que indicam que as temperaturas mais baixas favorecem a

acumulação de DHA. A produção máxima de biomassa (13,09 gl--t) e de DHA (1,78

gl-r) foram obtidas a 23oC. No entanto, Nakahara et al. (1996) tinham determinado a

temperatura de 28oC como óptima paÍa a produção de DHA pela mesma espécie. Estas

88



diferenças nas temperaturas óptimas podem resultar das diferentes composições dos

meios de cultura (Zhu et al., 2008).

Bowles et al. (1999) estudaram 57 thraustochyhids isolados em ambientes

diferentes, tendo verificado que os isolados em águas mais frias apresentavam maiores

quantidades de DHA.

Bajpai et al. (199Ib) determinaram que a temperatura óptima paÍaa produção de

DHA por Thraustochytrium aureum ATCC 34304 eru 28oC e verificaram que

temperaturas de incubação mais baixas resultavam num aumento da insaturação dos

lípidos deste microrganismo. Estes resultados foram corroborados pelos de Kang et al.

(2007) que observaÍam que o aumento de temperatura (de 25 "C para 30 oC) reduz o

teor em PUFAs de Thraustochytrium aureum ATCC 34304.

Hur et al. (2002), ao estudarem o efeito da temperatura (4, LI,18,24 e 32 "C) no

crescimento e produção de DHA por Traustochytrium aureum ATCC 34304

verificaram que o crescimento era muito lento às temperaturas de 4 e l l oC, que o teor

em lípidos aumentava com a diminuição da temperatura e que o teor de DHA nos

lípidos não era significativamente afectado pela temperatura de cultivo e se mantiúa

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, após o crescimento de 2 a 5 dias num meio de cultura

optimizado na gama de temperatura 25-30 oC, as células são colhidas por cenhifugação

e a biomassa obtida é guardada a aproximadamente 10 oC durante um período de 12 a

48 h. Este annazenamento das células a temperatura mais baixa resulta num aumento do

teor de PUFAs entre 0,5 e 5 vezes.

Também a microalga fotoautotrófrca Isochrysis sp. (TISO) responde às baixas

temperaturas de crescimento diminuindo a produção de ácidos gordos saturados e

mono-insaturados e aumentando a produção de PUFAs pelo que, globatnente, a razáo

ácidos gordos insaturados/ácidos gordos saturados aumenta com a diminuição 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 e 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 funções da membrana celular, a estrutura e a

morfologia da célula, o consumo de nutrientes e a biossíntese de produtos por

microrganismos (Kim et al., 2005 ; Zh't et al., 2008).

A influência do pH na actividade celular é detenninada pela sensibilidade

individual das enzimas a alterações do pH (Nielsen, 2003a). Sendo a actividade

er,ziméúica global da célula microbiana uma função complexa do valor do pH do meio,

o mesmo se pode afirmar relativamente à dependência entre a taxa específica de

crescimento e o pH (Fonseca, 2007). Normalmente existe uma gama de uma a duas

unidades de pH dento do qual o valor da taxa específica miíxima de crescimento varia

pouco (Fonseca, 2007).

Tuttle & Loeblisch (1975) determinaram que o pH óptimo para crescimento de

C. cohnii era 6,6, na gama testada (5,2-7,0). No entanto, o cultivo da microalga pode

efecfuar-se numa gama mais alargada de valores de pH, entre 5 e 9, de preferência ente

6 e 7 (Kyle et al., 1991; 1998). Uma base como KOH ou NaOH é gerahnente utilizada

para ajustar o pH do meio antes da inoculação. A medida que a fennentação decorre o

pH do meio de cultura torna-se alcalino pelo que pode utilizar-se um ácido inorgânico

para corrigir o pH (Kyle et al., 1991; 1998; Kyle, 2004). Contudo, espécies capazes de

crescer a pH baixo (S 5), onde o crescimento da maior parte das bactérias é inibido, são

desejáveis (Behrens et al., 2005).

Jiang & Chen (2000a) estudaram o efeito do pH inicial do meio de cultura (4-10)

no crescimento e produção de DHA por C. cohnii e obtiveram a taxa específica de

crescimento mais elevada (0,086 h-'), u maior concentração de biomassa (2,73 gL-'), o

rendimento biomassa/glucose mais elevado (Yxs : 0,564 gg't) e a maior percentagem

de DHA, em relação ao total de ácidos gordos apH7,2.

Schizochytrium e Traustochytrium crescem numa gama de pH de 5-11, de

preferência entre 6 e 8,5 (Barclay,1994).

Recentemente, Zhu et al. (2008) obtiveram uma concentração máxima de

biomassa (14,99 gl--l) em culturas de Schizochytrium limacinum crescidas com um pH

inicial de 4,0 embora a concentração máxima em DHA (1,77 dL-\ tenha sido obtida

para as células crescidas a pH 7,0. Para valores iniciais de pH de 3,0, 9,0 e 10,0 os

autores observaram uma inibição signiÍicativa do crescimento. Anteriormente, Nakúara

et al. (1996) descreveram o valor de pH 4,0 como óptimo paÍa a produção de DHA por
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Shizochytrium SR2l, enquanto Wu et al. (2005) obtiveram valores máximos paÍa a

concentração de biomassa e DHA para pH 7,0. Estas diferenças entre os resultados

apresentados, podem ser atribuídas ao facto das estirpes e da composição do meio de

cultura serem diferentes (Zhu et al., 2008).

Ganuza et al. (2008) descreveram o crescimento de Schizocltytrium sp. G13/2S

num sistema pH-auxostat em que o NII+OH era adicionado para controlar o valor de pH

em 7. Utilizando esta estratégia Schizochytrium sp. cresceu sem limitações de azoto e

atingiu uma concentração de biomassa de aproximadamente 60 gl--l em dois dias;

produziu quantidades apreciáveis de lípidos (25%) e de DHA (aproximadamente 40Yo

do total dos ácidos gordos). Nesta fase, a produção de PUFAs ocorreu em células em

crescimento balanceado e não foi induzida por uma limitação de azoto no meio. Numa

segunda fase, a acumulação de lípidos podia ser induzida impondo uma limitação de

azoto.

Para Thraustochytrium aureum ATCC 34304 o rendimento em DHA e o teor de

DHA na biomassa foram máximos para pH inicial de 6,0 (Bajpai et al., 1991b).

Contudo, Komazawa et al. (2008) referiram que o DHA, nos triacilgliceróis de

ThaustochytriumLFFI, aumentavaparaaproximadamente 80% quando o pH da cultura

era 8,5 e que, nestas condições, a concenfração em DHA era 0,8 gL-I.

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

preferencialmente enfe 3,5 e 4,5 (Tanaka eta1.,2007).

2.5.3.5 Salinidade

As células estiÍo separadas do ambiente exterior poÍ uma membrana semi-

permeável que, de uma forma geral, é permeável à água e impermeável aos solutos. O

stress provocado por um aumento de salinidade no meio de crescimento impõe que se

estabeleça um equilíbrio osmótico essencial aos processos fisicos e químicos

(Richmond, 1986).

O efeito da salinidade no crescimento e no teor de DHA de três estirpes de

C.cohnii (ATCC 30556, ATCC 50051 e RIH) foi estudado por Jiang & Chen (1999)

crescendo as microalgas numa gama de concentrações de NaC/ de 0 a 35 gl-l.

Obtiveram um teor de DHA superior (56,9 yo do total de ácidos gordos) e uma taxa
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específlca de crescimento superior (0,090 h'l) e uma maior concentração em biomassa

(2,51 gL-t) para C. cohnii ATCC 30556 a crescer com 9 gl.-t d" NaC/. C. cohniiATcc

50051 e RIH apresentaram uma taxa específica de crescimento miáxima e um teor de

DHA mais elevado com 5 gl--l de NaC/. Os autores verificaram ainda que, embora o

teor de ácidos gordos não apresentasse uma relação óbvia com a salinidade, diminuía

para salinidades mais elevadas.

Embora a concentração óptima de NaC/ para o crescimento seja específica de

cada espécie (Jiang & Chen, 1999) de Swaaf et al. (1999) concluíram que uma

concentragão mínima de sal do mar de 17,8 gl,-l (aproximadamente metade da

salinidade da âgaa do mar) era necessáriapara crescimento e acumulação de lípidos por

C.cohnii ATCC 30772. Apesar de C. cohnii ser um microorganismo marinho, Kyle et

al. (1991) referiram algum crescimento para salinidade zero.

A inibição do crescimento para baixas concenüações de NaC l. (3 gL4) e para

concenfrações elevadas (50 gl-'t) foi descrita para culturas de C. cohnii Seligo em frasco

agitado (Beach & Holz, 1973) e estiáticas (Tuttle & Loeblish, 1975). As microalgas

marinhas requerem geralmente uma certa quantidade de ião cloreto, de preferência na

forma de cloreto de sódio, para manter o crescimento e a produção de lípidos em cultura

(Behrens et al., 2005). A sobrevivência em condições de elevada salinidade requer

energia adicional püra a síntese de agentes osmoreguladores que permitam manter o

equilíbrio iónico entre o meio e o citoplasma e paÍa a reparaçáo de danos provocados

pelo excesso de sal (Richmond, 1986).

Atendendo à concentração de cloreto na ágaa do mar (19,35 gf-t; @etrens et

al., 2005) e a que a maioria dos meios de cultura baseados em água do mar (natural ou

artiÍicial) é responsável pela conosão dos fermentadores de aço inoxiúável, espécies de

salinidade mais baixa e/ou meios de cultura com menor salinidade são os mais

indicados para evitar problemas de corrosão (de Swaaf et al.,1999).

As concentrações de ião cloreto nos meios de cultura utilizados em

fermentadores de aço inoxidável devem ser inferiores a 0,3 gl--l (Barclay et a1.,2005;

Behrens et a1.,2005) para minimizar a corrosão, a ruptura por slress (Barclay et al.,

2005) e problemas associados a efluentes com elevada salinidade (Barclay, 1994).

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

permitem o crescimento de Crypthecodinium emmeios de culfura contendo baixas
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concenfrações de cloreto sem que a biomassa obtida e os teores em lípidos e em DHA

sejam afectados negativamente. Para tal os autores manipularam as concentrações dos

iões sódio e potríssio no meio de cultura.

Yokochi et al. (1998) concluíram que Schizochytrium limacinum SR21 tolera

uma vasta gama de salinidades, incluindo meios de salinidade zero, observando-se

apenas pequenas variagões no crescimento na gama de 50-200% da salinidade M áS,ra

do mar.

Leaflo et al. (2003) descreveram como salinidade óptima para crescimento 15-30

%oo para Schizochytrium mangrovei, 15-30 Yoo para Schizochytrium sp. e 22-30 Yoo paru

Thraustocltytrium sp.. Para a produção de lípidos, a salinidade óptima foi de l5-22,5%oo

para Schizochytrium mangrovei e de l5Yoo para Schizochytrium sp. e Thraustochytrium

sp. Em condições de cultura optimizadas, o DHA correspondía a 33Yo e 23 %o do total

de ácidos gordos para os géneros Schizochytrium Thraustochytrium, respectivamente.

Barclay (1994) descreveu o crescimento de Schizochytrium sp. 53l em meios de

baixa salinidade mantendo elevados rendimentos em biomassa e em ácidos gordos co-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

fennentação. A substituição do cloreto de sódio por outros sais de sódio, nomeadamente

por sulfato de sódio, além de evitar problemas de corrosão limita o tamanho dos

agregados celulares (<150 pm diâmetro) e torna a biomassa obtida por este processo

mais adequada à alimentação de larvas de camarão.

Recentemente, Burja et al. (2006), num screening de estirpes de

Thraustochytrium com vista à produção de ácidos gordos ot-3 destacarilm a estirpe

Thraustochytrium sp. ONC-Tl8 como capaz de crescer em meios de cultura com baixa

concentração de sal do mar Q gt-').

Kang et al. (2007) estudaram os efeitos do NaC/ e do MgSOa, principais

componentes do sal do mar, na produção de PUFAs por Thraustochytrium antreum

ATCC 34304 tendo concluído que a redução da concentração de NaC/ no meio de

cultura favorece a formação de PUFAs e de DHA; o mesmo acontecendo com o

MgSOa. As percentagens relativas de PUFAs e de DHA, em relação ao total de ácidos

gordos, são miáximas (67,10Yo e 49,47Yo, respectivamente) para a concenfração de NaC/

de 10 gl,-r e de MgSOa de 0 gl,-r.
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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 concentração total de sal era inferior a 3,5 gL-r (inferior a l}Yo da

concentragão típica na âgn do mar) onde o teor em DHA na biomassa era mais de L}Yo

superior ao da biomassa obtida num meio de cultura contendo um teor de sal de 50% do

da árym do mar. Nesta situação, o processamento do produto era simpliÍicado 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 e a composição em ácidos gordos (Jiang &

Chen 2000b).

As microalgas oleaginosas tendem a cumular a sua fonte de energia na forma de

lípidos à medida que a idade da cultura aumenta (Yongmanitchai & War{ 1989; Wen

& Chen, 2005). Assim, o teor das células em ácidos gordos poli-insaturados tende a

seguir uma sigmóide; o teor aumenta até atrngir um máximo (geralmente no final da

fase logarítmica ou no início da fase estacioniíria de crescimento) e, depois, decresce

gradualmente no final da fase estacioniária e na fase de morte (Yongmanitchay & Ward,

1e8e).

Vazhappilly (1999) ao estudar as principais classes de lípidos envolvidas nas

alterações do teor em DHA de duas estirpes seleccionadas em diferentes fases de

crescimento confirmou que as alterações na proporção e no teor de DHA se deviam ao

efeito da idade das culturas na composição dos triacilgliceróis, os quais constituem a

principal classe de lípidos a considerar tendo em vista a produgão de DHA.

Harrington & Holz (1968) descreveram um aumento dos teores de 12:0 e 14:0 e

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 início da fase estacioniária e uma diminuigão do teor de

ácidos gordos saturados no final da fase exponencial e no início da fase estacioniária.

Segundo os autores, estas alterações qualitativas e quantitativas podiam resultar do

consumo completo ou limitação por um nutriente específico do meio de cultura. Assim,
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torna-se dificil separar o efeito da idade das culturas nos lípidos microbianos do efeito

da deficiência de nutrientes nesses mesmos lípidos.

Para Thaustochytrium aureum ATCC 34304 o teor de DIIA nos lípidos

peÍmanece relativamente constante, observando-se o óptimo para 6 dias de cultivo em

frasco agitado (Bajpai et al., 1991b). Em ferrrentador, os autores não observaÍaq paÍa

esta espécie, uma fase pós-exponencial de acumulação de lípidos como é referido para

outros microrganismos oleaginosos.

Chen & Chen (1999) consideraram que o tempo de incubação era o factor que

mais influenciava a produgão de DHA por Schizochytrium ATCC 20889, tendo

registado um aumento significativo do teor de DHA na biomassa do 5o para o 7o dia de

cultivo.

Ao estudarem a produgão de DHA por Isochrysis golbana, Poisson & Ergan

(2001) verificaram que a produtividade volumétrica de DHA não aumentava

significativamente do 4o ao 8" dia e, como leil, 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.

2.5.3.7Intensidade de luz e duração do fotoperíodo

A luz afecta o crescimento e o metabolismo celular assim como a composição

em ácidos gordos de microrganismos, sobretudo em espécies fotossintéticas, já que as

membranas dos clorosplastos são constituídas por lípidos polares muito insaturados

(Wen & Chen,2001b).

A luz estimula o crescimento dos thraustochytrids heterotróficos. O teor de

lípidos na biomassa e a concentração de DHA aumentaram significativamente (42% e

47o/o, respectivamente) nas culturas de Thraustochytrium antreum crescidas à luz

comparativamente às culturas crescidas no escuro (Bajpai et al., 1991 b).

De acordo com Tuttle & Loeblich (1975) a presença de luz induz a produção de

carotenóides em C. cohnii (as células crescidas sob luz fluorescente de 17,9 Wm-2

possuem 4,2 vezes mais carotenóides que as crescidas no escuro) e este facto pode

justificar as taxas de crescimento mais baixas obtidas em culturas crescidas na presença

de luz.

95



O óptimo de produção de DHA por Isochrysis sp. CCMP 1324 foi obtido com

iluminação contínua de 10 klux (Liu & Lin,200l).

2.5.3.8 Técnicas de cultivo

A produgão de produtos de elevado valor acrescentado como o DHA pode ser

aumentada em culturas de elevadas densidades celulares, particularmente apropriadas ao

cultivo heterofrófico de microalgas (Chen, 1996).

O modo de crescimento em fed-batch, frequentemente utilizado em

fermentações microbianas, conduz à obtenção de elevadas densidades celulares porque

permite contornar a inibição pelo substrato, mantendo a sua concentração no meio

abaixo do valor de inibição (Wen eta1.,2002).

Gamtza & Izquierdo (2007) estudaram a acumulação de lípidos e de DHA por

Schizochytrium Gl3l2S em cultura batch e em cultura contínua. Em batch, com 40 gl,'r

de glucose e 2 gL-r de glutamato, a produção de lípidos expressa em termos do total de

ácidos gordos, aumentou durante o final da fase exponencial, atingiu cerca de 35% da

concenhação em biomassa e manteve-se constante até que a glucose fosse

completamente consumida. Na fase estacionária, o DHA representava 43-47% do total

de ácidos gordos. Em cultura contínua, verificou-se que a concentração de biomassa e a

produção de ácidos gordos aumentou com a concenfração de glucose até 14 gl,-l sem

que a proporção enüe os diferentes ácidos gordos fosse alterada. Os autores esfudaram

também a variagão da concentragão em biomassa e em ácidos gordos com a taxa de

diluição tendo verificado que a concentração de biomassa mais elevada (7,7 - 6,2 gl-l) e

a acumulação mráxima de lípidos (31-28% do total de ácidos gordos) eram obtidas para

as taxas de diluição mais baixas (0,02 e 0,04 h-r) sendo a produtividade volumétrica

máxima em DHA (39 mgl-th t) p*u ataxade diluição de 0,04 h-r.

Comparando as produtividades volumétricas em DHA obtidas em batch (50-46

mg DHA L-th-t) e em contínuo (39 mg DHA L'th't) Ganuza & Izquierdo (2007)

concluíram que, apesar da produtividade em batch paxecer superior, se ela for

recalculada atendendo a um período de 24 h necessário para aÍrancar uma nova

fermentação, obtém-se um valor de 32 DHA L-th-I, inferior ao obtido na cultura

contínua. Uma produtividade superior, aliada a um método de colheita mais eficiente

(por exemplo, centrifugação em contínuo) e um rendimento biomassa/glucose similar à
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cultura batch, fazem da cultura contÍnua de Schizochytrium luma técnica de cultivo com

potencial para aplicação industrial (Ganuza & Izquierdo 2007).

2.5.4 Estabilização

A oxidação de lípidos pode afectar negativamente o valor nutricional, as

qualidades sensoriais e o pÍazo de validade dos alimentos (Bartee etal.,2007).

Os grupos metileno não conjugados presentes nos ácidos gordos poli-insaturados

podem ser facilmente atacados pelo oxigénio forrrando hidroperóxidos com ligações

duplas conjugadas (Robles Medina et al., 1998). A susceptibilidade de um óleo à

oxidação aumenta com a sua insaturagão. A velocidade relativa de oxidação paÍa os

ácidos esteárico, oleico, linoleico e linolénico é de l, 100, 1200 e 2500, respectivamente

enquanto que, para os ácidos araquidónico, docosapentaenóico e docosúexaenóico a

velocidade relativa de oxidação, estimada com base no número de grupos metileno

interrompidos por ligações duplas, é de 3600, 4800 e 6000, respectivamente (Bartee et

a1.,2007).

Uma vez iniciada, a oxidação dos PUFAs prossegue através de uma série de

reacções auto-cataliticas que originam uma grande variedade de compostos, muitas

vezes pouco coúecidos, que incluern aldeídos, ácidos e outros compostos de baixo

peso molecular (Robles Medina et al., 1998). A oxidação é acelerada pela luz, pelo

calor, pela humidade, pela presença de oxigénio e de catalisadores tais como iões

meüílicos. Assim, a exposição dos PUFAs a estes agentes deve ser minimizada durante

todo o processamento utilizando atmosfera inerte (azoto ou rárgon) se possível. Devem

ser evitadas técnicas de separação que empreguem calor e, se estiverem presentes iões

metiálicos (tais como o cobre) estes devem se inactivados por formação de complexos

com EDTA (Robles Medina et al., 1998).

Para evitar ou limitar a oxidação dos lípidos, recolre-se, frequentemente, a

antioxidantes os quais apresentam a capacidade de retardar ou prevenir a oxidação,

mesmo em concenfrações muito baixas em comparação com a do substrato. Os

antioxidantes são, usualmente, classificados em primários e secundários, tendo em conta

o modo como interagem com o substrato oxidrível. Assim, os antioxidantes primiários ou

de tipo 1 atrasam ou inibem o passo de iniciação ou interrompem o de propagagão da

auto-oxidação. Em geral, reagem com os radicais convertendo-os em produtos
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termodinamicamente mais estiáveis. Todavia, estes antioxidantes podem tornar-se pró-

oxidantes se estiverem presentes em grandes concentrações. De entre os antioxidantes

primrários destacam-se os tocoferóis, o ácido ascórbico, o hidroxianisol butilado

(Butylated Hydroryanisole BHA) e o di-rer-butilhidroxitolueno (Butylated

Hydrorytoluene -BHT), em que os dois últimos são sintéticos (Faria & Batista, 2007).

Os antioxidantes secundários, preventivos ou de tipo 2, acfiialorr através de viários

mecanismos que incluem: (i) decomposição dos hidroperóxidos em compostos

inactivos, como é o caso de vários tióis e sulfitos; (ii) diminuição da sensibilidade dos

sistemas com duplas ligações para formar radicais liwes, como a estabilização do ácido

linoleico pelo hidróxido de potássio; (iii) prevenção da iniciação por acção da luz ou de

outra radiação, tais como carotenos que neutralizam o efeito de fotosensibilizagão da

clorofila; (iv) desactivação de metais pesados, tal como agentes quelantes de que são

exemplos os ácidos cítrico, fosfórico e fumárico (Faria & Batista, 2007). Estes

antioxidantes apresentam, em geral, sinergia com os antioxidantes primários, sendo

utilizados em conjtrnto (Ztúa et a1.,2007).

Como a auto-oxidação é proporcional à concentração de oxigénio para baixas

pressões, há que evitar a sua presença; as amostras devem ser seladas sob vácuo em

ampolas com o mínimo de espaço vazio (Robles Medina et â1., 1998). O

armazenamento a baixa temperatura é essencial. A -20"C ataxa de degradaçáo é 1116 da

que ocor:re à temperatura arúiente. O armazenamento durante períodos longos (vrários

anos) requer temperaturas de -40 a -80 oC (Robles Medina et al., 1998).

A butil hidroquinona terciiíria (Tertiary Butylhydroquinone - TBHQ), o BHT e o

octilgalato em concentrações de 0,01-0,02yo são anti-oxidantes efectivos para PUFAs

(Robles Medina et a1., 1998). No entanto, as preferências dos consumidores vão no

sentido da utilização de "produtos naturais" nos alimentos, por exemplo ácido ascórbico

ou o-tocoferol. A adição de antioxidantes sintéticos como o BHT, o BHA e o TBHQ a

produtos alimentares, apesar de considerada segura, tornou-se uma questão delicada em

termos de marketing (Zuta et a1.,2007).

De acordo com Bartee e colaboradores (2007) é possível aumentar a estabilidade

dos óleos contendo AA, DPA e DHA adicionado uma combinação de ascorbil-palmitato

e tocoferol calculada utilizando o método de análise de superficie de resposta.

A qualidade dos óleos, ricos em DHA produzidos por microrganismos, é

rigorosamente garantida durante a produção e processamento e mantida no produto final

pela adição de anti-oxidantes (250 ppm de ascorbil palmitato e 250 ppm de tocóferois,
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no caso do DHASCO) e pelo arÍnazerramento do óleo a temperaturas baixas, em

recipientes embalados sob atmosfera de azoto (Wynn et a1.,2005).

2.5.5 Mercado

O mercado dos PUFAs ro-3 enconüa-se em franca expansão e abrange sectores

como a alimentação infantil, os produtos dietéticos, os alimentos enriquecidos, a

alimentação animal (galinhas, vacas, porcos) (Molina Grima, 1996) e a aquacultura

(Barclay & Zelle4 1 996).

O óleo rico em DHA (DHASCO), produzido pelo processo Martek, destina-se

exclusivamente ao mercado das formulações infantis. Este óleo é misfurado, numa ruzãa

l:2 (vlv) com ARASCOTM e vendido sob o nome Formulaid (Ratledge, 2004). A

produção de Fonnulaid foi de aproximadamente 700 ton em 2003 (240 ton DHASCO),

aproximadamente 1000 ton em 2004 e estima-se que em 2010 atiqia as 4000 ton/ano

(Kyle, 2005). O DHASCO é, actualmente vendido a 150 €/kg (Wynn et a1.,2005)

sendo, portanto, muito mais caro que os óleos de origem vegetal e animal cuja cotação

se encontra no intervalo 0,3-0,6 €lKg.

O sucesso comercial do óleo enriquecido em DHA e AA pode ser atribuído a

três factores principais:

- ao conhecimento acumulado em tentativas anteriores de scale-up de processos

paÍaaobtenção de oufios óleos a partir de microrganismos;

- à necessidade de um óleo com características específicas paÍa a indústria de

alimentos para bebé;

- à falta de alternativas de origem animal ou vegetal com essas características

específicas (Kyle, 2005).

Os resultados favoráveis dos testes de toxicologia realizados em viárias espécies

animais permitiram à Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América

(Food and Drug Administration, 2001) e a outras autoridades noutros países,

reconhecerem como seguros, GRAS, os óleos de origem microbiana e penmitir a sua

úllização em alimentos para bebés.

Pelo processo Omega-Tech a Martek obtém um óleo com um teor em DHA

superior a 40%o (n/m) designado DHASCO-S ou "S-type DHA". Este óleo, vendido a

0,9 €.[Kg, destina-se a competir com o óleo de peixe no sector dos suplementos

99



alimentares para adultos e é sobretudo vendido na forma de cápsulas (Kyle, 2005,

Barclay eta1.,2005) e incorporado em alimentos tais como queijos, iogurtes e cereais de

pequeno almoço bem como em bebidas (Spolaore et a1.,2006). Em 2003 a produção de

DHASCO-S foi de l0 ton e estima-se que a produção de SCO aumente 2000 ton/ano até

2010 atendendo apenas a novas aplicações alimentares (iogurtes, bebidas, sopas, barras

alimentares, pão, formulações em pó, etc.) isto é, excluindo os mercados das

formulações infantis e da alimentação animal (Kyle, 2005).

A produção de óleo rico em DHA utilizando Ulkenia sp. no Japão e na

Alemanha é recente (Ratledge, 2005). Este óleo tem sido testado em produtos de

padaria, cereais, produtos lácteos, iogurtes, sumos de fruta e "snacks" (Kiy et a1.,2005).

As elevadas concentragões em DHA dos óleos obtidos a partir de Ukenia sp.

pemritem produzir cápsulas muito mais pequenas que as de óleo de peixe, com a mesma

quantidade de DHA e sem o sabor a peixe (Kiy et a1.,2005).

Para além das previsões de crescimento do mercado no que se refere às

aplicações actuais do DHA (alimentação infantil e suplementos nutricionais) há que

considerar todo um conjunto de novas aplicações potenciais deste ácido gordo,

nomeadamente no sector da alimentação animal e da aquacultura em particular.

Existem actualmente alguns exemplos de aplicação de ácidos gordos na

alimentação animal. Têm sido utilizados óleos de peixe e óleos vegetais para

suplementar a ração de galinhas poedeiras e obter ovos ricos em DHA (Farrel, 1998;

Horrocks & Yeo, 1999). No entanto, esta suplementação apresenta algumas

desvantagens: o ácido o- linolénico, presente nos óleos vegetais, tem de ser convertido

a DHA e o processo de conversão é limitado em muitos animais; o óleo de peixe

apresenta problemas de estabilidade quando é adicionado às rações já que a elevada ánea

superficial das mesmas facilita a oxidação dos ácidos gordos e isso taduz-se no sabor e

no odor (Barclay et al., 1998). Recoúecendo estes problemas, e atendendo a que as

algas são os produtores primários de EPA e DHA tem sido testada a utilização de

biomassa microbiana na alimentação animal. Foi utilizada biomassa de Schizochytrium

na alimentação de galinhas poedeiras e de vacas leiteiras para produzir ovos e leite

enriquecidos em DIIA (Franklin et 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 rotíferos e larvas de

Artemia em DHA, antes dos mesmos serem utilizados na alimentagão de larvas de peixe

e de camarão (Barclay & Zeller, 1996). Hayashi et al. (2007) verificaram que a
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alimentação de rotíferos com thraustochytids enriquecidos em vitamina Bl2 aumenta

significativamente ataxa de crescimento dos mesmos. A biomassa de Schizochytrium e

Crypthecodinium é, actualmente, comercializada para alimentagão de larvas de peixe e

de camarão (Aquafauna Bio-Marine, 2008).

Prevê-se que a aquacultura veúa a consumir 1133000 ton de óleo de peixe em

2010 o que, dependendo da produção, poderá corresponder a cerca de 80%o da produção

de óleo de peixe (Bergé & Barnathan,2005).

Por um lado, a falta de sustentabilidade do recurso e, por ouüo, a bioacumulação

de toxinas são argumentos de peso a favor da substituição dos alimentos à base de peixe

e óleo de peixe na aquaculfura e fazem com que este sector constifua uma oportunidade

de mercado única para o DHA e para a biomassa rica em SCO (Kyle, 2005).

Segundo Kyle (2005), a substituição das fontes tradicionais de PUFAs

(óleo/farinha de peixe) por biomassa SCO constitui uma alternativa "Clean & Green"

aceite pela maioria dos consumidores, que considera dispostos a pagar um acréscimo de

l5%o no custo do produto final, sobretudo se for dado algum incentivo governamental

no sentido da utilização de fontes sustenkíveis de ácidos gordos poli-insaturados.

2.6 Crypthecodinium cohnii

2.6.1Taxonomia

A designação "dinoflagelados" deriva da palavra grega dinos (rotação em

espiral), associada ao movimento característico destes organismos, e do latimflagellum

(flagelo). O primeiro dinoflagelado foi descrito por Baker em 1753 e classificado por

Muller em1773.

A classificação dos dinoflagelados em geral e de Crypthecodinium cohnii em

particular, é muito controversa. Os dinoflagelados são eucariontes unicelulares

primitivos e os principais constituintes do fitoplâncton (Barbier et al., 1995; Hackett et

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

peculiares porque, apesÍlr de serem eucariontes, mantiveram algumas características

procariotas, e possuem também algumas características próprias tais como

nuclear permanente, cromossomas condensados ao longo de todo o ciclo
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ausência de histonas e nucleossomas (Moreau et al., 1998; Soyer-Gobillard et a1.,1999).

O fuso mitótico é extranuclear e penetra o núcleo afravés de canais citoplasmáticos

(Penet et al., 1993; Bhaud et al., 2000).

Tradicionalmente, os zoólogos classificavam os dinoflagelados como

protozoários enquanto que os botÍinicos os consideravam algas. Os dinoflagelados

foram descritos pela primeira vez por Otto Bütschli em 1885. Actualmente, os

dinoflagelados são classificados como Alveolates: protistas unicelulares que não são

nem animais nem plantas (Clowes, 2003). Aproximadamente metade das espécies de

dinoflagelados são fotossintéticas, ouffas são heterotróficas e, algumas possuem as duas

formas de nutrição, facto que evidência a inutilidade das tentativas de classificação

destes organismos relativamente simples em algas e animais (Fensome et a1.).

Crypthecodinium cohnii foi descrita por Seligo (1885) como Glenodinium

cohnii. Seligo estudou a morfologia destas células e referiu a pÍesença do sulco

transversal característico das mesmas, o qual está muito deslocado e não 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 única espécie, Crypthecodinium

setense Biecheler, cancteruado pela presença de furas tecas cuja visualizaçáo

necessitava de um método de fixação especial. A morfologia destas células era muito

semelhante às de Gyrodinium cohnii e Chatton (1952) considerou-as co-específicas e

introduziu a combinaçáo Crypthecodinium cohnii (Seligo) Chatton. Desde então, viírios

flagelados morfologicamente semelhantes têm sido isolados e considerados

Crypthecodinium cohnil (Ucko et a1.,1997).

Ucko et al. (1989, 1994, 1997) descreveu como semelhante a C. cohnii w
dinoflagelado heterotrófico encontrado numa cultura exterior de Porphyridium sp., uma

alga vermelha unicelular, em Elat, Israel. Parrow et al. (2006) descreveu um

dinoflagelado, presente na ágaa salobra de um aquário na Universidade Estatal da

Carolina do Norte, E.U.A., muito semelhante ao descrita por Ucko et al., (1997) e que

encaixava na descrigão de C. sentense de Biecheler. Este estudo demonsffou de forma

clara a tabulação das espécies Crypthecodinium por microscopia electrónica de

varrimento.

Crypthecodinium cohnii é considerada uma espécie complexa, constituída por

muitas "espécies semelhantes" (Beam & Himes, 1982; Beam & Himes, 1987). Isto

significa que nem todos os membros da espécie taxonómica são membros da mesma
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espécie biológica e portanto, não partilham o mesmo fundo genético. De alguma fonna

subdividiram-se em "espécies semelhantes" isto é, reprodutivamente isoladas mas

morfologicarnente semelhantes (Beam & Himes, 1987).

2.6.2 Morfologia

Crypthecodinium cohnii apresenta duas morfologias: células nadadoras e quistos

(Bhaud et al., 1991) de dimensões muito variáveis. As células nadadoras apresentam

valores de velocidade na ordem de lkm/ano (Beam & Himes, 1982).

Tal como noutros dinoflagelados, as células nadadoras possuem dois flagelos

heteromórficos e heterodinâmicos distintos: um tansversal, em forma de fita, cujo

batimento faz com que o organismo gire sobre si mesmo, promovendo a sua

estabilização e propulsionando-o paÍa a frente; e um longitudinal, orientado

perpendicularmente em relação ao primeiro, que determina a direcção do movimento

(Hackett et al., 2004). Os dois flagelos inserem-se na mesma zona da célula, o que

define, por convençdo, a superficie ventral (Fensome et al.; Clowes, 2003). Por

oposição fica definida a superfície dorsal; os lados direito e esquerdo da célula definem-

se por convenção biológica tal como nos humanos (Clowes,2003).

Os flagelos encontram-se inseridos em dois sulcos (fransversal - 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 terços da

célula (Ucko et al, 1997) mas, noutras estirpes, não está deslocado e forma un loop

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 etal., L993; Clowes, 2003).

A representação esquemática de C. cohnii por Perret et al. (1993) mostra um

sulco hansversal que dá quase uma volta completa à célula (fig. l5). Esta representação

difere, no entanto, da descrição original (Seligo, 1885) na qual o referido sulco está

muito deslocado e não rodeia completamente a célula. Parrow et al. (2006) mostraram

uma fotografia, obtida por microscopia electrónica, de uma espécie de Crypthecodinium

na qual o cingulum apenas rodeia dois terços da célula (fig.16).
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Figura 15 - Representação esquemática de Crypthecodinium cohnii. (A) superficie vental, (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 é uma espécie tecada. Possui uma teca delicada com 15

a20 pm (Kubai & Ris, 1969) cujas placas, constituídas maioritariamente por celulose

(Kwok & Wong, 2003), são pouco visíveis sendo, por vezes, necessário recoÍrer a um

método de coloração especial (Ucko et al., 1997). Durante a locomoção da célula ateca

deforma-se (Sournia, 1986). A tabulação (arranjo das placas tecais) (Clowes, 2OO3) é

uílízada como critério taxonómico (Parrow etaI.,2006).
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Figura 16 - Fotografia de uma espécie de Crypthecodinium obtida por microscopia electrónica

de varrimento @arrow et al., 2006).

Os quistos apresentam-se isolados com uma forma ovóide (Soumia, 1986). Ou

estão em estado de dormência/sobrevivência ou estão a dividir-se (quistos vegetaüvos)

(Bhaud et a1., 1991).

Ratledge et al. (2003) demonstraram que a forma enquistada, não móvel, possui

teores superiores de lípidos, nomeadamente DHA, que a fonna não enquistada (células

nadadoras).

2.6.3 Habitat

A Crypthecodinium cohnii e as suas espécies semelhantes são cosmopolitas e

foram encontradas em todo o mundo (Moreau e tal., 1998), dispersas nas águas

temperadas e tropicais, desde o Atlântico Norte ao mar das Caraíbas (Beam & Himes,

1977). Foram encontadas no Atlântico (Sournia, 1986) e também no Pacífico e

Mediterrâneo (Beam & Himes, lg77) e no Índico (Beam & Himes, 1982).
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Foram encontradas em viírios habitats incluindo praias oceânicas abertas, baías

salobras poluídas, estuários e portos gelados no Atlântico Norte (Himes & Beaq 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 distribuição geográfica é difícil de interpretar. Apesar das células nadadoras

serem móveis, a sua velocidade (1 km.ano-t) não explica a sua disfibuição, devendo-se

esta a outros agentes de dispersão (Beam & Himes, 1982).

C. cohnii tem uma longa história de cultivo em laboratório que remonta a 1908

(Kyle, 1996) e não há qualquer indicagão de que seja tóxica ou patogénica (Kyle,1996).

2.6.4 Nutrição

Crypthecodinium cohnii é um organismo heterotrófico obrigatório (Ucko et al.,

1997; Behrens et a1.,2005), não possui cloroplastos (Henderson et al., 1988; Sanchez-

Puerta et a1.,2007) e, como tal, necessita de uma fonte de carbono e energia para crescer

e se multiplicar, podendo fazê-lo no escuro. No seu habitat natural, este e outros

nutrientes são obtidos das águas agitadas ou em putrefacção, de onde é normalmente

recolhida (Beam & Himes, 1987).

Beam & Himes (1987) sugeriu que C. cohnii poderia parasitar plantas aquáticas

(macrófitas) atendendo ao facto das células móveis de todas as estirpes da microalga

parecerem possuir um pedúnculo, um organelo empregue por outos dinoflagelados em

fagotofia. Existem também algumas estirpes fagotóficas (ucko et al., 1997), por

exemplo aBlat, que se alimenta especificamente das células da microalga Porphyridium

sp. (Ucko et al., 1994;1997). Nesta estirpe, o mecanismo de obtenção de alimento é a

mizocitose (rnyzocytosls) isto é, o conteúdo da célula presa é sugado por um tubo de

alimentação (Ucko et al., 1997).
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2.6.5 Reprodução

Crypthecodinium cohnii possui duas estratégias de multiplicaçáo - a reprodugão

assexuada e/ou a reprodução sexuada. A última surge nonrralmente quando as condições

do meio de cultura são desfavoráveis (Tuttle & Loeblisch,l9T5; Bhaud et al., 1988) e

também foi observada em culturas densas, de crescimento nípido (Ucko et aL.,1997).

Ciclo vegetativo

Os dinoflagelados são verdadeiros eucariontes com ciclos Gr-S-Gz-M mas

apresentam características peculiares tais como: elevado conteúdo genómico do DNA,

membrana nuclear permanente, fuso mitótico extra-nuclear e cromossorrras ligados à

membrana nuclear para segregação (Bhaud et al., 2000)

Todos os dinoflagelados, com excepção dos membros da divisão Syndinea,

possuem um dinocário, isto é, um núcleo caracteizado pelos cromossomas não

possuírem histonas nem nucleossomas (Moreau et a1., 1998; Bhaud et al., 2000) e

pennanecerem condensados entre as divisões celulares (Rizzo, 2002). A membrana

nuclear de todos os dinoflagelados peÍmanece rntacta durante a mitose (mitose fechada)

(Barbier et al., 1995; Saldalriaga et al., 2004), sendo, por isso, o fuso mitótico

extranuclear (Moreau et al., 1998; Saldarriaga et a1.,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, dão

origem a2,4 ou 8 células (Bhaud et al., 1991), dependendo do caminho no ciclo celular

que cada uma das células tomar (Wong & Whiteley, L996).

Bhaud e colaboradores (1994) estudaram o ciclo celular desta microalga em

detalhe (fig. l7).

Na fase Gr as células de C. cohnii são biflageladas e nadadoras (móveis).

Quando entram na fase S tornam-se esféricas, perdem os flagelos e enquistam (imóveis)

(Kwok & Wong, 2003). Em Gz e M estão enquistadas (Bhaud et al., 1991; Wong &

Whiteley, 1996; Kwok & Wong, 2003). O crescimento ocorre nas fases G1 e G2,

sobretudo na fase G1 (Kwok & Wong, 2003).

Em tennos de duração, o primeiro ciclo celular de Crypthecodinium cohnii é

aproximadamente: fase Gr 6 horas, fase S th 30 min, G2+M t h 30 min com libertação

de células vegetativas I a2h após a citocinese e o segundo ciclo celular é Gr+S 3 h e

G2+M 2h (Bhaud et al., 1991).
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Figura 17 - Diagrama dos ciclos celulares sucessivos de Crltphthecodinium cohnii ao longo de

24 h. Neste exemplo, uma célúa vegetativa dá origem a 4 células que são libertas filhas num

ciclo celúar de 16 h. Uma dessas novas células nadadoras origina duas células frlhas l0 h mais

tarde (círculo externo do diagrama). Durante este tempo, outras células nadadoras seguem um

percurso diferente (círculo interno). Os pontos de fiansição Gl/S são representados por setas e

os pontos de fransição G2lM por seta e asterisco (Bhaud et al., 1994). São possíveis vários

diagramas.

Adicionando um inibidor da síntese proteica, Bhaud e colaboradores (1994)

determinaram a extensão da fase G2 (30 min) no primeiro ciclo (ciclo com fase G1

nadadora) e a duração das fases do segundo ciclo (ciclo no quisto): fase G1 (30 min),

fase s (1 h e 30 min), fase Gz (2 h) e fase M (2 h). Antes do fim da fase Gr do segundo

ciclo as células não estão prontas a iniciar uma nova fase S; necessitam de sintetizar

proteínas específicas paÍa essa fase pelo que os autores surgem a existência de um ponto

de transição Gr/S. Pela mesma nzão a fase Gz do primeiro ciclo (antes de mitose)

sugere a existência de um segundo ponto de transição GzlM à semelhança do que

acontece noutros eucariontes (Bhaud et aI., 1994).
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Reprodução sexuada

O ciclo sexual de Crypthecodinium cohnii, à semelhança do que acontece com o

de outros dinoflagelados, é dificil de documentar porque: os gâmetas são idênticos às

células vegetativas (Beam et al., 1977;1978), a fusão dos gâmetas pode ser confundida

com divisão (Parrow, 2003) e a reprodução sexuada é menos frequente que a assexuada

(Parrow,2003).

Em termos de reprodução sexuada Crypthecodinium cohnii apresenta iso e

anisogamia e forma uma "ponte de fertilização". Durante a ferílização ocorre a fusão

dos gâmetas e forma-se um planozigoto. O número de flagelos desta estrutura não é

conhecido (Bhaud et al., 1988). O zigoto enquista e, no quisto, ocolre ciclose nuclear

que é utilizada para distinguir os quistos de origem zigotica dos quistos vegetativos

(Ucko etal.,1997).

A meiose de C. cohnii é peculiar tal como foi demonstrado por recombinação de

mutantes móveis (Beam & Himes, 1974,1982; Tuttle & Loeblisch,l9T4a,b; Himes &

Beam, 1975, 1978; Beam et a1., 1977\. Bhaud et al. (1991) descreveram por um lado,

meiose convencional com duas divisões e sem crossing-over e, poÍ outo, meiose com

apenas uma divisão.

Ucko et al. (1997) estudaram a reprodução de C. cohnii Elat e descreveram que

os gâmetas (células semelhantes às células vegetativas) formam grupos de 3-8 células

que se movem activamente umas à volta das outras até que duas células diferentes

(anisogâmetas) ou iguais (isogâmetas) estabelecem contacto com as suas faces ventrais

e iniciam a fusão; os ouhos flagelados afastam-se e as células em fusão 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., L997). Os quistos dividem-

se e libertam normalmente dois, mas às vezes 4-8 dinoflagelados (Ucko et a1., 1997). Os

novos dinoflagelados tornam-se móveis quando abandonam o quisto e podem ser

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

2.6.6 Composição e metabolitos

A composição de C. cohnii em termos de lípidos é única atendendo a que

sintetiza apenas um ácido gordo poli-insaturado em quantidades superiores a l% do
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total de ácidos gordos, o ácido docosúexaenóico, 2:6(n-3) (Harrington &Holz 1968;

Beach &Holz,l973;Yan Pelt et a1.,19991' de Swaaf et al., 1999).

Henderson et al. (1988) deterrrinaram que os lípidos representavam 24,6 %o da

biomassa seca de C.cohnii WH-d, cultivada em frascos agitados em meio MLH, durante

seis dias. Os lípidos eram constituídos maioritariamente por lípidos neutros (71,6 %

rn/m), dos quais 76,4yo (n/m) eram triacligliceróis. A fosfatidilcolina era o lípido polar

mais abundaate (63,6Yo, m/m) e a fosfatidiletanolamina o segundo mais abundante,

embora presente em quantidades muito inferiores ao primeiro (7,5 yo rnlm). Os ácidos

gordos nos triacilgliceróis eram predominantemente saturados, enquanto que 57 %

(n/m) dos ácidos gordos na fracção da fosfatidilcolina eram poli-insaturados,

representando o DHA mais de 50% dos ácidos gordos desta fracção.

Beach & Holz (1973) também obtiveram 66% de DHA na fracção da

fosfatidilcolina, a qual correspondia a 79Yo dos lípidos polares, e apenas 25 Yo na

fracção dos triacilgliceróis (44% dos lípidos neutros).

Pelo confrário, Wynn et al. (2005) referem que o DHA se acumula

predominantemente nos triacilgliceróis das células de C. cohnil, isto é, na fuacçdo dos

lípidos neuhos. De acordo com o processo industrial registado em patente pela Martek

Corporation, o óleo extraído da biomassa de C.cohnii é constituído por mais de 70oÁ de

triacilgliceróis, contendo em geral 30-50% de DHA (Kyle, 2004).

O constituinte principal da parede celular de C. cohnii é a celulose à semelhança

do que acontece nas células das plantas (Kwok & Wong, 2005).

C. cohnii não possui pigmentos fotossintéticos mas, como reserva, acumula

amido e lípidos (Pringsheim, 1956; Loeblich, 1976) e sintetiza p e y-caroteno (Withers

& Tuttle, 1979), 4o-metil esteróis, dinosterol, dihidrodinosterol (4a,23,24-

trimetilcolesta-5,22-dien-3p-ol), 4u,24-dimetil-colestan-3B-ol e 4a,24-ümetilcolest-5-

en-3 p-ol (Withers et al., 197 9).

De Swaaf et al. (2001) caracteizararcr os polissacáridos extracelulares

produzidos por C.cohnii que descreveram como constituídos por 55% de polissaciáridos,

l0%o de componentes proteicos, l0Yo de material desconhecido (precipitado após

hidrólise), 7Yo de cinzas e quantidades vestigiais de Si, Cl, Fe, Zt e Cu,. C. cohnii

produz viários exo-polissacáridos de tamanho e composição variados. Foram detectadas

uma fracção de massa molecular superior (de 100 kDA a >1660 kDa) e uma fracção de

massa molecular média (6-48 kDa). A primeira continha, numa base molar,7l,7%o de
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glucose, l3,l yo de galactose e 3,8 o/o de manose, enquanto a segunda continha 37,7o/o

de glucose, l9,8yo de galactose e28,1olo de manose (de Swaaf et al., 2001).

2.7 Produção de DIIA por Crypthecodinium cohnii

Como já foi referido, os microrganismos Schizochytrium sp. e Ukenia sp. são

utilizados paÍa aprodução industrial de DHA e a sua maior desvantagem reside no facto

de produzirem também quantidades significativas de ácido docosapentaenóico 22:5 il,-6

(DPA) §akúara et al., 1996; Yokochi et al., 1998i de Swaaf, 2003). Como as

propriedades e funções do DPA ainda não estão esclarecidas §akúara et al., t996), a

sua presença em óleos microbianos destinados a aplicações alimentares e farmacêuticas

deve ser encarada com cautela ou mesmo evitada. Por oufro lado, a separação do DPA e

DHA é dificil e dispendiosa (de Swaaf, 2003) pela proximidade estnrtural e pela

semelhanga de propriedades fisíco-químicas. Pelas razões anteriormente apresentadas, o

óleo produzido utilizando estes microrganismos destina-se ao mercado dos suplementos

alimentares para adultos (Ratledge, 2004) e das ragões paÍa aves domésticas e paÍa

aquacultura (Sijtsma & Swaaf, 2004).

Comparando o perfil de ácidos gordos dos microrganismos utilizados na

produção comercial de DHA e das fontes convencionais (tabela 9) verificamos que

Crypthecodinum cohnii apresenta um perfil de ácidos gordos pouco complexo (muito

menos complexo do que o de óleo de peixe), e não produz nem EPA nem DPA o que a

torna indicada para a produção de DHA para incorporação em alimentos para bebés.

Por outro lado, o DHA é o constituinte maioritrário dos triacilgliceróis

acumulados por C. cohnii (Beach & Holz, 1973; Wynn et al., 2005; Sijtsma et al.,

2005), a forma preferível para aplicações alimentares (Wynn et al., 2005) e aquela que

se encontra no leite materno (Koletzko et al., 2001b).

O screening de várias microalgas com vista à produção de DHA indicou a

microalga Crypthecodinium cohnii como uma fonte promissora deste ácido gordo; a

microalga produzia elevadas concentrações de biomassa com um teor elevado de DHA,

não produzia EPA e apresentava uma taxa específica de crescimento elevada

(Vazhappily & Chen, 1998). Posteriormente, o screening entre várias estirpes desta
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microalga pennitiu seleccionar as estirpes mais adequadas à produção comercial do

referido ácido gordo.

Apesar da capacidade de C. cohnii para produzir DHA ser coúecida desde o

final dos anos sessenta (Harrington et al., 19681, Beach & Holz, 19731- Tttttle &

Loeblisch, 1975), as estirpes estudadas não eram capazes de crescer em tanques

agitados por serem sensíveis à agitação e às elevadas concenffações de oxigénio

existentes neste tipo de equipamentos (Wynn et al., 2005).

A empresa Martek, combinando técnicas de screening e modificações do meio

de cultura, conseguiu optimizar o crescimento de uma estirpe seleccionada de C. cohnii

e produzir DHA em tanques agitados (Stined Tank Reactor, ,S7Â) utilizando glucose

como principal fonte de carbono (Kyle, 1996). Conseguiu ainda aumentar o teor em

lípidos na biomassa das células da estirpe de produção em 242Yo entre 1997 e 2002

(Wynn et a1.,2005).

A cultura do microrganismo faz-se a partir de uma cultura criopreservaÃa e

certificada que é hansferida progressivamente para frascos agitados e fennentadores de

maior volume, até um volume frnal de aproximadamente 200 m3, mantendo um volume

de inóculo de 5-10% (v/v) (Wynn et al., 2005). A temperatura, pH, arejamento, agitação

e o oxigénio dissolvido são continuamente monitorizados e controlados (Wynn et al.,

200s).

Atendendo a que a taxa específica de crescimento de C. cohnii é muito inferior à

das bactérias, o processo é susceptível de contaminação. Assim, a higiene da instalação

industrial, a limpeza e a esterilizaçío in situ são também aspectos a monitorizaÍ e a

manter (Wynn et al., 2005).

O meio de cultura é mantido ao longo de todo o processo de produção de inóculo

para o fermentador de produçáo, para evitar o stress do organismo e possui uma

concentração em ião cloreto inferior à dos meios de cultura baseados em água do mar,

geralmente utilizados em investigação, pelo facto destas concentrações de cloreto não

serem compatíveis com os tanques de aço inoxidiível (Wynn et al., 2005).

A fermentação, em fed-batch, decorre em duas etapas. A primeira de

crescimento activo, com células móveis, em que o conteúdo lipídico na biomassa é

mínimo (aproximadamente 20 % mlm) e a segunda, em que há esgotamento da fonte de

azoto marrtendo a alimentação de carbono; nesta fase, o crescimento e a divisão celular

param uma vez que não há síntese de nucleótidos e proteínas e o carbono é convertido

em lípidos de reserva (TAG) ricos em DHA, os lípidos constituem mais de 50% da
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biomassa e as células perdem os flagelos e enquistam (Wynn et al., 2005). A

manutenção da concenfiação de carbono é um aspecto importante da optimizaçáo da

acumulação dos lípidos: promove a síntese de lípidos e evita a utilização de lípidos de

reserva já que a p-oxidação induzida nas células por limitação de carbono provoca um

aumento dos ácidos gordos liwes e de dil monoacilgliceróis no extacto final; estes,

além de complicarem o processamento final, baixam o rendimento do processo e a

estabilidade do óleo obtido (Wynn et al., 2005).

As células são colhidas por centrifugação em contínuo e secas por atomizagão. A

oxidação do óleo intracelular por exposição ao oxigénio é minimizada guardando a

biomassa a -20"C sob azoto até à exhacção do óleo (fig. 18) (Wynn et al., 2005).
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Figura 18 - Processo de fermentação utilizado na produção do SCO (DHASCOTM) a partir de

C. cohnii (Wynn et a1.,2005).

O processo de extracção de óleo é semelhante ao utilizado na extracção de óleos

de origem vegetal (Kyle, 1996). O óleo é extaído misturando a biomassa seca com

hexano e fazendo passar a mistura por um mecanismo que promove o rebentamento das

células, tornando os lípidos intracelulares mais acessíveis à extracção (WVnn et al.,

2005). A ruptura das células drá origem a resíduos celulares de dimensão diversa que
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terão de ser removidos (Ratledge et al., 2005). A mistura contendo o óleo extraído é

sujeita a um processo de winterização para remover triacilgliceróis com elevado ponto

de fusão e outras impurezas. Finalmente, o solvente é removido e obtém-se o óleo bruto

(fig. 1e).
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Figura 19 - Extracção de triacilgliceróis a partir de C. cohnii para obter o DHASCOTM

@atledge et a1.,2005).

O óleo bruto obtido possui impurezas, odor e um aspecto pouco claro (Ratledge

et al., 2005), é entilo refinado, branqueado, winterizado e desodorizado (fig. 20). Entre

as impurezas e ouhos componentes que são removidos ou reduzidos no processo de

refinação incluem-se ácidos gordos livres, água, fosfolípidos, minerais, carotenóides,

esteróis, tocoferóis/tocofrienóis, ceras e restos de células (Ratledge et al., 2005).

O óleo desodorizado é diluído a 40Yo (n/m) de DHA por adição de óleo de

girassol (Kyle, 1996; Ratledgeet al., 2005; Wynn et al., 2005), estabilizado por adigão

de anti-oxidantes - tocoferóis (250 ppm) e ascorbil-palmitato (250 ppm) (WVnn et al.,

2005) e guardado a baixa temperatura, sob a atmosfera de azoto.

Todo o processo decorre de acordo com as boas práticas de fabrico (Good

Manufacturing Practices - GMP) para a indúshia alimentar, designadas pela Food and

Drug Administration dos Estados Unidos (Kyle, 1996).
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Figura 20 - Layout (logística) do processo de refinação do DHASCOru (Wynn et al., 2005).

2.8 PuriÍicação e concentração de DHA e outros ácidos gordos poli-insaturados

A produção de lípidos de origem microbiana tem-se centrado na selecção de

microrganismos e na optimização das respectivas condigões de culhra, tendo sido dada

menos atenção ao processamento da biomassa e ao tratamento dos óleos. A maioria dos

métodos de exhacção aplicados aos sistemas microbianos foi originalmente descrita

para tecidos anislals eparuplantas (Certik & Shimizu, L999).

A produção de metabolitos intracelulares a partir de microalgas requer: a

produção de biomassa apropriada em grande escala; a recolha da biomassa a partir de

uma suspensão relativamente diluída; a extacção do metabolito pretendido a partir da

biomassa e a purificação do extracto bruto (Molina Grima et a1., 2003). Assim, em

termos económicos, a produção é influenciada pelo custo da produgão de biomassa, pelo

e
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teor do metabolito na biomassa e pelo custo de purificação do metabolito (Molina

Grima et a1.,2003).

Ao focar-se em produtos químicos de elevado valor acrescentado, a

biotecnologia das microalgas necessita não só de técnicas de cultivo em massa, mas

também de desenvolver métodos de processamento posterior (Molina Grima et al.,

1995) que, em muitos casos, são mais dispendiosos do que a cultura das microalgas

(Molina Grima et al., 2003) e terão 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 produção (Chisti & Moo-Young, 1994; Chisti, 1998).

2.8.1 Recolha da biomassa

Antes da extracção de um óleo de origem microbiana há que recolher a

biomassa. Tipicamente, os custos da recolha da biomassa do meio de fermentação

representam 20-30% dos custos da sua produção (Molina Grima et al., 2003). E

necessiário tratar grandes volumes de caldo relativamente diluído (< 0,5 kgm-3 de

biomassa seca, em alguns sistemas de produção comercial), com células de reduzidas

dimensões (3-30 pm de diâmetro) (Molina Grima et al., 2003).

A colheita da biomassa requer uma ou mais operações de separagão sólido-

líquido. A biomassa pode ser colhida por centrifugaçáo, filhagão (convencional ou

utilizando membranas de microfiltração ou ultrafiltração) e, em alguns casos, por

sedimentação. Estes processos podem ser, eventualmente, precedidos de um passo de

flotação (Molina Grima et a1., 2003).

A maioria das microalgas pode ser colhida por centrifugação. No entanto, esta

técnica é dispendiosa em termos energéticos e só é praticável para produtos de elevado

valor acrescentado (Molina Grima et a1.,2003). Este processo de separação foi também

considerado o mais apropriado para prolongaÍ o prazo de validade de concentrados para

aquacultura (D'Souza et al., 2000; Heasman et a1.,2000).

A colheita resulta normalmente numa concenüação da biomassa algal de 50 a

200 vezes (Molina Grima et a1., 2003). Tipicamente, a biomassa húmida contém, nesta

fase, um teor de água de 80% (Ratledge et al., 2005).
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A colheita industrial de C. cohnii é efectuada por centrifugação, em contínuo, e

inclui uma etapa de lavagem paÍa remogão de componentes do meio de culfura (Wynn

et a1.,2005).

A recolha da biomassa de Shizochytrium é feita directamente em secadores de

tambor, evitando a centrifugação (Bailey et a1.,2008).

O tratamento posterior da biomassa depende do produto pretendido mas deve

fazer-se o mais rapidamente possível para evitar degradação (Molina Grima et al.,

2003).

2.8.2 Pré-tratamento e ruptura celular

Os lípidos de origem microbiana podem ser exüaídos directamente a partir da

biomassa húmida, após a colheita (Molina Grima et al., 2003). Contudo, a menos que a

biomassa tenha sido de alguma fonna pré-tatada, ela contém muitas enzimas que

continuam activas; algumas, tais como lipases e esterases, são inclusive activadas pelo

processo de remoção das células da sua fonte de nutrientes (Ratledge et a1., 2005) e

podem contribuir pdra a degradação de constituintes intracelulares. Além disso, sob

certas condições, as células podem consumir os óleos que acumularam (Ratledge et al.,

200s).

Assim que a biomassa tenha sido estabilizada e as enzimas inactivadas,

geralmente por aquecimento, a ágaa pode ser removida por filtração sob pressão

seguida, se necessário, de secagem (Ratledge et al., 2005). A secagem pode fazer-se

recorrendo a métodos como a atomizaçáo (spray-dryer), a secagem em tambor ou a

liofilização (Molina Grima eta1.,2003) sendo que, no caso de produtos de elevado valor

acrescentado, a atomização é o processo mais utilizado pelo facto da liofilização ser

demasiado dispendiosa para aplicações em grande escala (Molina Grima et aL.,2004).

No caso dos microrganismos produtores de DHA (C. cohnii, Shizochytrium sp. e

Ulkenia sp.), a secagem é necessáría para produzir uma biomassa que possa ser

guardada durante longos períodos de tempo sem deterioração microbiana, química e

sensorial (Ratledge et al., 2005; Food Standards Austrália New Zealand, 2005). Como a

biomassa apresenta geralmente um limite de tempo e temperatura ao qual pode ser

exposta sem decomposigão do óleo, há que decidir enffe longos tempos de secagem a

temperaturas mais baixas ou uma breve exposição a condições mais severas. A escolha
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recai noÍInalmente sobre secadoÍes spr6y ottflash com tempos de exposição curtos, que

operam sob condições criteriosamente seleccionadas atendendo à sensibilidade do

material ao calor (Ratledge et al., 2005).

Como o DHA esüí contido no interior das células (nos lípidos de reserva e nos

lípidos estruturais) e os microrganismos uülizados na sua produção possuem paredes

celulares rígidas, estas terão de ser rompidas para libertar o conteúdo celular (Ratledge

et al., 2005). Os métodos de ruptura celular podem ser classificados em três grandes

categorias: químicos, biológicos e fisicos e, alguns deles, apresentam limitações no que

respeita à sua aplicação em grande escala, à sua compatibilidade com o produto e ao

custo (Ratledge et al., 2005).

O coúecimento da estnrfura e composição da parede celular é importante na

optimização de métodos químicos que garantam a lise das células, sem degradação do

DHA. No que respeita aos métodos mecânicos, o tamanho, fonna e grau de cross-

linking dos polímeros estruturais deterrrinam a facilidade de ruptura. Apesar dos

métodos mecânicos, sobretudo a moagem em húmido, em moinhos de bolas de alta

velocidade e em homogeneizadores de alta pressão, terem dado bons resultados na

ruptura de paredes celulares de microrganismos, incluindo algas (Ratledge et a1.,2005),

é desejável que a ruptura celular seja o mais completa possível para permitir uma

melhor penetração do solvente e aumentar o rendimento da exfracção de lípidos. Isso

consegue-se optimizando as variáveis do processo nomeadamente o fluxo, a pressão, a

temperatura, o design e o funcionamento da câmara de ruptura (Ratledge et al., 2005).

A maior ou menor facilidade de ruptura celular também estií relacionada com as

condições de crescimento durante a fermentação. De um modo geral, taxas de

crescimento superiores correspondem a células com paredes celulares mais fracas

(Chisti, 1998; Ratledge et al., 2005) porque não houve tempo de produzir material para

reforçar as estruturas celulares (Ratledge et al., 2005). Assim, será de esperar que

Schizochytrium sp., que cresce mais rapidamente que C. cohnii, apresente uma parede

celular mais fraca e mais fácil de romper (Ratledge et al., 2005). Os períodos de

carência e crescimento limitados impostos no sentido de promover a acumulação de

lípidos (secção 2.3.2) podem, por oufro lado, levar as células a reforçar a sua parede

como forma de preparar a sua sobrevivência (Ratledge et al., 2005). Em suma, a

estabilidade mecânica de uma alga não é uma constante. Depende da estirpe utilizada,

das condições de crescimento e do historial da biomassa (Ratledge et al., 2005) e afecta

o custo, rapidez e eficiência do processamento posterior.
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2.8.3 Extracção de Hpidos /ácidos gordos

As algas produzem uma grande variedade de lípidos que podem ser classificados

em neutros ou polares e subdivididos de acordo com a tabela l1 (Robles Medina et al.,

lees).

Tabela 1l - Classificação de lípidos (Robles Medina et al., 1998).

Lípidos neutros Lípidos Polares

Fosfolípidos Glicolípidos

Triacilgliceróis

Ceras

Hidrocarbonetos

Fosfatidilcolina

Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilserina

Fosfatidilglicerol

Fosfatidilinositol

Sulfoquinosildi glicerido

Monogalactosildiglicerido

Digalactosildiglicerido

Ácidos gordos liwes

Esteróis

Os PUFAs podem estar presentes como triacilgliceróis, fosfolípidos e

glicolípidos. Os primeiros são norrralmente considerados como lípidos de reserva

enquanto os fosfolípidos e glicolípidos são considerados lípidos estruturais por fazerem

parte das membranas das células ou de organelos (Robles Medina et al., 1998).

Os métodos de extracção de lípidos devem ser rápidos, eficientes e suaves, de

forma a minimizar a degradação dos lípidos e ácidos gordos. Os solventes de extracção

devem ser baratos, voláteis (para que sejam facilmente removidos posterionnente sem

deixar resíduos), liwes de tóxicos ou impurezas reactivas (que reajam com os lípidos),

capazes de formar um sistema bifásico com a água (para esta remover componentes não

lipídicos) e não devem extrair componentes indesejáveis (proteolípidos, pequenas

moléculas, etc.) (Robles Medina et al., 1998).

Para uma extracção completa, todas as ligações entre os lípidos e ouüos

componentes não lipídicos das células têm de ser quebradas e os agentes utilizados não

podem degradar os lípidos. Os lípidos participam em viários tipos de ligações: (i)

interacções de van der Waals, nas quais os lípidos neutros ou não polares, tais como os

glicerídeos, estão ligados através da sua cadeia carbonada, a outros lípidos e a regiões

hidrofóbicas de proteínas; (ii) ligações de hidrogénio e interacções electrosüíticas,

através das quais os lípidos polares se ligam às proteínas; (iii) ligações covalentes,

embora este tipo de ligação seja menos frequente (Robles Medina et al., 1998).
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Enquanto as interacções hidrofóbicas, que ligam os lípidos de reserva, podem ser

quebradas utilizando solventes não polares (clorofórmio, hexano ou éter), as ligações de

hidrogénio dos lípidos polares associados à membrana necessitam de solventes polares

(metanol, etanol, oufros álcoois e água) e, paÍa extrair lípidos ligados por forças

electostríticas mais fortes, tais como ligações iónicas, são necessárias variações de pH

(Robles Medina et al., 1998).

O solvente ideal para a extracção de lípidos deve ser suficientemente polar para

remover os lípidos das membranas celulares e, simultaneamente não muito polar de

forma a dissolver os lípidos pouco polares (Somashekar et al., 2001).

Como os lípidos também estÍÍo retidos nas células por confinamento mecânico, a

adição de uma pequena quantidade de água ao solvente de exüacção dilata as estruturas

celulares, ricas em polisacáridos, fazendo com que as mesmas fiquem turgidas,

facilitando o acesso do solvente aos lípidos e é absolutamente necessária para a

extracção quantitativa dos lípidos polares (Robles Medina et al., 1998).

Por outro lado, como os microrganismos contêm enzimas que podem degradar

os lípidos, durante a sua exffacção é necessiário inactivar essas enzimas adicionando um

álcool ao solvente de extracção. O álcool também ajuda a dissolver os lípidos mais

polares e a romper as ligagões enfre os lípidos e proteínas. No entanto, os solventes

alcoólicos também extraem contaminantes tais como açúcares, aminoácidos, sais,

proteínas hidrofóbicas e pigmentos que terão de ser removidos do extracto alcoólico

(Robles Medina et a1., 1998).

Embora tenham sido sugeridos vários solventes ou combinações de solventes

para a extracção de lípidos de microrganismos, a maioria dos processos de exffacção

utíliza clorofórmio-metanol Q:l vlv) tal como foi sugerido por Folch et al. (1957). No

entanto, o procedimento e as etapas de extracção variam de autor para autor (Garcia

Camacho et al., 1990).Num protocolo aperfeiçoado e simplificado, Bligh e Dyer (1959)

utilizaram uma mistura monofiâsica clorofórmio-metanol-água (l:2:0,8 v/v, incluindo a

água presente na amostra) para a extracção de lípidos de tecidos frescos. A mistura de

extracção é diluída com cloroformio e árgaa e forma um sistema bifásico cloroformio-

metanol-água (2:2:1,8 v/v) em que a fase inferior é constituída por cloroformio quase

puro e contém os lípidos purificados; a fase superior é constituída sobretudo por

metanol e água e contém os componentes não lipídicos. A extracção é simples rápida e

suave (temperatura ambiente). A exfracção dos lípidos é completa e a sepaÍação entre

lípidos e não lípidos é aproximadamente quantitativa. O método é aplicável a uma
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grande variedade de materiais (tecidos de animais ou de plantas e a microrganismos) e é

utilizado, como rotina, na extracção de lípidos de microalgas (Robles Medina et al.,

1998). No entanto, se os óleos microbianos se destinam ao consumo humano os

solventes utilizados têm de ser aceitiíveis em termos de toxidade, manipulação,

segurança e custo (Certik & Shimizu,1999) e os solventes anteriomtente referidos são

demasiado tóxicos paÍa serem utilizados com fins nutricionais ou farmacêuticos

(Ratledge et al., 2005).

A extracção de lípidos utilizando uma mistura hexano-isopropanol (3:2 vlv), de

baixa toxicidade, seguida de lavagem com sulfato de sódio aquoso para remover

contaminantes não lipídicos, pode apresentar algumas vantagens em relagão aos

sistemas de Bligh e Dyer mas dií origem a baixos rendimentos em lípidos quando

aplicada a microalgas (Molina Grima etal.,1994).

Para obter os ácidos gordos livres a partir de extractos lipídicos é necessário

saponificar o extracto. Adicionando uma base à mistura de extracção podem-se extrair

directamente os ácidos gordos (Molina Grima et al., 1994). A saponificação directa

durante a extacção da biomassa é mais ráryída e menos dispendiosa que a extracção

seguida de saponificação mas exige condições de operação mais severas (l h a 60oC ou

8 h à temperatura ambiente) e apresenta um rendimento ligeiramente inferior, para o

mesmo sistema (Robles Medina et a1., 1998). A extracção directa da biomassa húmida

de Phaeodactylum tricornutum com 96Yo de etanol produz quase tantos lípidos (90%)

como a biomassa lioftlizada (96%) (Molina Grima, 1996).

Sistemas mais biocompatíveis tais como etanol (96%) e hexano/etanol (2:5 v/v)

foram utilizados com sucesso na extracção dos ácidos gordos poli-insaturados obtidos

por saponificação directa da biomassa liofilizada de Phaeodactylum tricornutum

(Cartens et al., 1996; Ibanéz Gonzáiez et al., 1998; Ramírez Fajardo, 2007), Isochrysis

galbana (Molina Grima et a1., 1994; Robles Medina et al., 1995a) e Phorphiridium

cruentum (Giménez Giménez et al., 1998).

Os métodos de purificação do extracto bruto baseiam-se nas diferenças de

afinidade dos lípidos polares e dos contaminantes, para um dado solvente. O extracto

pode ser tratado com solventes apolares como o clorofórmio, hexano e éter dietílico nos

quais os contaminantes não lipídicos são menos solúveis. No entanto, este procedimento

não extai completamente os lípidos polares devido à sua baixa solubilidade nestes

solventes (Robles Medina et al., 1998).
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2.8.4 Concentração e puriÍicação

Os métodos utilizados na obtenção de fracções ricas em PUFAs a partir de óleos

naturais (vegetais, animais e microbianos) baseiam-se em diferenças de polaridade e/ou

configuração espacial dos ácidos gordos presentes no extacto, as quais estilo associadas

sobretudo, ao número de ligações duplas na cadeia de átomos de carbono (Guil-

Guerrero etal.,2003).

A inclusão de PUFAs em medicamentos requer a sua purificação até graus de

pareza superiores a 95oÁ (Ratledge et al., 2005). Assim, as diferentes fontes de ácidos

gordos poli-insafurados competem não apenas em produtividade, concentração e custo

de produção mas também na separação do ácido gordo poli-insaturado de interesse de

outros similares (Ratledge et a1.,2005).

De entre os métodos de concentração, apenas alguns são satisfatórios para

aplicação em grande escala. Os métodos disponíveis incluem: cristalização a baixa

temperatura, complexação com ureia, exüacção supercrítica, separação enzimáúica,

cromatografia de adsorção e destilação fraccionada ou molecular (Shúidi &
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 específico a baixo custo de forma a satisfazer

a procura crescente destes produtos.

2.8.4.1 Cristalização a baixa temperatura (winterização)

Winterização é o nome dado ao processo de remoção da fracção sólida que se

forma nos óleos vegetais a baixa temperatura (Dueppen et a1., 2003). O termo srngiu

décadas atrás,para designar apráúica de submeter os óleos obtidos a partir de sementes

às baixas temperaturas dos meses de Invemo para depois, por filtração, separar o óleo

dos sólidos sedimentados entretanto formados (Dueppen et al., 2003).

Uma mistura de ácidos gordos é líquida para temperaturas superiores ao ponto

de fusão do componente com ponto de fusão mais elevado. Diminuindo a temperatura,

os ácidos com maior ponto de fusão começam a cristalizar (Haraldsson, 1984).

O ponto de fusão dos ácidos gordos varia consideravelmente com o grau de

insafuração e, desta forma, a separação de misturas de ácidos gordos safurados e
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insaturados toma-se possível (Haraldsson, 1984). A baixas temperaturas, os ácidos

gordos de cadeia longa (saturados e mono-insaturados), que possuem pontos de fusão

mais elevados, cristalizam e os ácidos gordos poli-insaturados permanecem no estado

líquido (Shúidi & Wanasundara, 1998).

A cristalização na ausência de solvente envolve o arrefecimento e agitagão

lentos; forma-se uma mistura de componentes sólidos e líquidos em que a fracção

líquida é enriquecida em PUFAs ro-3 (Shúidi & Wanasundara, 1998). Depois da

cristalização a fase sólida pode ser separada da líquida por um processo fisico.

O processo de cristalizaçáo a baixa temperatura também pode ser conduzido na

presença de um solvente/mistura de solventes seleccionado(s). Aliás, a cnstalizaçãa a

baixa temperatura foi desenvolvida para separar alguns triacilgliceróis, ácidos gordos,

ésteres e outos lípidos muito solúveis em solventes orgânicos a temperaturas acima de

0 oC, que se tornam moderadamente solúveis à medida que a temperafura baixa, até -80

oC (Shúidi & Wanasundara, 1998). Resumidamente, o processo consiste no

arrefecimento do óleo, ou dos ácidos gordos, num solvente durante um tempo específico

e na remoção da fracção cristalizada por filfração (Shúidi & Wanasundara, 1998). A

pÍesença do solvente influência o diagrama de fases e, por conseguinte, o resultado da

separação (Haraldsson, 1984). A solubilidade das gorduras em solventes orgânicos

decresce com o aumento da massa molecular da gordura e aumenta com o aumento da

insaturação da mesma tomando-se como regra que: enfre ácidos gordos saturados, os de

cadeia longa são menos solúveis que os de cadeia curta; os ácidos gordos saturados são

menos solúveis que os ácidos gordos monoenóicos e dienóicos de igual comprimento de

cadeia; os isómeros trans são menos solúveis que os isómeros crs e os ácidos gordos

não ramificados são menos solúveis que os ramificados (Shúidi & WanasundaÍa,

1ee8).

Os principais factores que afectam um processo de winterização são: a

composição do óleo, a temperatura de cristalização, a razáo óleolsolvente, a taxa de

arrefecimento do óleo e a mobilidade das espécies moleculares no óleo (López-Martínez

et al., 2004) sendo, portanto, necessiârio escolher o solvente apropriado e a temperatura

mais adequada para conseguir um bom rendimento em PUFAs co-3 (Shúidi &

Wanasundara, 1998). E ainda necessário seleccionar o método de arrefecimento já que

este detennina a forma e o tamanho dos cristais e, como tal, a eficiência da separação

das fracções líquida e cristalizada (Kreulen, 1976).
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Yokochi et al. (1990) estudaram o efeito das condições de winterização

(solvente, concentração de óleo no solvente e temperatura) na concenfração do óleo

extraído do fungo Mortiererella ramanniana em ácido y-linolénico (GLA). Obtiveram

uma eficiência de separagão superior (0,27) utilizando acetona como solvente, uma

concentração de óleo no solvente de LO%o (n/m) e uma temperatura de -20"C; nestas

condições, o teor em GLA aumentou de 5,7oÁ para 8,3%o do total de ácidos gordos. O

rendimento do processo de concenhação em GLA nos diferentes solventes (para

concentrações de óleo de 5-20% m/m) foi, por ordem decrescente: acetona (-2trC)> n-

hexano (-20"C)> acetona (4'C)> éter de petróleo (-20"C) (Yokochi et al., 1990).

A preparação de concenüados de PUFAs ro-3 a partir de óleo de baleia, na fonna

de triacilgliceróis ou ácidos gordos liwes, por cristalízaçáo a baixa temperatura

utilizando hexano e acetona como solventes, mostrou que o teor em PUFAs or-3 na

fracção não cristalizada, affientava com a diminuição da temperatura de cristalização e

que, a acetona permitia obter a maior concentração em PUFAs co-3 (na forma de

friacilgliceróis) para todas as temperaturas estudadas (Shúidi & Wanasundara, 1998).

A cristalização a baixa temperatura na forma de ácidos gordos liwes, a - 60 e -70 oC em

hexano, resultou num teor de PUFAs co-3 de 58,3 e 66,7yo com recuperações de

concentrado de 39,0 e 24,8Yo, respectivamente. Em acetona, o teor de PUFAs ro-3

atingiu os 56,7 e 46,8%o, mas as recuperações de concentrado foram de 15,9 e L2,9%o,

respectivamente (Wanasundara et al., 2002).

López-Martinez e colaboradores (2004) estudaram o enriquecimento em ácido y-

linolénico dos óleos de Echium fastuosum e Borago fficinalis para concentrações de

L0, 20 e 40oÁ (r/m) de óleo, à temperatura de 4oC, -24oC e -70"C usando hexano,

acetona, éter di-etílico, isobutanol e etanol como solventes e concluíram que o

rendimento em GLA era superior para a razáo óleo/solvente igual a l0Yo para todos os

solventes. Os melhores resultados foram obtidos com ácidos gordos livres de B.

ffinalis em hexano atingindo um máximo de 58,8% de GLA na fracção líquida. Para E.

fastuosum a concenfação mais elevada de GLA (39,9%) também foi obtida em hexano.

Dueppen et al. (2003) patentearam um processo de extracção e winterizaçio de

lípidos, obtidos apartr de sementes vegetais ou de origem microbiana, no qual um óleo

contendo predominantemente lípidos neutros e pelo menos um ácido gordo poli-

insaturado, é purificado por um processo em que os lípidos contactam com um solvente

polar, seleccionado de forma a que os contaminantes sejam menos solúveis nesse

solvente que o PUFA pretendido. O processo é conduzido a temperaturas baixas (-2 a
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2"C) para forçar a precipitação dos contaminantes. De acordo com os autores, a

cristalização dos lípidos de Schizochytrium sp. com cinco volumes de acetona seguida

de centrifugação pennite obter 4lYo de DHA, em yez dos 37%o obtidos no processo de

winterização standard.

A utilização da cristalização abaixa temperatura em solventes para concentrar os

ácidos gordos liwes obtidos a partir do óleo de boragem foi também descrita por Chen

& Ju (2001) que conseguiram aumentar o teor de GLA de 23,4 para 88,9%o com um

rendimento de 62Yo em condições optimizadas (utilizagão de uma mistura de 30%o de

acetonitrilo e 70%o de acetona como solvente, uma temperatura de operação de -80"C e

warazáo solvente/ácidos gordos livres de 30 mllg).

Embora paÍa a obtenção de fracções puras, sejam necessários viârios ciclos de

cristalização e separação (Haraldsson, 1984), trata-se um processo puramente fisico,

satisfatório em termos das actuais preocupações com a saúde e o ambiente (Timms,

2005), que requer um número mínimo de passos e equipamento simples (Schlenk,

1961). Por razões económicas e ecológicas, a cristalização na ausência de solvente

ocupa um lugar de destaque na indústria de óleos e gorduras (Gibon, 2005).

2.8.4.2 Complexação com ureia

As solugões de ureia cristalizam em estruturas com empacotamento tetragonal

formando canais de 5,67 À ar diâmetro (Shúidi & Wanasundara,1998;Linder et al.,

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

nruna estrutura hexagonal forrrando canais de 8-12 À de diâmetro que são

suficientemente largos para incluírem cadeias alifiáticas (Shahidi & Wanasundara, 1998;

Linder et al., 2004) (fig. 2l). Assim, a ureia pode ser utilizada para separar compostos

de cadeia linear de compostos de cadeiaramifrcada ou cíclica (Abu-Nasr et al., 1954).

Os compostos ocludidos ligam-se à ureia por forças de van der Waals, forças de

dispersão de London e atracções electroskáticas induzidas e mantêm-se unidos por uma

questÍÍo de forrra, tamanho e geometria (Robles Medina et a1.,1998; Molina Grima et

al., 1999b).
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Figura 21 - Formação de cristais de ureia na ausência e na presença de ácidos gordos de

cadeia longa (Shúidi & Wanasundara, 1998).

Quando a ureia cristaliza a partiÍ de uma solução de ácidos gordos com

diferentes comprimentos de cadeia e vários gÍaus de insaturação, os ácidos gordos

saturados e mono-insaturados (moléculas de cadeia longa e não ramificada) fonnam

complexos e os ácidos gordos poli-insaturados continuam em solução (Robles Medina

et al., 1998). Enquanto os ácidos gordos de cadeia linear com 6 ou mais átomos de

carbono são rapidamente complexados (Shúidi & Wanasundara, 1998), a presença de

ligações duplas na cadeia de carbono infroduz irregularidades estereoquímicas na cadeia

do ácido gordo que desequilibram as distâncias intermoleculares óptimas o reduzem as

forças atactivas responsáveis pela estabilização do composto de inclusão, diminuindo a

probabilidade de complexação com a ureia (Abu-Nasr et al., 1954; Robles Medina et al.,

1998). Os monoenos são mais facilmente complexados que os dienos que, por sua vez,

são mais facilmente complexados que os trienos (Shúidi & Wanasundara, 1998). Pelo

contrário, moléculas ramificadas, cíclicas ou de cadeia linear com menos de 6 a 8

átomos de carbono raramente formam complexos com a ureia (Hayes et al., 1998). Em

suma, a tendência dos ácidos gordos e ésteres para formarem complexos com a ureia

diminui com o aumento da insaturação e com a diminuição do tamanho da cadeia (Abu-

Nasr et a1.,1954).

Durante o processo de formação de compostos de inclusão de ureia, o óleo,

constituído maioritariamente por triacligliceróis, é separado nos ácidos gordos e

insaponificáveis, usando soluções alcoólicas de KOH ou NaOH; as vitaminas A e D e

os xenobióticos (ror exemplo, PCBs) e outros componentes indesejáveis são removidos.

Os ácidos gordos livres, misturados com a solução alcoólica (metanol ou etanol) de

a
{}
&
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ureia, são entÍío arrefecidos a uma temperatura específica dependendo do grau e

concentração desejado (Shúidi & Wanasundara, 1998). A selecção de processos de

arrefecimento mais lentos melhora a selectividade reduzindo o número de cristais

tetragonais de ureia pura que se formam (Hayes, 2006).

Os ácidos gordos saturados, monoinsaturados e, di-insaturados em menor

extensão, cristalizam com a ureia e podem ser separados por filtração (Shúidi &

Wanasundara, 1998; Wanasundara & Shúidi, 1999). A separação dos cristais de ureia

da fracção não complexada remove os ácidos saturados e mono-insaturados de cadeia

longa enriquecendo o exfiacto líquido em ácidos gordos insaturados (Wanasundara &

Shahidi, 1999;Zuta et a1.,2003).

Em alternativa o processo pode ser conduzido usando ésteres metílicos ou

etílicos emvez dos ácidos gordos liwes (Schlenk, 196l; Hayes et al., 1998; Shúidi &

Wanasundara, 1998). Cada uma das opções apresenta vantagens e desvantagens. Por

exemplo, os ácidos gordos são mais solúveis em álcool que os ésteres correspondentes.

Por este motivo, necessitam de um volume de álcool muito menor para processarnento.

Por oufio lado, se se escolher a forma de éster dos ácidos gordos o pÍrsso de re-

esterificação do concentado é eliminado (Shúidi & Wanasundara, 1998).

A técnica de complexação com ureia é muito utilizada na concenúação de

PUFAs com 4 ou mais ligações duplas porque pemrite o tratamento de grandes

quantidades de produto com equipamento simples, solventes mais biocompatíveis (tais

como etanol) e condigões suaves (temperatura arnbiente) (Robles Medina et al., 1998;

Zlta et aL., 2003; Hayes, 2006); a separagão é mais eficiente que nos métodos de

cristalização fraccionada ou extracção selectiva por solventes (Robles Medina et al.,

1998) e o processo é pouco dispendioso (Robles Medina et a1., 1998; Zuta et al., 2003).

Trata-se de uma técnica versátil em que as caracúerísticas do fraccionamento podem ser

alteradas por simples alteração 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 complexação com ureia proteja os ácidos e

ésteres insaturados da auto-oxidação e polimerizaçáo (Holman & Ener, 1954), a

formação de etil carbamato (um carcinogénico animal) por reacção do etanol com a

ureia, levanta preocupações em termos de saúde e também de impacto ambiental, à

aplicação 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 são os solventes preferidos para o fraccionamento,

sobretudo o primeiro, por permitir obter razões de concentração superiores (Robles

Medina et al., 1995b; Cartens et al., 1996), embora a sua utilização possa dar origem à

metilação, produzindo uma mistura de ácidos gordos liwes e ésteres metilícos

(Haagsma, 1982). A principal função do solvente é promover o contacto entre a ureia e

os ácidos gordos de fomra a induzir a fonnação dos complexos (Hayes et al., 2000). O

aumento da quantidade relativa de solvente diminui a temperatura necessária para

assegurar a solubilizaçáo da ureia e dos ácidos gordos; contudo, a formação de

complexos com a ureia (remoção de ácidos gordos liwes saturados) diminui lineannente

com a concentração de solvente (Hayes et a1.,1998). A formação de complexos com a

ureia também diminui com o aumento do teor em água do solvente (Hayes et al., 1998).

Durante a complexação, a concentração de ureia deve ser próxima da saturagão

já que a concenüação dos PUFAs recuperados diminui com o decréscimo da

concentragão de ureia (Robles Medina et al., 1998). Quando o solvente dos ácidos

gordos pode formar aductos com a ureia o seu equilíbrio de complexação compete com

a reacção pretendida e, portanto, deve evitar-se o uso de hidrocarbonetos de cadeia

longa ou de acetona (Robles Medina et al., 1998). A agitação aumenta o número de

enconffos entre a ureia e as moléculas de ácidos gordos durante a cristalização

permitindo que o cristal inclua as moléculas mais apropriadas (Guil-Guerrero & Belarbi,

2001).

A razáo miássica ureia/ácidos gordos também pode ser utilizada paÍa separar os

ácidos gordos de acordo com a sua insaturação. Quando se utilizam quantidades de

ureia insuficientes, os ácidos gordos competem entre si pela formação de complexos

com a ureia e a diferença de tendências de complexação pennite o fraccionamento

(Robles Medina et al., 1998). Ao estudarem a influência da razáo weia:ácidos gordos

(UIFA) na composição dos concentrados, obtidos a partfu de um extracto de ácidos

gordos de óleo de figado de bacalhau à temperatura de 4oC Robles Medina et al. (1995a)

verificaram que com uma razáo U:FA de 1:1 os ácidos gordos saturados eram

parcialmente eliminados enquanto a concentração dos monoinsaturados pennanecia

constante; com uma razão U:FA de 2:l os ácidos gordos monoinsaturados eram

parcialmente eliminados e, com wa razdo U:FA de 4:1 os ácidos gordos saturados e

monoinsaturados eram completamente eliminados.

A razáo mássica ureia/ácidos gordos e a temperatura são as variáveis mais

importantes que afectam a concentração de PUFAs. Assim, estas variáveis
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experimentais devem ser criteriosarnente controladas de forma a obter um conteúdo

máximo de PUFAs co-3 no concentrado com uma recuperação aceitável (rWanasundara

& Shahidi, 1999).

De acordo com Robles Medina et al. (1995b), a concentação e o rendimento em

PUFAs variam com a razão mássica ureia:ácidos gordos de forma diferente consoante a

gama de temperaturas estudada. Para temperaturas superiores a -12 oC a concenüação

de PUFAs aumentou com a razáo ureialácidos gordos. Uma razáo ureia/ácidos gordos

de 4:l mostrou ser a mais apropriada para concenfiar os ácidos SA (,Srearidonic Acid) e

DHA (Robles Medina et al., 1995b; Robles Medina et a1., 1998). Abaixo dos -12 oC o

factor de concentração e o rendimento diminuiram com o aumento da razão mássica

ureia/ácidos gordos, o que sugere que os PUFAs tarrbém complexam com a ureia

quando zujeitos a baixas temperaturas (Robles Medina et al., 1995a; 1995b; 1998).

A tendência para fomrar compostos de inclusão com a ureia aumenta com a

diminuição da temperatura e a temperatura óptima depende do PUFA em questÍÍo. Entre

os ácidos cD-3, o DHA enconha-se quase exclusivamente na fracção não complexada

com ureia em condições experimentais seleccionadas. O rendimento em PUFAs é

máximo para temperaturas próximas de 4oC sendo esta temperatura particularmente

adequada à concentação 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 é a tendência dos ácidos gordos para formar aductos com a ureia e,

consequentemente, os rendimentos em PUFAs são menores (Guil-GuelTero & Belarbi,

2001).

Ratnayake et al. (1988) consideraram que a remoção completa dos ácidos gordos

safurados por complexação com ureia é virtualmente impossível uma vez que alguns

ácidos gordos saturados de cadeia aberta não formam complexos com a ureia durante o

processo de cristalização.

O tratamento com ureia mostrou-se útil na obtenção de concentrados de EPA e

DHA a partir dos ácidos gordos livres de óleo de peixe e de microalgas (Ackman et al.,

1988; Cartens et al., 1996; Senanayake & Shúidi, 2000), de GLA a partir de amora

negÍa e boragem (Traitler et a1., 1988; Shimada et a1.,1998) e de ALA a partir de óleo

de linhaça (Swern & Parker, 1953) removendo os ácidos gordos saturados e

monoinsaturados (Hayes et al., 2000). As condições de complexagão e recolha de

PUFAs obtidas por vários autores são apresentadas na tabela 12, onde se pode observar
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que os factores de concentração são da mesma ordem de grandeza e tendem a diminuir

com o aumento da concentração do PUFA na solução inicial.

Giménez Giménez et al. (1998) utilizaram a complexação com ureia para

concentrar o EPA e AA obtidos por saponificação directa da biomassa de Porphyridium

cruentum; utilizaram uma razão ureia/ácidos gordos de 4:l (n/m) e temperaturas de

cristalização de 4oC e 28oC. Embora teúam obtido factores de concentração

semelhantes a ambas as temperaturas a recuperação foi superior à temperafura de 28oC

(67.7% e 61.8oÁ para o EPA e AA, respectivamente).

Wanasundara & Shahidi (1999) optimizaram as condições de produção de

concenüados de PUFAs r»-3 a partir de óleo de baleia e obtiveram, nas condições

optimizadas, 88.2 % de PUFAs ro-3 com uma razáo weia/ácidos gordos de 4,5, um

tempo de cristalização de 24 h e uma temperatura de cristalização de -10"C; a

recuperação foi de 2l,5Yo.

Senanayake & Shúidi (2000) concentraram DHA a partir do óleo extraído de C.

cohnii utilizando o fraccionamento com ureia e descreveram um enriquecimento em

DHA de 47,4yo pxa97,l oÁ comum rendimento de 32,5yo da massa do óleo original.

Chakraborty &, Raj (2007) utilizaram o fraccionamento com ureia para

concentrar o EPA presente no óleo de sardinha obtido por hidrólise química. Utilizaram

metanol como solvente, diferentes temperaturas de cristalizaçáo (2,4 e 6'C) e diferentes

razões ureia/ácidos gordos Q;1,3:l e 4:1 m/m). Obtiveram a maior concentração de

EPA (47,78Yo) para uma temperatura de cristalização de 4oC e uma ruzáo ureialácidos

gor de all @/m).
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2.8.4.3 Extracção supercrítica

A extracção supercrítica (Supercritical Fluid Extraction - SFE) é uma técnica de

separação em que o solvente é um fluido supercrítico (Supercritical Fluid - SF), cujo

poder de dissolução pode ser regulado aüavés do controlo da pressão e da temperatura

(Mendes, 1995).

Conhecem-se alguns gases que se comportam como solventes selectivos quando

a pressões superiores ao seu valor crítico (pressões na ordem de 1000 a 2000 psig)

(Shúidi & Wanasundara, 1998). A região na qual uma substÍincia existe como fluido

supercrítico é definida pela sua pressão cntica (Pc) e temperattra crítica (Tc). Na figura

22 representa-se o diagrama relativo ao CO2 e define-se a respectiva região critica.

sór.mo r,Íeurno FLT'IDO
supencnfrrco

l0?0 prig

Crítico

o
.61
(À
eÀ
c)fr
Êí

1

t
I
I
I
I

rri

cÁs
Ponto
Triplo

Figura 22 -Diagrarra de fases para o CO2, mosfrando a zona em que o fluido se enconffa em

condições supercríticas (adaptado de Shúidi & Wanasundara, 1998).

Os fluidos supercríticos possuem propriedades que os tornam solventes únicos.

O seu poder solvente é tanto maior quanto maior for a sua densidade, a qual aumenta

com a pressão para uma dada temperatura. Quando atingem densidades próximas das

dos líquidos, apresentam um poder solvente comparável a estes, com a vantagem das

suas viscosidades e difusividades serem intermédias entre as dos gases e líquidos. O

facto das viscosidades e das difusividades dos fluidos supercríticos serem menores e

maiores, respectivamente, que as dos líquidos poderá conduzir a uma maior eficiência

da SFE comparativamente à extracgão convencional com solventes. O facto da tensão

superÍicial dos SF ser muito pequena constitui uma vantagem adicional, já que facilita a

penetração dos mesmos nas estruturas microporosas (Mendes, 1995).

t

Temperatura
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Muitos dos solventes orgânicos utilizados no processo tradicional de extracção

são tóxicos e de dificil remogão dos extractos. Este facto tem consequências negativas

nos sectores alimentar, farrracêutico e cosmético e faz com que os produtos extraídos

utilizando estes solventes sejam zujeitos a exigências legais e regulamentares ao nível

quer da produgão quer da comercialização.

O COz pelo facto de não ser tóxico, nem inflamável, nem corrosivo, não ter

cheiro nem sabor, ser barato, inerte, facilmente removido dos exfractos e aceitável em

termos ambientais e, além disso, apresentar uma temperatura e pressão críticas

moderadas (31,1 "C e 1070 psig), que permitem fazer a extracção em condições que

limitam a auto-oxidação, decomposição e/ou polimeizaçáo dos PUFAs presentes no

óleo, é o fluido supercrítico mais utilizado na extracção de produtos biológicos,

farmacêuticos e alimentares (Mendes,1995; Robles Medina et al., 1998; Bemardo-Gil

eta1.,2002; Tanaka & Ohkubo, 2003; Tanaka eta1.,2004; Wisniak & Korin, 2005).

A qualidade dos produtos obtidos por extracção supercrítica é nonnalmente

superior à dos produtos obtidos pelos métodos convencionais porque, para além de

estarem livres de solventes orgânicos, também estiÍo liwes de metais pesados, nitratos e

pesticidas (Mendes, 1995).

Contudo, a utilização de COz como fluído supercrítico também apresenta

algumas desvantagens, nomeadamente: o equilíbrio de fases entre o solvente

supercrítico e o soluto pode ser muito complexo; o COz, sendo um composto não polar

apenas dissolve bem os compostos não polares; a adigão de cosolventes ao CO2 (para

alterar a sua polaridade) pode deixar resíduos desses solventes no extracto, sendo

necessário um processo subsequente de eliminação dessas impurezas; a adição de

cosolventes complica o scale-up; a utllização de altas pressões torna o equipamento

dispendioso e dificulta a introdução contínua de sólidos no extractor; os custos de

operação também são elevados (Bernardo-Gil et a1.,2002).

Na figura 23 encontra-se esquematizada uma unidade de exfacção supercrítica

úílizada em instalações laboratoriais.
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Figura 23 - Esquema de uma unidade de extacção supercrítica (Bemardo-Gil et a[., 2002).

As unidades de extracção normalmente utilizadas nos ensaios laboratoriais são

constituídas por: um reservatório de CO2, um permutador de calor para refrigeração do

CO2 (W1), uma bomba de pressão, um permutador de calor para aquecer o solvente até

à temperatura de extracção (W2), o extractor, a zona de recolha dos extractos, um

roÍimetro e um medidor de gás (Bernardo-Gil et a1.,2002).

O dióxido de carbono abandona o reservatório e passa por um permutador de

calor (W1) onde é anefecido desde a temperatura ambiente até próximo dos 278 K, para

garantir que eskí totalmente líquido à entrada da bomba. De seguida o COz é

comprimido pela bomba até à pressão de habalho e aquecido, no permutador W2, até à

temperatura de funcionamento (acima do ponto crítico e cujo valor depende do

composto a extrair) antes de dar enfrada no extractor, previamente canegado com o

material a extrair e que se encontra termostatizado. Depois de atravessar o leito sólido

no extractor, o CO2 sai pelo topo contendo uma determinada quantidade de soluto

dissolvido e passa pela zona de expansão e de recolha. A quantidade de extracto

depositada nos colectores é deterrrinada por pesagem. A tubagem em redor dos
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colectores é lavada com acetona ou hexano, dependendo dos produtos extraídos. Os

extractos obtidos são separados do solvente usando um evaporador rotativo de vácuo. A

quantidade de COz utilizada é deterrrinada atavés de um medidor de gás (Bernardo-Gil

eta1.,2002).

Com o objectivo de aumentar a solubilidade e/ou a selectividade pode ser

adicionado ao FSC um composto com pressão de vapor intermédia entre a dele e do

produto a extrair. Estes compostos, promotores da solubilidade, são referidos na

literatura como entrainers ou como cosolventes (Mendes, 1995). Entre as substâncias

mais utilizadas com este propósito enconta-se o metanol, o etanol, o acetonitrilo, a água

e o diclorometano em concentrações que variam de I a 30% (Wisniak & Korin, 2005).

A extracção supercrítica tem sido utilizada na extracção e produção de

concentrados de PUFAs a partir de peixe e crusüíceos (Yamagouchi et al., 1986;

Shúidi & Wanasundara, 1998).

O COz supercrítico foi considerado o melhor solvente para concentrar os ésteres

de PUFAs preparados a partir de óleo de peixe (Spinelli et al., 1987; Stout & Spinelli,

1987). A exúacção com COz supercrítico a pressões de 13,79-24,13 MPa e temperaturas

de 24-80 oC pennitiram separar os ésteres principalmente de acordo com o tamanho de

cadeia mas também, em menor extensão, de acordo com o grau e tipo de insaturaçÍio

presente. A temperaturas mais elevadas, o COz supercrítico tornou-se menos denso e a

solubilidade dos ésteres diminuiu. Os componentes de cadeia mais curta tornararn-se

mais solúveis que os de cadeia mais longa, aumentando a selectividade do processo

(Stout & Spinelli, 1987). A passagem de COz supercrítico pennitiu obter fracções

contendo 57-64 % de DHA elota,l9-23Yo de EPA a partir de uma mistura de ésteres de

óleo de peixe contendo 8-10% destes ácidos gordos (Stout & Spinelli, 1987).

Tanaka & Ohkubo (2003) exúaíram ovas liofilizadas de salmão com COz

supercrítico a pressões entre 9,8-31,4 MPa e temperaturas de 40-80oC para clarificar a

as condições de extracção e o comportamento dos lípidos em CO2 supercrítico.

Verificaram que a solubilidade dos hiacilgliceróis contendo DHA se altera

completamente com as condições de extracção. Registaram um aumento significativo da

concenfagão de DHA a 80 oC. A 60 e 40 "C a concentação de DHA a 17,7 MPa foi

significativamente inferior à obtida a 24,5 e 31,4 MPa. A 17,7 INíPa a concentração de

DHA aumentou com a temperatura de exúacção. A24,5 MPa a concentração de DIIA a

80'C foi significativamente mais baixa que a 40 e 60 oC.
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Nos últimos anos tem havido um interesse crescente na utilizaçáo da extracção

supercrítica como método para preparar produtos bioquímicos de elevado valor

acrescentado a partir de algas. A técnica tem sido uttlizaÁa na obtenção de lípidos,

ácidos gordos tais como o EPA e carotenóides tais como o p-caroteno (Wisniak &

Korin, 2005), compostos que podem facilmente ser degradados já que são sensíveis ao

calor, à luz e ao oxigénio.

Perritti et al. (2003) extraíram o óleo de Isochrysis galbana Parke com COz

supercrítico a diferentes temperaturas e pressões utilizando etanol como cosolvente.

Obtiveram rendimentos de 4-10%o em lípidos com CO2 a 690 bar e 40oC e rendimentos

de 5-l lYo com COzletanol, inferiores aos obtidos na extracção com clorofórmio/etanol

rlr (vlv) (rs-28%).

Sendo um procedimento relativamente dispendioso, a aplicação da exüacção

supercrítica em alternativa à extracção da biomassa húmida de algas, só pode ser

considerada para produtos de elevado valor acrescentado (Wisniak & Korin, 2005).

Nos processos de extracção por fluidos supercríticos, a sepaÍação dos solutos

faz-se por despressurização e/ou arrefecimento do fluido (que passa à fase gasosa),

seguida da recolha dos solutos exfraídos e os custos de recompressão do fluido paÍa a

fase supercrítica são elevados (de Moura eta1.,2007).

A associagão do processo de extracção por fluidos supercríticos com a separação

por membranas permite integrar a reacçáo de extracgão pelo CO2-supercrítico e a

separação selectiva pela membrana, atÍavés da frltração da mistura supercrítica (COz-

supercrítico * solutos extraídos), sem necessidade de expansão do flúdo supercrítico

(de Moura et a1.,2007). Esta associação traduz-se numa importante economia energética

(custos de recompressão) (de Moura et aI.,2007).

Serrade et al. (1998) utilizaram a associação da extracção de COz-SC e a

separação através de membranas de nanofiltração no fraccionamento de triacilgliceróis

de óleo de peixe.

A associação do processo de extracção por fluidos supercríticos com a separação

por membranas constitui uma ferramenta de grande impacto económico e ambiental e

pode ser considerada uma tecnologia limpa e segura quando comparada com processos

que envolvem extracção e puriÍicação com solventes orgânicos (de Moura eta1.,2007).
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2.8.4.4 Métodos enzimáticos

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) podem catalisar a

esterificação, a hidrólise ou a pennuta de ácidos gordos em ésteres (Langholz et al.,

1989; Yadwad et al., 1991). O sentido e a eÍiciência da reacção podem ser determinados

pela escolha das condições experimentais (Yadwad et al., l99l). A reacção é reversível

e, em condições de baixo teor de água, a enzima funciona no sentido inverso, isto é, o

da síntese de uma ligação éster (Miller et al., 1988).

Na figura 24 representam-se esquematicamente as reacções catalisadas por

lipases (hidrólise, esterifi cação e interesterificação).

Reaccão de Hidrólise

o
il

n-c-o-n" + Ho -.,)

o
il

n.c.otr

o
II

I'-c.o-R'

+ HO,H

Reaccão de EsteriÍicacão

o
il

a-c-oü{ + HO-R,

Reacção de IntesteriÍicação

Acidólise (reacção de éster com ácido)

o
il

B,-C-O-n'

o
H

+ &-c-olt

o
lr

+ Rr-e-O-t' +

+ Ieo

ü
lr

t{-c-()H

HO-nr

Alcoólise íreaccão de éster com álcool)

o
il
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o
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Transesterificacão íreaccão de éster com

oGoo
rlHlrll

&-c-o-&' + &-c-o-Rr' -) &- c-o-&' + trr- c-o-&'

Figura 24 Representação esquemática das reacções de hidrólise, esterificação e

interestificação catalisadas por lipases (Carvalho et al., 2003).
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A utilização de enzimas na produção de PUFAs co-3 apresenta vantagens sobre

os métodos tradicionais (separação cromatografica, destilação molecular, etc.) que, por

envolverem valores de pH extremos e temperafuras elevadas, podem destuir

parcialmente os PUFAs ro-3 cis por oxidação, por isomeizaçáo cis-trans, por migração

de duplas ligações (Wanasundara & Shúidi, 1998a; Haraldsson, 2001) ou

polimerização (Haraldsson, 2001). As reacções enzimáticas, pelo facto de utilizarem

condições suaves (temperaturas inferiores a 50oC, pH 6-8 e menos produtos químicos)

constifuem uma alternativa promissora aos métodos tradicionais (Wanasundara &

Shúidi, 1998a; Gámez-Meza et a1.,2003) que pode também poupar energia e aumentar

a selectividade (Wanasun dara & Shahidi, I 998a).

A velocidade das reacções enzimáticas é afectada por diversos factores,

incluindo: (i) a natureza da er:zmra (actividade, posição e especificidade para o

substrato, etc.); (ii) a concentraçáo e razáo dos reagentes; (iii) a composição dos óleos

ou mistura de ácidos gordos; (iv) se é utilizado um solvente orgânico e qual a sua

natweza; (v) o teor em água e o sistema de eliminação de água; (vi) temperatura; (vii)

método de agitagão e (viii) tipo de reactor (Robles Medina et al., 1998).

Hidrólise

Num processo de hidrólise típico a enzima é dissolvida num tampão apropriado

ao qual o óleo é adicionado. A mistura é então agitada a uma determinada temperatura.

Retiram-se amostras, em intervalos de tempo fixos, até que a percentagem de hidrólise

pretendida seja atingida e adiciona-se álcool para desactivar a erzim4, titula-se a

amostra para determinar o conteúdo de ácidos gordos livres e, desta forma, determina-se

a percentagem de hidrólise (Shúidi & Wanasundara, 1998).

Nos últimos anos tem sido dada muita atenção às lipases microbianas para

produção de concenüados de PUFAs r»-3 na forma de acilgliceróis por hidrólise de

óleos marinhos (Hoshino et al., 1990; Yadwad et al., l99L; Tanaka et al., 19921'

Shimada et al., 1994; Maehr et aI., 1994). A hidrólise total ou parcial dos triacilgliceróis

dá origem a diacilgliceróis, monoacilgliceróis, glicerol e ácidos gordos liwes (Carvalho

et a1.,2003).

Bottino et al. (1967) elucidaram o mecanismo de resistência às lipases por parte

dos PUFAs ro-3 presentes nos óleos marinhos. A presença de ligações duplas em

configuração cis nos ácidos gordos impõe "curvaturas" nas cadeias de átomos de
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carbono e estas fazem com que o temrinal metilo do ácido fique próximo da ligação

éster impedindo estereoquimicamente as lipases. A presença de 5 ou 6 lições duplas no

EPA e DHA, respectivamente, aumenta o impedimento estereoquímico e impede as

lipases de atingir a ligação éster destes ácidos gordos ao glicerol. Pelo contrário, os

ácidos gordos saturados e monoinsaturados não apresentam impedimento

estereoquímico e podem ser facilmente hidrolisados. Assim, a selectividade das lipases

para o EPA e DHA tem permitido obter concentrados destes ácidos a partfu de óleos

marinhos (Shahidi & Wanasundara, 1998).

Yadwad et al. (1991) utilizaram uma lipase de Rhizopus niveus para concentar

em DHA óleo de peixe. Partindo de óleo de figado de bacalhau, com um teor de DHA

de 9,64Yo (n/m) obtiveram um teor de DHA de 29,17%o (n/m) na fracção dos

monoacilgliceróis e teores de 5,72,9,95 e l5,l6yo nas fracções dos ácidos gordos liwes,

triacilgliceróis e diacilgliceróis, respectivamente.

Tocher et al. (1986), partindo do pressuposto de que o EPA e DHA se

localizavam preferencialmente na posição sn-2 dos fosfolípidos de peixe, descreveram a

preparação de PUFAs co-3 utilizando fosfolipase A2 e ovas de bacalhau; obtiveram um

produto com 24 e 40 Yo (do total de ácidos gordos livres) em EPA e em DHA,

respectivamente.

Os acilgliceróis são considerados uma forma mais favorável em tennos

nutricionais que os ésteres metílicos dos ácidos gordos por se ter observado, em estudos

laboratoriais com animais, uma fraca absorção intestinal de ésteres alquilo

(Wanasundara & Shúidi, 1998a; Wanasundara eta1.,2002).

Tanaka et al. (1992) úilizaran 6 lipases microbianas (Candida cylindracea,

Aspergillus niger, Pseudomonas sP., Rhizopus delemar, Rhizopus iovanicus e

Chromobacterium viscosum) para hidrólise de óleo de peixe e de óleo de atum. Após

hidrólise, obtiveram um aumento de três vezes no conteúdo inicial de DHA na fracção

não hidrolisada do óleo de peixe e um aumento de 25 para 53oÁ de DHA

(aproximadamente duas vezes) na fracção dos acilgliceróis, usando lipase de Candida

cylindracea.

Hoshino et al. (1990) também testaram viírias lipases na hidrólise selectiva de

óleo de figado de bacalhau e de óleo de sardinha. Obtiveram os melhores resultados

(teor em PUFAS ro-3 mais de duas vezes superior ao do óleo original) com a lipase de

Candida cylindracea e com a lipase l,3-específica de Aspergillus niger. Os autores

estudaram também o efeito da temperatura (15-40'C) na concentração de PUFAs ro-3
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tendo verificado que as temperaturas mais baixas, apesar de não melhorarem a

concentação, preveniam o aparecimento de odores indesejáveis.

A lipase de Geotrichum candidum também produziu acilgliceróis enriquecidos

em EPA e DIIA. Shimada et al. (1994) trataram óleo de atum (30,3% DHA e 8,2Yo

EPA) com esta enzima e com lipase obtida de Candida cylindracea. Afravés de viários

ciclos consecutivos de hidrólise, a enzima de Geotrichum candidum deu origem a

acilgliceróis contendo 46,6yo de DHA e l0,9Yo de EPA, enquanto a lipase de Candida

cylindracea produziu acilgliceróis contendo 58,5yo de DHA e 7,1 Yo de EPA (não

concentrou o EPA). Além disso, o teor de triacilgliceróis nos acilgliceróis produzidos

com lipase de Geotrichum candidum (85,5%) foi superior ao obtido com Candida

cylindracea (74,2%).

Wanasudara & Shahidi (1998a) estudaram o enriquecimento em PUFAs or-3 nos

óleos de baleia e de menhaden por hidrólise enzimática. Testaram as lipases

microbianas (Aspergillus niger, Mucor miehei, Rhizopus oryzde, Rhizopus niveus,

Candida cylindracea, Chromobacterium viscosum, Geotrichum candidum e

Pseudomonas sp.) e verificaram que todas as lipases aumentavam o teor em PUFAs ro-

3 nos acilgliceróis de ambos os óleos. Ao fim de 40 h de hidrólise com lipase Candida

cylindracea, obtiveram concentrações de PUFAs ro-3 no óleo de baleia de 43,5Yo (9,75

yo EPA, 8,6lyo DPA e 24,0 yo DHA) e de 44,10Á no óleo de menhaden (l8,5Yo EPA,

3,620/0 DPA e 17,3yo DHA). Contudo, para o óleo de menhaden, os melhores resultados

em termos de PUFAs ro-3 (aumento de 30oÁ para 44,6yo de PUFAs ro-3) e de DHA

(aumento de L0,l%o para 23,5Yo) fora:n obtidos com lipase Rizopus orlze, no mesmo

tempo de hidrólise. Os autores constataram também, em ambos os óleos, uma

diminuição do teor em EPA no decurso da reacção de hidrólise quando utilizavam

lipase de Rizopus oryzay e atribuíram este facto a runa possível especificidade da

enzimapara a cadeia acilo deste ácido gordo.

Wanasudara & Shúidi (1998b) optimizaram as condições de produgão de

concentrados de ácidos gordos co-3 a partir de óleo de baleia e de menhaden por

hidrólise enzimáúica com lipase de Candida cylindracea e obtiveram máximos de

PUFAs ro-3 de 54,3 yo no óleo de baleia (concentração de enzima de 308 U/g óleo, 40 h

e 37 'C) e de 54,5 % no óleo de menhaden (340Ulg óleo, 45 h e 38 "C).

Carvalho et al. (2002) testaram quatro lipases microbianas na produção de

concentrados enriquecidos em PUFAs ro-3 na fracção não hidrolisada dos acilgliceróis

t40



de óleo de sardinha do Brasil. Obtiveram os melhores resultados com lipase de Candida

cylindracea com a qual obtiveram um aumento do teor de DHA de 10,2%o (no óleo

original) para 22,5 oÁ, ao fim de 16 h de reacção à temperatura de 35"C.

Huang et al (2002) descreveram a preparação de acilgliceróis ricos em DHA a

partir dos óleos de Schizochytrium limacinum SR2l e Thraustochytrium sp. utilizando

lipase de Candida ragosa. Utilizando 800 unidades/g óleo de Schizochytrium, durante

24 h e à temperatura de 37oC verificaram que a percentagem de DHA nos acilgliceróis

aumentou de 40,50Á para 67,3Yo. A lipase também se mosftou efrcaz para aumentar a

percentagem de DHA nos acilgliceróis de Thraustochytrium. Neste caso, a percentagem

de DHA na fracção dos acilgliceróis passot de 30,7%o para 63,00Á.

Gámez-Meza et al. (2003) utilizaram a hidrólise errzimáúrca de óleo de sardinha,

seguida de complexação com ureia, para obter concenhados de EPA e DHA. Paru a

hidrólise, testaram cinco lipases comerciais de Pseudomonas (3 imobilizadas e 2

solúveis) e obtiveram maior percentagem de hidrólise (8l,5yo e 72,3%o do teor inicial no

óleo de sardinha paÍa o EPA e DHA, respectivamente) com PS-ü (uma lipase obtida de

Pseudomonas sp. imobilizada numa cerârnica quimicamente modificada) ao fim de 24

h. Concluíram que a actividade hidrolitica das enzimas dependia não só da sua origem,

(espécie de Pseudomonas) mas também a sua preparação (livre ou imobilizada).

EsteriÍicação

A reacção de esterificaçáo é a reacção inversa da hidrólise do acilglicerol

correspondente. A relação entre a velocidade da reacção directa (hidrólise) e inversa

(esterificação) é normalmente controlada pelo conteúdo em água do meio reaccional

(Carvalho et al., 2003). Osada et al. (1990) utilizararn as lipases Chromobacterium

viscosum e Candida qtlindracea para esterificação directa de glicerol com ácidos

gordos, incluindo EPA e DHA. Os melhores resultados foram obtidos com a lipase

Chromobacterium viscosum (rendimentos de reacção de 89-95%). Com a lipase de

Candida cylindracea os autores obtiveram rendimentos deTl-l1Yo para todos os ácidos

gordos testados, à excepção do DHA para o qual o rendimento da esterificação foi de

63%.

Li & Ward (1993b) descreveram a síntese enzimâtica de acilgliceróis a partir de

glicerol e de um concenüado de PUFAs ro-3 em solvente orgânico. Obtiveram melhores

resultados com as lipases de Pseudomonas sp. e de Mucor miehei utilizando iso-octano

e hexano como solventes. Os produtos da reacção eram constifuídos por uma mistura de
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monoacilgliceróis, diacilgliceróis, triacilgliceróis e ácidos gordos livres sendo a

quantidade de triacilgliceróis formada inferior à de monoacilgliceróis e diacilgliceróis.

Ao fim de 24 h e com a lipase de Pseudomonas sp. a concentração de mono, di e

triacilgliceróis atingiu 23,8, 40,6 e 18,1o/o, respectivamente, contendo a fracção dos

monoacilgiceróis 33,5yo de EPA e 42,5%o de DHA, a a fracção dos diacilgiceróis 33,8yo

de EPA e 44,7%o de DHA e a fracção dos triacilgiceróis 36,5yo de EPA e 40,40Á de

DHA.

Robles Medina et al. (1999) obtiveram 93,5 yo de triacilgliceróis contendo

25,7yo de EPA e 44,7 % de DHA usando óleo de figado de bacalhau em condições

optimizadas. Nas mesmas condigões, obtiveram 89,3 yo hiacilgliceróis (com 45,6 oÁ de

EPA e 43,4yo de AA) usando óleo da microalga Porphyridium cntentun, em meio

reaccional orgânico e a lipase NOVOZYM 435 de Candida antarctica para catalisar a

reacção.

Foglia & Sonnet (1995) aumentaram a concentragão de ácido y-linolénico de

24,9o/o em relação ao total de ácidos gordos de óleo de boragem paru7l,8oÁ na fracção

de ácidos gordos não esterificados com butanol, após 48 h de reacção catalizada por

lipase de Geotrichum candidum.

Shimada et al. (1997) descreveram um processo de concenfração de DHA por

esterificação dos ácidos gordos liwes, obtidos a partir de óleo de atum, com l-decanol

na presença de lipase de Rhizopus delemar. Em condições optimizadas, 72Yo dos ácidos

gordos liwes foram esterificados e 84%o do DHA foi recuperado na fracção não

esterificada. O teor de DHA na fracção dos ácidos gordos aumentou de 23 para73%. A

repetição do processo de esterificação permitiu atingir um teor de DHA de 89% com

uma recuperação de 7l %o emrelação ao inicial.

A esterificação de ácidos gordos liwes obtidos a parti de vários óleos de peixe

(atum, aÍenque, sardinha, etc.) com glicerol, catalisada por lipase de Rhizomucor miehei

imobilizada, na ausência de solvente e em condições de deficiência de átgaa, resultou

numa separação eficiente do EPA e do DHA (Halldorsson et al., 2003). Por exemplo,

quando os ácidos gordos liwes de um óleo de atum com 5% EPA e 25%o DHA foram

esterificados com glicerol, os autores obtiveram uma conversão de 90% em

acilgliceróis, ao fim de 48 h. Os ácidos gordos livres residuais continham 78Yo de DHA

e apenas 3o/o de EPA; a recuperação de DHA foi de 79%o e a recuperação de EPA, na

fracção do acilglicerol, foi de9lo/o.
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Ramírez Fajardo et al. (2006) aumentaram o teor de EPA nos exhactos de ácidos

gordos livres obtidos a partir de um óleo comercial (43,10Á EPA) e de um óleo de

Phaeodactylum tricornutum (23,0% EPA) por esterificação etzlmática. Testaram nove

lipases e, apesar de todas concentrarem o EPA na fracaão não esterificada, a lipase

obtida de Pseudomonas fluorescerzs mostrou-se superior. Em condições optimizadas, o

EPA foi concentrado a 72%o e 7l%o no óleo comercial e no óleo de Phaeodactylum

tricornutum, respectivamente com rendimentos de recuperação de 73 e 75,5%o,

respectivamente.

InteresteriÍicação

Na reacgão de interesteriÍicação, o hiacilglicerol reage com um ácido gordo, um

álcool ou outro éster, dá origem a um rearranjo na distribuição dos ácidos gordos do

triacilglicerol e forma-se um novo triacilglicerol, com propriedades fisicas e químicas

diversas (Carvalho et al., 2003). O processo de interesterificação é utilizado para

modificar a estrutura e a composição de óleos e gorduras de modo a melhorar as suas

propriedades fisicas e nutricionais (Basheer et al., 1995).

A concentração de âgr:a é de importância crucial na detenninação do equilíbrio

químico das reacções efectuadas em sistemas com solventes orgânicos. Uma elevada

concenhação de água no meio reaccional desloca o equilíbrio no sentido da hidrólise e

um baixo teor de água desloca o equilíbrio no sentido da interesterificação; a

concentração óptima deve ser suficientemente baixa para minimizar a ocorrência de

produtos de hidrólise e suficientemente elevada para que a er:zima manteúa a sua

actividade (Basheer et al., 1995).

Haraldsson et al. (1989) prepararam triacilgliceróis enriquecidos em PUFAs ro-3

(70%) e, em particular, em DHA (48%) e EPA (12%) por interesterificação de óleo de

figado de bacalhau com concentrados de ácidos gordos livres ou dos seus ésteres,

catalisada por uma lipase l,3-específica obtida de Mucor miehei imobilizada. Esta foi

também a enzima utilizada por Yamane et al. (1992) para preparaÍ óleo de sardinha e

óleo de figado de bacalhau modificados contendo 25% de EPA e 40%o de DHA por

acidólise enfre óleo e ácidos gordos liwes, na ausência de solvente.

Haraldsson & Thorarensen (1999) utilizaram a lipase 1,3 regioespecifica de

Rhizomucor miehei imobilizada para catalisar a reacçáo de acidólise da 1,2-diacil-sn-

glicero-3-fosfatidilcolina com PUFAs n-3 na ausência de solvente e obtiveram

fosfolípidos com teores de32oÁ de EPA e 160Á DHA.
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Haraldsson et al. (1997) transesteriflrcaÍam óleo de peixe com etanol em

condições anidras com 17 lipases diferentes. Entre as lipases estudadas verificaram que

as obtidas a partir de Pseudomonas aptesentavam uma elevada actividade para os ácidos

gordos safurados e monoinsaturados presentes no óleo de peixe e, simultaneamente,

uma actividade muito baixa para o EPA e para o DHA. Partindo de um substrato de

triacilgliceróis de óleo de peixe (contendo l5Yo de EPA e 90Á de DHA), obtiveram uma

conversão de 50%o em ésteres etílicos em 24 h e à temperatura de 20oC. Os ácidos

gordos saturados e monoinsaturados reagiram deixando os PUFAs co-3 na mistura

residual de mono, di e triacilgliceróis. Esta mistura era constituída por

aproximadamente 50Yo EPA+DHA, sendo arecuperação de DHA e EPA superior a 80 e

90oÁ, respectivamente.

Da ffansesterificação de óleo de atum (contendo 6% de EPA e 23% de DHA)

com etanol, catalisada por lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em condições

anidras, resultou uma conversáo de 65Yo êm ésteres etílicos, ao fim de 24h (Haraldsson

& Kristinsson, 1998); a mistura de acilgliceróis residual continha 49% de DHA e 60/o de

EPA sendo a recuperação do DHA de 90Yo na mistura de acilgliceróis e a de EPA de 60

%o nos ésteres etílicos. Estes resultados foram, no entánto, inferiores aos obtidos por

esterificação directa dos ácidos gordos liwes obtidos a partir do mesmo óleo de atum

nas mesmas condições. Nesse caso, atingiu-se uma conversão de 68%o ao fim de apenas

8 h, sendo a mistura residual constituída por 74oÁ de DHA e apenas 3Yo de EPA. As

recuperações de DHA e EPA foram de 83 e 87%o, respectivamente (Haraldsson &

Kristinsson, 1998).

A reacção de interesterificação também tem sido utilizada para enriquecer óleos

vegetais em PUFAs com interesse nutricional. Li & Ward (1993a) descreveram a

incorporação de PUFAS ro-3 (obtidos por fratamento de óleo de figado de bacalhau com

ureia) em seis óleos vegetais (milho, soja, colza, azeite, amendoim e girassol) catalisada

por lipase de Mucor miehei imobilizada. Verificaram que a incorporação de EPA era

sempre superior à de DIIA variando a primeira de 7,24%o a 14,53%o e a segunda de 2,7Yo

a 6,47%o do total de ácidos gordos.

A incorporação de PUFAs ro-3 em óleo de soja após transesterificação catalisada

por lipase de Candida cylindracea deu origem triacilgliceróis com 34,7yo e 32,9Yo de

EPA e DHA, respectivamente (Huang & Akoh, 1994).

Akoh et al. (1996) incorporaram mais de 43% de EPA no óleo de Primavera-

das-Boticas por interesterificagão com lipase de Candida antarctica. Anteriormente, a
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transesterificação da trilinoleína com ésteres etílicos de EPA e de DHA usando lipase de

Candida antarctica e de Mucor miehei permitiu obter 81,4%o e 79.6Yo de EPA e 79,7 e

70,5o/o de DIIA, respectivamente ( Akoh et a1., 1995).

Ramírez Fajardo et al. (2003) utilizaram lipases imobilizadas, obtidas de

Rhizomucor mieihei e de Alcaligenes sp., para enriquecer óleo de palma em PUFAs ro-3.

Os autores estudaram as reacgões de acidólise e interesterificação em hexano. Após 24 h

de incubação com lipase de Rhizomucor mieihei, por acidólise, tinha sido incorporado

20,8yo de EPA e 15,60/o de DHA no óleo de palma. Percentagens de incorporação

superiores (29,6% de EPA e 20,80Á de DHA) foram obtidas utilizando concenfrado de

óleo de peixe (rico em PUFAs ro-3) na fonna de ésteres etílicos (reacção de

interesterificação) e lipase de Rhizomucor mieihei.

Garcia et al. (2008) enriqueceram lecitina com ácidos gordos ro-3 (concentrado

de óteo de peixe saponificado) por acidólise catalisada por fosfolipase Al imobilizada.

Obtiveram os melhores resultados para lulrrn razão molar 1:8 (lecitina:total de ácidos

gordos), 24h, 50"C, sem adição de água. Nestas condições, aproximadamente 35Yo do

total de ácidos gordos esterificados eram da família ro-3 (EPA, DPA ou DHA).

Senanayake & Shahidi (2007) modificaram óleo de foca (Phoca groenlandica)

rico em PUFAs ro-3 por incorporação de ácido láurico (12:0), um ácido gordo saturado

de cadeia média, facilmente absorvido ahavés do tracto gastrointestinal e com funções

anti-virais e anti-bacterianas enfie outras. A reacção de acidólise foi catalisada por

lipases de Mucor miehei e Condida antarctica e a incorporagão de 12:0 foi de 29,7%o ao

frmde24h.

2.8.4.5 Métodos CromatográÍicos

É possível separar os ácidos gordos de acordo com o seu número de átomos de

carbono e/ou de acordo com o seu gÍau de insaturação, utilizando suportes apropriados

(Shúidi & Wanasundara, 1998). A cromatografra líquida de alta eÍiciência (High

Pedormance Liquid Chromatography -HPLC) (Pemrt, 1988; Shúidi & Wanasundara,

1998) e as resinas cromatográficas com prata (Adlof & Emken, 1985; Guil-Guerrero et

al., 2003) têm sido utilizadas na preparação de concentrados de PUFAs ro-3.

145



HPLC

Embora a cromatografia gasosa esteja mais divulgada como técnica de análise de

ácidos gordos, a cromatograÍia líquida de alta eficiência apresenta, em relagão a ela,

algumas vantagens: (i) permite analisar rapidamente compostos não-voláteis, iónicos e

termicamente lábeis; (ii) pode-se fazer facitnente o scale-up a um nível preparativo;

(iii) os componentes separados podem ser facilmente recolhidos e recuperados da fase

móvel; (iv) estão disponíveis vários solventes e empacotamentos para colunas que

permitem análises selectivas; (v) moléculas como triacilgliceróis, podem ser separadas e

estudadas individualmente, (vi) ésteres oxidados e polimerizados, não detectados por

cromatografia gás-liquído, podem ser detectados por refractometria em HPLC (Robles

Medina et a1., 1998).

A separagão de ácidos gordos baseada em HPLC utiliza tipicamente a

cromatografia de adsorção com nitrato de prata ou a cromatografia de partição de fase

reveÍsa.

HPLC com nitrato de prata

Os ésteres metílicos dos ácidos gordos de cadeia longa podem ser separados com

base no número, posição e configuração geoméfrica das ligações duplas com uma

coluna com nitrato de prata, ácido silicíco (Scholfield, 1979) ou sílica impregnada com

nitrato de prata (Ozcimder & Hammers, 1980).

A HPLC de argentação é um método semi-preparativo que permite o

fraccionamento nípido de ésteres de ácidos gordos com hês a seis ligações duplas e que

se baseia na formação de um complexo de transferência de carga entre o ião prata e as

duplas ligações. Quanto maior for o número de ligações duplas, mais fortemente o ácido

é retido e maior é o tempo de eluição (Robles Medina et al., 1998). Outra aplicação

importante deste tipo de cromatografia é a separação de isómeros geométricos cls e

trans. Os isómeros trans são eluídos antes dos isómeros cis correspondentes, devido aos

menores efeitos estereoquímicos e ao facto das ligações duplas cis formarem complexos

mais estáveis com o ião prata (Robles Medina et al., 1998).

Moffat et al. (1993) separaram triacilgliceróis ricos em PUFAs de óleo de

sardinha por HPLC de argentação. A primeira região do cromatograma era constituída

por triacilgliceróis contendo apenas ácidos gordos saturados e um, dois ou três ácidos

monoenóicos; a segunda região continha proporções crescentes de PUFAs incluindo

EPA e DHA e a terceira região continha triacilgliceróis muito insaturados.
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HPLC de fase reversa

Qualquer técnica cromatográÍica em HPLC envolve a partição de um soluto

entre a fase estacionária e a fase móvel. A designação "fase reversa" significa que a fase

móvel é mais polar que a fase estacionária (Christie, 2006).

As fases estacionárias mais utilizadas consistem em grupos octadecilsilil ("C18"

ou "ODS") ligados a urna superficie de silanol por ligações covalentes, embora fases em

C8 teúam vindo a gaúar importÍincia (Aveldano et al., 1983; Christie, 1989).

A separação dos ésteres dos ácidos gordos depende do tamanho de cadeia e do

grau e tipo de insaturação (Robles Medina et al., 1998; Christie, 1998). O tempo de

retenção aumenta com o aumento do tamanho de cadeia. Devido às interacgões entre a

fase móvel (polar) e as duplas ligações os ácidos gordos ou ésteres com maior número

de ligações duplas apresentam tempos de retenção menores (Robles Medina et al.,

1998). Os isómeros cis e trans têm sido separados com sucesso utilizando HPLC de fase

reversa devido ao impedimento estereoquímico eluente-ligação dupla em configuração

cis. Os isómeros cls são eluídos primeiro que os correspondentes isómeros trans

(Robles Medina et al., 1998).

Nas separações por fase reversa, os ácidos gordos liwes separam-se mais

rapidamente lma vez que são mais polares que os corespondentes ésteres (mais

fortemente retidos). Assim, para separação de misturas complexas, a forma de ácidos

gordos livres é preferível (Robles Medina et a1., 1998).

A escolha do solvente paraa separação dos ésteres de ácidos gordos depende da

pnÍezapretendida para as fracções eluídas, da sua utilização final e das necessidades de

produção (Shúidi & Wanasundara, 1998).

As fases móveis mais utilizadas são misturas metanol-água e acetonitrilo-água

nas quais a proporção da fase orgânica varia de 60 a l00oÁ. As separações com

acetonitrilo demoram mais tempo e alguns ácidos gordos podem ser dificeis de

dissolver neste solvente (Aveldano et al. 1983). Contudo, o acetonitrilo parece ser mais

selectivo que o metanol e dá origem a picos mais finos, provavelmente devido à sua

menor viscosidade. Atendendo à necessidade de utilizar solventes mais biocompatíveis

podem utilizar-se misfuras etanol-água, mas o fluxo deve ser menor que no caso das

misturas metanol-água ou acetonikilo-água (Robles Medina et al., 1998).

Os métodos de purificação baseados na cromatografra líquida de alta eficiência

permitem atingir purezas elevadas (tabelal3). Contudo, os rendimentos obtidos pela
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maioria dos autores são baixos. A obtenção de baixos rendimentos é problemática

sobretudo porque os concentrados de PUFAs são obtidos a partir de fontes dispendiosas.

CromatograÍia de coluna aberta

A cromatografia em coluna de ácido silícico é um método rápido de separação

de triacilgliceróis e é aplicável a preparações em grande escala (Hayashi & Kishimura,

1ee3).

A técnica tem sido utilizada para separar ffiacilgliceróis a partir de um exfracto

lipídico bruto, de acordo com as diferenças de insaturação (Robles Medina et al., 1998).

Triacilgliceróis ricos em EPA foram obtidos a partir de vieiras (Patinopecten

yessoensis), sardinhas (Sardinops melanosticta) e lulas (Todarodes paciJicus) utilizando

esta técnica e 50Á de éter dietílico em hexano (v/v) como eluente (Hayashi & Kishimura,

1993). Os autores obtiveram cinco a seis fracções em que a última apresentava teores

elevados de EPA (47,1- 57,7yo no caso das vieiras e 31,8-39,70á no caso das sardinhas e

das lulas).

A cromatografia de fase reversa em coluna aberta é mais bxata que a HPLC de

fase reversa (Robles Medina et al., 1998). Cohen & Cohen (1991) obtiveram EPA com

uma pureza superior a 93%o a partir de uma mistura de ésteres metílicos de ácidos

gordos da fracção dos glicolípidos de Poryhyridium cruentun; quando a aplicação da

cromatografia de fase reversa foi precedida de um tratamento com ureia 85% do EPA

foi recuperado com uma pureza de 97,3Yo

A cromatografia em coluna aberta tem, no entanto, a desvantagem de consumir

grandes quantidades de solventes de HPLC (Robles Medina et al., 1998), de

elevadíssimo gfiru de pureza, e, por isso, de custo muito elevado.

CromatograÍia de camada Íina

Trata-se de uma excelente ferramenta paÍa a análise qualitativa dos componentes

presentes nos óleos marinhos mas que é exfremamente morosa quando utilizada paÍa a

quantifi cação desses componentes (Borch-Jensen & Mollerup, 1996).

Shanta & Ackman (1991) descreveram um método cromatográfico de camada

fina, exequível e barato, paÍa a concentração de PUFAs de cadeia longa obtidos a partir

de alimentos e lípidos marinhos e demonstraram a separação preferencial dos ésteres

metílicos de C20 e C22 dos saturados, monoinsaturados e diinsaturados de cadeia mais

curta.
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Nakamura et al. (1996) utilizaram a cromatografia de camada fina para separar

os PUFAs e estimar o seu teor nos lípidos de organismos aqúticos. Utilizaram placas

comerciais de sílica gel e z-hexanoléter etílico/ácido acético (95:5:l v/v) como solvente.

A cromatografra de camada fina é mais um método analítico; são necessárias

muitas placas para obter quantidades apreciáveis de PUFAs purificados por esta técnica

(Robles Medina et al., 1998).

CromatograÍia com fluidos supercríticos

Os ésteres etílicos dos ácidos gordos são solúveis, para concenffações até l0%o

em massa, em COz a 230 bar e 80"C e, poÍ isso, a cromatograÍia com CO2 supercrítico

constitui um método atractivo para produzir ésteres de EPA e DIIA de elevada pweza

utilizando um eluente que não é tóxico nem inflamável(Alkio eta1.,2000). A utilização

de um eluente supercrítico pennite também aumentar a velocidade de separação e

assim, utilizar equipamento mais compacto, comparativamente com a utilização de

eluentes líquidos (Alkio et al., 2000).

O COz supercrítico é um eluente não polar que pode ser utilizado com fases

estacioniírias como a sílica. Contudo, devido à reduzida polaridade dos esteres dos

ácidos gordos, a retenção em sílica é fraca e conduz a separações parciais enfre os

ésteres de EPA e DHA (Alkio et a1.,2000). Fases reversas tais como octadecilsilano

(ODS) melhoram a resolução dos ésteres dos ácidos gordos e foram utilizadas na

separação dos ésteres dos ácidos gordos do óleo de atum. Alkio et al. (2000) obtiveram

concentrados de ésteres de DHA com purezas superiores a 95Yo num único passo

cromatográfico utilizando COz como fase móvel a 65"C e 145 bar e uma fase

estacionária de fase reversa do tipo sílica-octadecilsilano.

Berger et al. (1988) separaram ésteres metílicos de ácidos gordos ro-3 utilizando

cromatografia de fase reversa Cl8-sílica e COz como eluente. PaÍtindo de um

concentrado com I4,8 yo (rrlm) de EPA e 73%o (r/m) de DHA, obtiveram três fracções

com concentrações EPA/DHA (em percentagem mássica) de 54,8126,7; 2,7178,0 e

18,7178,8.

Pettinello et al. (2000) fraccionaram uma mistura contendo 68Yo de ésteres

etílicos de EPA obtidos a parti de óleo de peixe numa coluna de adsorção utilizando

COz como solvente supercrítico. À escala laboratorial obtiveram 95Yo de ésteres etílicos

de EPA com um rendimento de llYo (n/m) e verificaram que a pureza descia parag0Yo
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para rendimentos de 43%. i\ escala piloto, obtiveram uma pureza de 93Yo e um

rendimento de24,6Yo.

2.8.4.6 Métodos baseados na solubilidade de sais

A solubilidade dos sais dos ácidos gordos em solventes orgânicos depende da

naixeza do ião metiílico, do comprimento da cadeia do ácido gordo, do número de

ligações duplas do ácido gordo, da temperatura, ente outros factores (Robles Medina et

al., 1998).

O método mais utilizado baseia-se na solubilidade dos sais de lítio em acetona e

álcool. Os sais de lítio dos ácidos gordos poli-insaturados são solúveis em 95oÁ de

acetona enquanto os sais dos ácidos gordos menos insaturados são insolúveis e podem

ser separados (Robles Medina et al., 1998).

Os sais de sódio dos ácidos gordos podem ser separados atendendo às diferengas

das respectivas solubilidades em etanol. O processo baseia-se na diferença de

solubilidade dos sais de sódio de ácidos gordos em etanol à temperatura arnbiente.

Quanto maior for o número de ligagões duplas, e menor for o comprimento de cadeia

para o mesmo grau de insaturação, maior é a solubilidade de um detenninado ácido

gordo (Guil-Guenero et a1.,2007). Utilizando este método Guil-Guerrero et al. (2007)

obtiveram l7,8yo de pureza e 77,6Yo de rendimento em EPA e 33,3 e 82,2%á paÍa a

pllrÍeza e rendimento em DHA a partir do óleo de figado de tubarão (Isurus oryrinchus).

De acordo com os autores o processo é nápido e versátil, facilmente adaptavel à

concenhação de PUFAs de óleos de peixe com perfis de ácidos gordos distintos tendo

sido testado um aumento de escala (300 vezes) no qual o teor e o rendimento em EPA e

DHA foram similares aos obtidos à escala analítica. O método constitui uma alternativa

aos métodos de inclusão de ureia (de eficiência comparável) com vantagens em ternos

de seguranga e bio-compatibilidade (Guil-Guerrero et a1.,2007).

Chen & Ju (2000) utilizaram as diferenças de solubilidade dos sais dos ácidos

gordos em solvente para concentrar em EPA e DHA os ácidos gordos liwes obtidos por

saponiÍicação de óleo de menhaden (Brevoortia). Obtiveram 6a% (m/m) de EPA e

DHA e um rendimento de 41,50Á utilizando um volume total de ll2 r.:,L constituído por

88,1% de acetona, l0,0yo de ácidos gordos liwes e L,85oÁ NaOH 15N à temperatura de

30oC, durante th.
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Rubin (2004) patenteou um processo que permite obter EPA e DHA puros a

paÍtir de uma mistura enriquecida nos dois, obtida a partir de óleo de peixe. Os ácidos

gordos são separados recorrendo à formação de sais de magnésio em acetona. Como o

sal de magnésio do DHA é muito mais solúvel em acetona que o correspondente sal de

EPA, a separação torna-se possível. Arefecendo a solução contendo os dois sais, o sal

de EPA precipita e pode ser separado. Acidificando a solução de cada um dos sais

obtém-se o ácido gordo correspondente.

Quando uma solução saponificada é arrefecida, os sais alcalinos dos ácidos

gordos menos insaturados cristalizam mais rapidamente que os sais dos ácidos gordos

mais insaturados (contendo quatro ou mais ligações duplas). O método permitiu

concentrar o EPA e o DHA presentes no óleo da sardinha em2,3 vezes. Comparando a

composição em ácidos gordos dos concenúados obtidos a partt dos sais alcalinos de

óleo de sardinha a diferentes temperaturas de cristalízaçáo e taxas de arrefecimento,

verificou-se que estes factores tinham pouca influência quer no teor de EPA e DHA,

quer no rendimento obtido. Com base nestes resultados, a úllização de temperafuras

próximas da temperatura ambiente constitui uma escolha óbvia para a produção de

concentrados de PUFAs co-3 em grande escala (Shúidi & Wanasundara, 1998).

2.8.4.7 Destilação

A destilação é um processo de separação de misturas líquidas que se baseia nas

diferenças nos pontos de fusão e massa molecular dos ácidos gordos sob pressão

reduzida (Shúidi & Wanasundara, 1998).

Geralmente utiliza-se a destilagão fraccionada dos ésteres metílicos a pressões

reduzidas (0,1-1,0 mmHg) mas, mesmo nestas condições, são necessiírias temperaturas

relativamente elevadas que tornam os ácidos gordos mais insafurados, sobretudo os

PUFAs co-3, mais susceptíveis à oxidação, polimeização e isomerização de duplas

ligações (Shúidi & Wanasundaru,1998; Wanasundara et a1.,2002).
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2.8.4.8 Separação por iodolactonização

O método baseia-se no princípio de que ataxa de formação da iodo yJactona

derivada do DHA, é significativamente superior à da fomração da ôJactona derivada do

EPA (Robles Medina et al., 1998) e permite separar o DHA e o EPA de uma mistura de

ácidos gordos.

Wright et al. (1987) e Corey & Wright (1988) descreveram um procedimento

que permite isolar DHA e EPA a partir de óleo de Íígado de bacalhau. O processo

envolve: (D saponificação e exüacgão dos compostos neufros e da matéria

insaponificável; (ii) remoção dos ácidos gordos saturados e monoinsaturados por

precipitação dos respectivos sais de lítio em acetona; (iii) iodolactonização em

tetrúidrofurano utilizando iodo e iodeto de potrássio para formação da iodo y-lactona

derivada do DHA e da ô-lactona derivada do EPA; (iv) extracção da y-lactona como

produto neutro. A y-lactona é depois tatada com iodotrimetilsilano para obter o ácido

pretendido. O EPA pode, posteriormente, ser separado a partir da mistura residual. Isso

requer a redução selectiva da ôlactona derivada do EPA na presença de iodo yJactona

para obter EPA puro a partir do concentrado de ácidos gordos. A acidificação e

extracção dos ácidos gordos que não reagiram dá origem a uma mistura de PUFAs

enriquecida em EPA. Esta mistura é sujeita a iodolactonrzaçáo em tetrúidrofurano

utilizando iodo e iodeto de pouássio em excesso. Obtém-se uma mistura de iodolactonas

derivadas do EPA e do DHA residual. A mistura é tatada com iodotrimetilsilano sendo

a ô-lactona derivada do EPA preferencialmente clivada, dada a maior estabilidade da 7-

lactona. Após reacção da maior parte da ô-lactona a mistura é tatada de forma a obter

EPA puro (Wright etal.,1987; Corey & Wright, 1988).
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Abstract In this work, carob pulp syrup was used as

carbon source in C. cohnii fermentations for docosa-

hexaenoic acid production. In preliminary experiments
different carob pulp dilutions supplemented with sea salt
were tested. The highest biomass productivity (a mg/lh)
and specific growth rate (0.04/h) were observed at the
highest carob pulp dilution (1:10.5 (v/v), corresponding

to 8.8 g/l glucose). Ammonium chloride and yeast

extract were tested as nitrogen sources using different
carob pulp syrup dilutions, supplemented with sea salt as

growth medium. The best results were observed for
yeast extract as nitrogen source. A C. cohnii fed-batch
fermentation was carried out using diluted carob pulp
syrup (1:10.5 v/v) supplemented with yeast extract and
sea salt. The biomass productivity was 420 mg/lh, and
the specifrc growth rate 0.05/h. Under these conditions
the DHA concentration and DHA production volu-
metric rate attained 1.9 gll and 18.5 mg/lh respectively
after 100.4 h. The easy, clean and safe handling of carob
pulp syrup makes this feedstock a promising carbon
source for large-scale DHA production from C. cohnii.
In this way, this carob industry by-product could be
usefully disposed of through microbial production of a
high value fermentation product.
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Introduction

The therapeutic importance of rrl-3 polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) has been demonstrated by exten-
sive clinical and epidemiological studies. Docosahexa-
enoic acid (DHA), along with eicosapentaenoic acid
(EPA) which are the most important ar-3 PUFAS, are

known to provide the health benefits associated with
the consumption of certain marine fish and their oils.

DHA accumulates in the membranes of human ner-
vous, visual, and reproductive tissues and is also the
most abundant fatty acid in the grey matter of the
brain. In addition, DHA is considered to be particu-
larly important in infant nutrition and brain develop-
ment and it is also involved in anticholesterolaemic
and anti-inflammatory activities (Jiang et al. 1999;

De Swaaf et al. 2003a). The traditional source of
PUFAs, fish oil, is a limited resource and its compo-

sition and quality are variable. Moreover, fish oil
contains among others large quantities of saturated and

a-6 fatty acids making concentration and purification
time-consuming and expensive. The peculiar taste and

odor limit the use of fish oil as a source of DHA.
Considerable evidence has indicated that o-3 fatty
acids in fish oils actually derive from zooplankton that
consume algae. Therefore, microalgae are considered
among the most promising sources of DHA.

Attempts have been made to produce DHA pho-

toautotrophically by growing microalgae in photobi-
oreactors, but it is difflcult to achieve high biomass
concentrations and high DHA productivities. This is

due to two unsolved problems, namely light limitation
and oxygen accumulation, in photoautotrophic culture
(Molina et al. 2001). Heterotrophic growth of micro-
algae eliminates the requirement for light and so offers
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the possibility of greatly increasing algal cell density
and productivity on a large-scale. Screening of micro-
algae for heterotrophic production potential of DHA is
therefore of great significance.

DHA is the characteristic PUFA of the marine
dinoflagellates. Crypthecodinium cohnii is a non-
photosynthetic, heterotrophic marine dinoflagellate in
which 16:0 and DHA fatty acids predominate. Usually,
nearly 25-60% of its constituent fatty acids is 22:6
(a;-3) fatty acid and no other PUFAs are present in
excess of 1% (Tuttle and Loeblich 1975), making DHA
separation and concentration easy and cheap. This
characteristic makes the DHA production from this
micro-organism very attractive particularly for phar-
maceutical applications since the inclusion of a PUFA
as a drug component requires its purif,cation to over
95% (Ratledge 2004).

To be or remain competitive and to enlarge the
application areas, the production costs of microbial
DHA have to decrease (De Swaaf and Sijtsma 2004).
Growth conditions such as temperature and medium
composition have a crucial influence on C. cohnii
growth and DHA production as the micro-organism
usually modify its biochemical composition in response
to environmental changes (Jiang and Chen 2000a). The
contribution of the culture medium cost to the overall
production cost is rather important, as suggested pre-
viously by several authors (Borowitzka 1992). In most
of the documented commercial cultivation processes,
glucose is used as the carbon and energy source, as it
represents an easily accessible feedstock for many
industrial fermentation processes and is usually ob-
tained in the form of glucose syrups, from the hydro-
lysis (chemical as well as enzymological) of corn starch
(Sijtsma et al. 200.5). However, alternative carbon
sources such as acetic acid and ethanol for C. cohnii
growth and DHA production enhancement have been
studied (De Swaaf et al. 2003a; De Swaaf et al. 2003b).
Despite the high DHA productivities obtained from
these feedstocks, acetic acid in large-scale fermenta-
tions requires careful handling, as any spillage or
contact with the skin must be dealt with promptly.
Moreover, high capital investment and maintenance
costs should be considered for fermentation hardware
when dealing with a corrosive feedstock such as acetic
acid. Ethanol flammability makes this feedstock
unsuitable when stored and transported around a
production site in its undiluted form. In addition,
processes using ethanol may need to be continuously
scrutinized by regulatory authorities to prevent the use

of the ethanol for purposes other than for which it was
intended. This may place unwanted restrictions on its
suitability as a fermentation feedstock (Sijtsma et al.

â Springer
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200-5). Therefore, alternative easy handling carbon
sources for C. cohnii DHA large-scale production
should be found.

The carob tree (Ceratonia siliqua Z.) is a leguminous
plant, which has been widely cultivated in Mediterra-
nean countries for years. The seeds of carob (10% of
the fruit dry weight) produce 72o/o of. the world market
of gum and are widely used in the food industry. The
pulp (the other 90 % of the fruit dry weight) contains
high content of sugar (sucrose, glucose and fructose)
and tannins and low content of protein and fat, which
limits its application as animal feed. However the high
sugar content is easily extractable making this material
eligible for the production of syrups that can be used as

substrate for fermentation (Roseiro et al. 1991; Petit
and Pinilla 1995). In this way, this carob industry by-
product could be utilized through the production of
high value fermentation products.

In the present work carob pulp syrup was used as

carbon source tn C. cohnii fermentations. Preliminary
experiments were carried out in order to determine the
carob pulp syrup dilution and nitrogen source that
allowed the highest DHA production. The best culture
formulation was then used in a fed-batch fermentation
in order to enhance the DHA production by this
marine heterotrophic microalga.

Materials and methods

Organism

Crypthecodinium cohnii CCMP 31.6 was obtained from
the Provasoli-Guillard Center for Culture of Marine
Phytoplankton (CCMP) Culture Collection (Maine,
USA) and was maintained in axenic conditions by
subculturing every two weeks in f/2+NPM medium
(Guillard 1960; Guillard and Ryther 1962; Guillard
1975) supplemented with glucose (6 gll).

Carob pulp syrup extraction

Distilled water was added to carob pulp (1:2 w/w) and
the extraction was carried out in an orbital shaker
(HT, UK), at 150 revlmin for 6 h at 50"C. The sus-
pension was then pressed and squeezed. The superna-
tant was frltered and centrifuged at 8900 x g for 20 min
at 4C using an Avanti J-25 I centrifuge (Beckman
Coulter, Fullerton, USA). Finally, the liquid fraction
was acidified to pH 2 wiÍh concentrated sulfuric acid
(Merck, Darmstadt, Germany), in order to promote
sucrose hydrolysis, and stored at -18"C.
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Glucose and fructose concentrations in the initial
and diluted carob syrup were determined by high
performance liquid chromatography (HPLC).

Preliminary experiments

Different dilutions (1:10.5 v/v; 1:6.5 v/v and l:3.25 vlv)
of the mother carob pulp syrup were prepared and

used as C. cohnii growth medium supplemented with
25 g sea salt/I. Nephelometer flasks (250 ml) containing
40 ml of these culture media were inoculated (10% v/v)
and incubated at 27"C L20 rev/min, pH 6.5. For each

synrp dilution, two different nitrogen sources usually

used in C. cohnii growth media were tested: 0.05 g of
ammonium chloride/l (in order to maintain the molar
equivalence with respect to nitrogen concentration of fl
2+NPM medium) and 5 g of yeast extract/l (according to
De Swaaf et al. 1999). The optical density was followed.
The microalgal biomass was harvested at the early

stationary phase, centrifuged, freeze-dried and stored at

-18"C for further fatty acid analysis. For each syrup

dilution, two replicates were carried out.

Bioreactor fermentations

The fermentations were carried out in a cylindro-con-
ical 2-l fermenter (SGI, Toulouse, France), equipped
with one 6-blade Rushton disk turbine. Starting culture
volume was L.25 l. Temperature was kept constant at

the optimal growth temperature (27"C) by means of a
constant flow from a water bath through the glass

cylinder jacket. Sterile air was added at the aeration
rate of 1. vlvlm (75 yh). One drop of silicone (Merck,

Darmstadt, Germany) 0.00 5% (w/v) was added as

antifoam agent. pH was measured using a steam-ster-

ilizable electrode (Mettler Toledo (Columbus, USA))
being controlled automatically through the addition of
2 M NaOH and 2 M HCl, on demand, to 6.5 + 0.L. In
order to minimize the viscosity effects caused by

extracellular polysaccharides produced by C' cohnii,
enhancing oxygen mass transfer at the same time, a
commercial hydrolytic enzyme Glucanex@ (Novozyme,
Denmark) was added (0.5 g/l) as previously suggested

by de Swaaf et al. (2003a).

Crypthecodinium cohnii sampling was carried out
at least three times a day. The culture samples

(in duplicate) were centrifuged in a refrigerated
centrifuge (Koolspin Burkard Scientific, Uxbridge,
UK) and the pellet was freeze-dried and stored under
N2 atmosphere at -L8'C for further analysis.

The starting culture medium composition was as

follows: sea salt 25 gll;yeast extract 2 g/l; mother carob

syrup LL9 ml (in order to assure a L:10.5 v/v dilution)'

The inoculum volume (10% v/v) was previously grown

in the same culture medium in order to shorten the lag

phase.

The stirring rate (10G{00 rev/min) was manually

increased whenever the DOT was below 40%. Pulses

of diluted carob syrup were added whenever the dis-

solved oxygen increased above 70Y".

Dry cell weight measurements

Cell concentration (optical density) in the nephelom-

eter flask experiments was determined at 540 nm. Cell
dry weight was estimated from optical density by a

calibration curve.
In fed-batch fermentation, biomass, expressed as dry

cell mass, was measured gravimetrically on 5 ml of
culture samples (in duplicate), from which cells were

harvested and dried for 24 h at 100'C.

Determination of specific growth rate

Specific growth rate was determined by plotting the

natural logarithm of biomass concentration against

time. Readings within the exponential phase were then
used to obtain correct values of the specific growth rate

by linear regression (Jiang and Chen 2000b).

Methyl ester preparation and analysis

Fatty acid extraction and preparation of methyl esters

were carried out according to Lepage and Roy (1986)

with modifications. Freeze-dried samples of C. cohnii
(100 mg) were transmethylated with 2 ml of methanoU

acetyl chloride (95:5 v/v) and 0.2 ml heptadecanoic

acid (5 mg/ml, Nu-Check-Prep, Elysian, USA) as

internal standard. The mixture was sealed in a light-
protected Teflon-lined vial under nitrogen atmosphere

and heated at 80"C for t h. The vial contents were then

cooled, diluted with 1 ml water and extracted with 2 ml
of n-hexane. The hexane layer was dried over Na2SOa,

evaporated to dryness under nitrogen atmosphere and

redissolved in hexane, which contained the methyl es-

ters. The methyl esters were then analysed by gasJi-

quid chromatography, on a Varian (Palo Alto, USA)
3800 gas-liquid chromatograph (USA), equipped with
a flame ionization detector. Separation was carried out
on a 0.32 mm x 30 m fused silica capillary column
(film 0.32 pm) SupelCowax 10 (SupelCo, Bellafonte,
PA, USA) with helium as carrier gas at a flow rate of
3.5 mUmin. The column temPerature was programmed

at an initial temperature of 200"C for 8 min, then

increased at 4'Clmin to 240C and held there for
16 min. Injector and detector temperatures were 250

Q spri"g.t
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and 280"C respectively and split ratio was 1:50 for
5 min and then 1:10 for the remaining time. The col-
umn pressure was L3.5 psi. Peak identification and re-
sponse factor calculation were carried out using known
standards (Nu-Chek-Prep, Elysian, USA). Each sam-
ple was made in duplicate and injected twice.

Results and discussion

Preliminary experiments

Selection of the optimsl carob pulp dilution

C. cohnii was able to grow on diluted carob syrup
supplemented with sea salt (Fig. 1a, b). The initial
glucose and fructose concentrations in the mother
carob syrup extract were 92.2 g/l and 73.3 gl, respec-
tively. The highest biomass concentration (0.4 g/l) was
obtained at the highest dilution syrup (1:10.5 v/v)
(Fig. la). In the syrup dilution range studied, the
higher the carob syrup concentrations, the lower the
maximum specific growth rate observed (Fig. 1b). The
highest specific growth rate (0.04/h) was obtained at
the highest carob pulp syrup dilution (dilution 1:10.5 v/
v, corresponding to 8.8 gl of glucose) suggesting that
at lower carob pulp syrup dilutions, C. cohnil growth
was inhibited. The highest DHA percentages of TFA
were also observed at this carob pulp syrup dilution
(1:10.5 v/v, Table 2). As C. cohnii CCMP 3L6 growth
was inhibited at glucose concentrations higher than
30 gil (unpublished data), it was suggested that the
carob pulp syrup components other than glucose could
also contribute to the microalgal growth inhibition at
low syrup dilutions. In fact, organic acids and tannins,
which are present in high concentrations in the carob
pulp have been reported as potential microbial growth
inhibitors (Albergaria et al. 1999).

Selection of the best nitrogen source

The effect of different nitrogen sources (yeast extract
and ammonium chloride) on C. cohnii growth and fatty
acid composition was then studied in nephelometer
flasks containing diluted carob pulp syrup supple-
mented with sea salt (Tables 1,2). The highest specific
growth rate (0.04/h) was obtained once again at the
highest carob syrup dilution (1:10.5 v/v), when yeast
extract was used as nitrogen source (Table 1).

When 5 g of yeast extract/l were added to the
diluted carob syrup (1:10.5 v/v), the DHA percentage

--.- Diluted caÍob syÍup 1:10.5 + Dilutod caÍob syrup.l:6.5 (vfu)
(v/v) (8.8 g/l glumse) (17.S gú gtucosê)

+ Diluted carob syÍup t:3.25
(v/V) (26.3 gfl gtucose)

(a) o.s

0.1

0.0
20 60 100 120

tirflê (h)

(b)o.o+

10 15 20 25
lnital glucos concentration in the caÍob pulp syÍup (gn)

30

Fig. 1 Effect of the carob púp syrup dilution ot C. cohnii
CCMP 316 growth in nephelometer flask. (a) Time course of the
biomass concentration at different carob pulp synrp dilutions
(the corresponding glucose concentration is in brackets). Plotted
data represent the average of two independent replicates.
Biomass standard deviations did not exceed 107o. (b) Effect of
the carob pulp syrup dilution (expressed as glucose concentra-
tion) on the maximum specific growth rate

of TFA was 63.1.o/" (Table 2), and the DHA production
volumetric rate (rpsa) attained 1.33 mg/lh, which were
higher than the DHA production resulting from the

Table 1 Effect of the nitrogen source on the C. cohnii CCN.{P 316
maximum specific growth determined in nephelometer flasks
containing carob pulp at different dilutions. Data represent the
average of two independent replicates

,u-,* (/h) Carob
pulp syrup dilutions

Nitrogen sources

0.4

ã o.s
oo6
E
.9o 0.2

40

0.03

§ o.os
g

! o.o,
i
eo 0.02
E

,& oo'

0.01

0.00

Yeast
extract

Ammonium
chloride

1:10.5 (v/v) (8.8 g glucose/l)
1:5.3 (v/v) (L7.5 g glucose/l)
1:3.5 (v/v) (26.3 g glucose/l)

0.04
0.02
0.02

0.03
o.o2
0.01
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Table 2 C. cohnii CCMP 316 fats acid composition at different carob pulp synrp dilutions supplemented sea salt and different

nitrogen sources (yeast extract and ammonium chloride)

% of TFA (mean + STD)Medium
formulation

syrup
dilution
(*/w) l2:0 14:0 16:0 18:0 18:1 22:5a3 22:6,o3 ESFAs XMUFAs EPUFAS

1:10.5
(8.8 cn
glucose)

1:6.5
(t7.s ett
glucose)

l:3.25
(26.3 stt
glucose)

CPS + AC

CPS
CPS + YE
CPS + AC
CPS
CPS + YE
CPS + AC
CPS

CPS + YE
3.0 + 0.3

1.1 + 0.4
1.2 + 0.2
1.5 + 0.2
1.7 + 1.2
9.0 + 1.2
3.1 + 0.9
3.6 + 0.3

9.4 + 2.6
8.3 + 0.8

ll.6 + 1.2
11.1 + 0.9
18.8 + 2.5
10.7 + 1.4
L1.5 + 0.9

205 + 2.0
16.4 * 0.6
19.6 + 0.8
24.8 r L.4
20.3 t 0.2
19.7 + 0.7
19.4 + 1.0

7.1 t 0.2
2.6 t 0.2
3.1 + 1.5

9.8 + 2.I
5.0 + 1.8
7.0 + 0.0
6.5 t 0.1

12.2 t0.8
8.0 + 0.3

10.1 + 1.0
13.5 t 1.8
9.3 + 1.3

ll.7 + 0.2
L1.1 + 0.3

1.7 + 0.2
0.5 + 0.1
1.0 t 0.8
1.9 + 1.4
0.7 + 0.6
1.4 + 0.1

2.4 t 0.2

48.0 + 4.2
63.1 + 1..8

52.9 t2.6
37.3 + 7.2
36.8 + 0.7
46.J + 2.7
45.4 + l.l

38.1
28.s
36.0
47.3
53.1
40.6
4t.t

t2.2
8.0

10.1
t3.5
9.3

7L.7
IL.T

49.7
63.6
53.9
39.2
37.6
47.7
47.8

46.22.6+0.7 19.3+1.3 21.2+0.7 6.9+0.8 12.3+0.3 1.7+0-2 44.5+L.7 4t.5
19.9+0.4 23.1 +O.3 S.S+0.1 74.3+O.l 1.9t0.1 37.2r.0.5 46.5 14.3

12.3
39.t

The carob synrp dilution is also expressed as glucose concentration. Data are expressed as mean + STD of, at least, four injections (two

independent replicates injected twice)

ESFAs: Sum of saturated fatty acids (total); EMUFAs: Sum of monounsaturated fatty acids (total); EPUFAs: Sum of polyunsaturated

fatty acids (total)

Legend: CPS: Carob pulp syrup; YE: yeast extract; AC: ammonium chloride

0.05 g/l of ammonium chloride addition (DHA per-
centage of TFA = 52.9"/o and rppq = 0.59 mglh)'
Therefore, yeast extract was selected for further bio-
reactor experiments. For the other syrup carob pulp
dilutions, there was no additional benefit on C. cohnii
DHA production resulting from the nitrogen source
additions.

Bioreactor experiments 40 60

Timê (h)
80 'r00 120

E,

6
E
.9o

i15.0

40.0

35.0

30.0

25.0

20.o

't5.0

10.0

5.0

0.0
20

It has been reported that C. cohnii shows growth inhi-
bition at glucose concentrations higher than 20 g/l (Jiang

and Chen 2000b). For this reason, fed-batch cultivation
should be preferred over batch cultivation for C. cohnii
DHA production enhancement. In fed-batch cultures

additional substrate is supplied to the fermenter at a rate

such that the concentration of the substrate remains
below the level at which it would begin to inhibit the

growth (Sijtsma et al. 2005). A C. cohnii fed-batch cul-
tivation using the optimal carob pulp syruP dilution
(1:10.5 v/v, corresponding to a glucose concentration of
8.8 gl) supplemented with sea salt and yeast extract was

carried out (Fig. 2). Growth was exponential with an

estimated specific growth rate of 0.05/h. The biomass
concentration attained 42.0 gl after 1ü).4 h, corre-
sponding to a biomass volumetric production rate of
418 mg/lh (Table 3).

Regarding C. cohnii fatty acid composition (Table 4)

the major fatty acid was DHA, comprising -48o/o of
TFA. The DHA percentage of biomass, DHA con-

centration and DHA productivity attained 4.4% 1'.9 gl
and L8.5 mg/lh respectively, after 100.4 h. The amount

Fig.2 C. cohnii CCMP 316 fed-batch fermentation in a 2-l
fermenter using carob syrup as carbon source (dilution 1:10.5 v/
v) supplemented with yeast extract 2 g/1. Plotted datâ rePresent

the average of two independent replicates. Biomass standard

deviations did not exceed 107o

of lipid has been calculated from the total amount of
fatty acids and the internal standard (De Swaaf et al.

1999). In this work, the TFA percentage of biomass,

TFA concentration and TFA Productivity were 9.2o/o,

3.9 Ell and 38.8 mg/lh respectively, at the end of the

fed-batch fermentation. Overall these results were

higher than those reported by De Swaaf et al. (2003a)

wherein a C. cohnii fed-batch fermentation lasting

120 h was feed by a medium containing glucose as main

carbon source (50% w/v) (Table 3).
As DHA is a high-value product, the price of raw

materials should not be a major concern. Acetic acid

(340 €/tonne) and ethanol (300 €/tonne) have been

used as carbon sources in C. cohnii fed-batch cultiva-
tions, yielding lower biomass productivities although
higher DHA productivities, comparing to glucose

â Spring.t
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Table 4 Fatty acid composition of C. cohnii CCMP 316 grown in
a 2-l bioreactor containing diluted carob pulp syrup (1:10.5 v/v)
supplemented with 2 g yeast extract/l and 25 g sea salUl, after
100.4 h of growth

Fatty acids % of TFA

l2:0
L4:0
16:0
18:0
18:1
22:5,ll.3
22:6,lo3
ESFs

1.7 + 0.8
8.2 + 2.2

21.8 + 2.4
7.6 + 0.8

10.5 + 0.3
2.1 t 0.6

48.0 + 5.1
39.4
10.5
50.1

!MUFAs
!PUFAs

(De Swaaf et al. 2003a; De Swaaf er al 2003b; Sijtsma
et al. 2005) (Table 3). However, the handling problems
of these carbon sources as feedstock in large-scale fer-
mentations mentioned above, makes carob pulp syrup, a
cheap carob industry by-product (105 €/tonne), an
attractive feedstock to be used in DHA large scale
production from C. cohnii due its easy, clean and safe
handling. In addition, although carob pulp syrup results
from a previous extraction step, such a process is inex-
pensive and results in minimal waste as the resulting
waste can be utilized in the production of other products
(Petit and Pinilla 1995). Moreover, the use of carob pulp
as feedstock of high value fermentation products may be
a useful way of disposing of this carob industry by-
product, thus reducing industrial residues, contributing
for the environmental protection.

Conclusions

In this work, the marine heterotrophic microalga
Crypthecodinium cohnii was able to grow on low-cost
medium formulations containing diluted carob syrup,
yielding higher biomass and DHA productivities than
the reported media containing glucose. The easy and
inexpensive carob syrup extraction process and the
environmental benefits resulting from the easy and
clean handling of the syrup make this carob industry
by-product a promising feedstock for DHA large-scale
production from C. cohnii.

Ackrowledgment The authors thank Dr. Francisco Girio
(UFMB/DB/INETI) for the gift of carob pulb.

References

Albergaria H, Roseiro J, Collaço MT (1999) Technological
aspects and kinetic analysis of microbial gum production in
carob. Agro Food Industry Hi-Tech 10:24-26



World J Microbiol Biotechnol (2007) 23:1209-1215 t2t5

Borowitzka MA (1992) Algal biotechnology products and
processes: matching science and economics. J Appl Phycol
4:26749

De Swaaf ME, Rijk TC, Eggink G et al. (1999) Optimisation of
docosahexaenoic acid production in batch cultivations by
Crypthecodinium cohnii. J Biotechnol 70:185-192

De Swaaf ME, Sijsma L, Pronk JT (2003a) High-cell density
fed-batch cultivation of the docosahexaenoic acid producing
marine alga Crypthecodinium cohnii. Biotechnol Bioeng 81:

666-672
De Swaaf M, Pronk JT, Sijtsma L (2003b) Fed-batch cultivation

of docosahexaenoic-acid-producing marine alga Crypthe-
codinium cohnii on ethanol. Appl Microbiol Biotechnol
6l:4043

De Swaaf ME, Sijtsma L(2004) Biotechnological production and
applications of the o>3 polyunsaturated fatty acid docosa-
hexaenoic acid. Appl Microbiol Biotechnol @:1.4Ç153

Guillard RL (1960) A mutant of Chlamydomonas moewusii
lacking contractile vacuoles. J Protozool 7:262-269

Gúllard RL (1975) Culture of phytoplankton for feeding marine
invertebrates. In: Smith WL, Chanley MH (eds) Culture of
marine invertebrate animals, Plenum Press, New York, p 26

Guillard RL, Ryther JH (1962) Studies of marine planktonic
diatoms. l. Cyclotella nana l1tstedt and Detonula conferv-
acea Cleve. Can J Microbiol 8:229-239

Jiang Y, Chen F, Liang S-Z (1999) Production potential of
docosahexaenoic acid by the heterotrophic marine dinofla-
gellate C ry p theco dinium c ohnii. Process Biochem 34:633-437

Jiang Y, Chen F (2000a) Effects of temperature and temperature
shift on docosúexaenoic acid production by the marine
microalga Crypthecodinium cohnii. J Am Oil Chem Soc

77:6L3417
Jiang Y, Chen F (2000b) Effects of medium glucose concentra-

tion and pH on docosahexaenoic acid content of heterotro-
phic Crypthecodinium cohnii. Proc Biochem 35:1205-1209

Lepage G, Roy CC (1986) Direct transesterification of all classes

of lipids in a one-step reaction. J Lipid ResZT:ll{-ll9
Molina E, Fernández J, Acién FG et al. (2001) Tubular

photobioreactor design for algal cultures. J Biotechnol
92:ll3-l3l

Petit MD, Pinilla JH (1995) Production and purification of a

sugaÍ syrup from carob pods: Lebensm-Wiss u-Technol
28:L45-152

Ratledge C (2004) Fatty acid biosynthesis in microorganisms
being used for single cell oil production. Biochemie 86:807-

815
Roseiro JC, Gírio FM, Collaço MT (1991) Yield irnprovements

in Carob sugar extraction. Process Biochem ?-6:179-182

Sijtsma L, Andenon A, Ratledge C (2005) Alternative carbon
souÍces for heterotrophic production of docosahexaenoic
acid by the marine alga Crypthzcodinium cohnii.In: Cohen
Z, Ratledge C (eds) Single cell oils, AOCS PRESS,
Champaign, p 107

Tuttle RC, Loeblich AR (1975) An optimal growth medium for
the dinoflagellate Crypthecodimium cohnii. Phycologia
14:1.-8

Q sprirrg"t

235





4CHAPTER

Effect of n-dodecane on Crypthecodinium cohnii

fermentations and DHA production

Crypthecodinittm conhil (Seligo) CCMP 316. Ampliação (x 1000)
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Abstract The potential use of n-dodecane as an oxygen
vector for enhancement of Crypthecodinium cohnii
growth and docosahexaenoic acid (DHA) production
was studied. The volumetric fraction of oxygen vector
influenced the gas-liquid volumetric mass transfer
coefficient kla positively. The k1a increased almost lin-
early with the increase of volumetric fraction of
r-dodecane up to I %. The stirring rate showed a higher
influence on the kyathan the aeration rate. The effects of
this hydrocarbon on C. cohnii growth and DHA pro-
duction were then investigated. A control batch fer-
mentation without n-dodecane addition (CF) and a
batch fermentation where n-dodecane l'/o (v/v) was

added (DF) were carried out simultaneously under the
same experimental conditions. It was found that, before
86.7 h of fermentation, the biomass concentration, the
specific growth rate, the DHA, and total fatty acids
(TFA) production were higher in the CF. After this
fermentation time, the biomass concentration, the DHA
and TFA production were higher in the DF. The highest
DHA content of biomass (6.140/0), DHA percentage of
TFA (51%), and DHA production volumetric rate rpg6
(9.75 mg l-t h-t) were obtained at the end of the fer-
mentation with n-dodecane (135.2 h). The dissolved
oxygen tension (DOT) was always higher in the DF,
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indicating a better oxygen transfer due to the oxygen
vector presence. However, since the other C. cohnii
unsaturated fatty acids percentages did not increase with
the oxygen availability increase due to the n-dodecane
presence, a desaturase oxygen-dependent mechanism
involved in the C. cohnii DHA biosynthesis was not
considered to explain the DHA production increase.
A selective extraction through the n-dodecane was

suggested.

Keywords Crypthecodinium cohnii' n-Dodecane'
kya'DÍ{A production and CSTR

Abbreviations CF: Control batch fermentation without
n-dodecane ' CSTR: Continuous stirred tank
reactor ' DF: Batch fermentation with r-dodecane lo/o

(v/v) ' DHA: Docosahexaenoic acid (22:6a3) ' DOT:
Dissolved oxygen tension ' DPM: Dynamic pressure

method ' kya: Gas-liquid volumetric mass transfer
coefficient (h-') ' PUFA: Polyunsaturated fatty
acids 'TAG: Triacylglycerols 'TFA: Total fatty
acids ' rpsa: DHA production volumetric rate
(g l-'tr-') ' rpm: Rotations per minute ' rypa: TFA
production volumetric rate (g l-' h-') 'wm: Volume
of gas per volume of aerated liquid per minute

!ntmduetion

Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6ul.3) is regarded to be

essential for the proper visual and neurological devel-
opment of infants [1-3]. Despite being an important
polyunsaturated fatty acid (PUFA) in human breast
milk, in the past, DHA was generally absent from infant
formulas [4]. However, the World Health Organization
(WHO), the British Nutritional Foundation (BNF), the
European Society of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition (ESPGAN), and the International Society for
the Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL) have

recognized the importance of DHA and arachidonic
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acid (AA) and recommended that long-chain PUFA
should be included in all infant formulas [5]. Presently,
over 50%o of all infant formulas in the United States
contain a blend of DHA and AA [6].

The traditional source of omega-3 fatty acids is fish
oil. However, the use of fish oil as a food additive is
limited due to problems associated with its typical fishy
smell, unpleasant taste, and poor oxidative stability.
Furthermore, the presence of eicosapentaenoic acid
(EPA, 20:5o3) in fish oil is undesirable for application in
infant food as this fatty acid is associated with neonate
growth retardation [7, 8]. Moreover, fish oil ar3 PUFA
content fluctuates widely as the fish stokes are declining.
Therefore, alternative sources are of interest. Microalgae
biomass is particularly suitable for the extraction and
purification of individual PUFA due to its stable and
reliable composition. In addition, PUFA from cultured
microalgae are cholesterol free, contaminant free [e.g.
heavy metals, polychlorobiphenyls (PCBs)1, and taste
good [9]. Attempts have been made to produce DHA
phototrophically by growing microalgae in photobiore-
actors, but it is difficult to achieve high biomass con-
centration and high DHA productivities. This is due to
unsolved problems, namely light limitation and oxygen
accumulation, in photoautotrophic cultures [10].
Screening of microalgae for heterotrophic production
potential of DHA is therefore of potential significance.
The heterotrophic microalga Crypthecodinium cohnii is
an interesting source for DHA production I l-13], and
for research on DHA biosynthesis [zt-18], due to its
unique fatty acid composition. C. cohnii can accumulate
a high percentage of DHA 125-60% of the total fatty
acids (TFA)I in its triacylglycerols (TAG) with only
trivial amounts of other PUFA [9]. This characteristic
makes the DHA purification process from this micro-
organism very attractive particularly for pharmaceutical
applications, since the inclusion of PUFA as a drug
component requires its purification to over 95% 1201.

Important parameters for optimal DHA production
include growth rate, final biomass concentration, total
lipid content, and DHA proportion of the lipid. Signif-
icant lipid (TAG) accumulation does not occur during
active growth in a nutrient-replete medium; it occurs
during idiophase, after a culture nutrient other than the
carbon source is depleted. The limiting nutrient is usu-
ally nitrogen. Therefore, industrial C. cohnii fermenta-
tions are usually a carbon-fed batch and progress in two
stages. The first is the active growth phase during which
the lipid content of the biomass is about 20o/o. Once lhe
nitrogen source is depleted, carbon is continuously
supplied to the fermenter. Since cell growth and division
is halted due to the lack of nitrogen for de novo protein
and nucleotide synthesis, the supplied carbon is con-
verted into a storage lipid (TAG) rich in DHA [6].

The aeration conditions are of crucial importance for
C. cohnii cells growth as the specific growth rate de-
creased when the cells are growing under restricted
supply oxygen conditions [21]. Moreover, oxygen
transfer is likely to be a limiting factor during a com-
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mercial-scale high-cell-density cultivation of C. cohnii,
leading to the process productivity decrease. [n such
conditions, to maintain aerobic conditions, a very high
stirrer speed had to be maintained during alarge part of
the process, resulting in the power input increase [22].
On the other hand, cell proliferation of dinoflagellates is
negatively affected by mechanical agitation [19, 23], the
way generally used to improve mass transfer in sub-
merged fermentations.

It is possible to increase the oxygen transfer in
microbial fermentations by adding an organic phase
with a higher affinity for oxygen (oxygen vector) [24].
Whereas no more than the saturation concentration of
oxygen can be dissolved in the aqueous phase, the sup-
ply of oxygen to the aqueous phase from the gas stream
may be supplemented by equilibrium partitioning of
dissolved oxygen from the organic phase to the aqueous
phase. Several research groups have applied oxygen
vectors to enhance oxygen supply and, as a consequence,
to increase the biomass in different culture systems [10,
25,26). The main oxygen vectors used in bioiechnolàgy
are hydrocarbons such as n-dodecane and n-hexadecane
12'7-32), perfluorocarbons [26, 33, 34] as well as vegeta-
ble oils [35]. In addition, biocompatible organic solvents
have been used in milking microalgae products such as

B-carotene from Dunaliella salina in two-phase bioreac-
tors. In this process, the continuous simultaneous pro-
duction and selective extraction ofproduct from cells led
to higher productivity [36].

The present work studied the impact of a hydrocar-
bon (n-dodecane) addition on C. cohnii cultures and
DHA production. The effect of different hydrocarbon
concentrations on the gas-liquid volumetric transfer
coefficient kya was previously assessed in the system.

Materials and methods

k1a measurements

A 2-l continuous stirred tank reactor glass vessel with
1.51 working volume (SGI, France), fitted with two
equally spaced baffies and equipped with one four-blade
Rushton turbine, with a diameter equal to 48 mm was
used. The stirrer was placed on the shaft at a distance of
5.2 mm from the vessel bottom. The sparging system
consisted of a five-hole (0.5 mm diameter) single ring
sparger with 6 cm diameter, placed 2.2 mm from the
vessel bottom.

k1-a was measured at two aeration rates (0.5 and
I wm) and two stirring rates (250 and 500 rpm). The
dissolved oxygen concentration was measured using a
polarographic probe (Mettler Toledo, Columbus, USA).
It was assumed that the response of the oxygen electrode
to a change in the dissolved oxygen concentration was
sufficiently fast in the analyzer, since in all the runs in
this work the kya was less than 0.1 s-1 1:11.

The data acquisition was performed using the DATA
TAKER DT 500 Series 3 software (Rowville, Australia).
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The gas-liquid transfer coefficient was measured by the

dynamic pressure method (DPM) described by Linek
et al. [38]. The principle of the method lies in the quick
change of the total pressure in the vessel and the con-
sequent recording of the oxygen probes response in li-
quid phase in each stage [39]. All the experiments were

carried out at 27 oC.

The aeration rate was I wm (75 I h-').
A control fermentation (CF) and a fermentation

wherein an oxygen vector (n-dodecane, l% v/v) was

added (DF) were carried out under the same experi-

mental conditions at the same time.

Organic phase

n-Dodecane (Merck, p.a.) was added to C. cohnii fet
mentations at a concentration of l% (vlv).

Dry cell weight measurements

Biomass, expressed as dry cell mass, was measured
gravimetrically on 5 ml culture samples, from which
cells were harvested and dried for 24 h at 100'C' Bio-
mass data resulted from the average of a minimum of
two representative samPles.

Glucose measurements

The residual glucose concentration in samples from the
culture medium was analyzed by the 3,S-dinitrosalicylic
acid method [44]. Glucose data resulted from an aYeÍage
of at least three representative samples.

Fatty acid analysis

Fatty acids' extraction and preparation of methyl esters

were carried out according to Lepage and Roy [a5] with
modifications. Freeze-dried samples of C. cohnii
(100 mg) were transmethylated with 2 ml of metha-
nol:acetyl chloride (95:5 v/v) and 0.2 ml heptadecanoic
acid (5 mg ml-r, Nu-Check-Prep, Elysian, USA) as

internal standard. The mixture was sealed in a light-
protected TeflonJined vial under nitrogen atmosphere
and heated at 80'C for I h. The vial contents were then
cooled, diluted with I ml water, and extracted with 2 ml
of n-hexane. The hexane layer was dried over Na2SO4'

evaporated to dryness under nitrogen atmosphere, and
redissolved in hexane, which contained the methyl es-

ters. The methyl esters were then analyzed by gasJiquid
chromatography on a Varian 3800 gas-liquid chro-
matograph (Palo Alto, USA), equipped with a flame
ionization detector. Separation was carried out on a

0.32 mmx30 m fused silica capillary column (film
0.32 pm) Supelcowax l0 (Supelco, Bellafonte, PA, USA)
with helium as carrier gas at a flow rate of 3.5 ml min-'.
The column temperature was prograrnmed at an initial
temperature of 200'C for 8 min, then increased at
4oC min-r to 240"C and held there for 8 min. Injector
and detector temperatures were 250 and 280oC, respec-

tively, and split ratio was l:50. Peak identification was

carried out using known standards (Nu-Chek-Prep,
Elysian, USA). Duplicates of each sample were carried

Oxygen vector

n-Dodecane (p.a., Merck, Darmstadt, Germany; density
750 g l-1 at )o'C; oxygen solubility 54.9x10-3 g l-r at
35oC and atmospheric air pressure [40]) was added to
tap water in fractions of 0.5, l, and l0% (v/v).

Cry p the codinium c o hnii fermentations

Growth conditions

Crypthecodinium cohnii CCMP 316 was obtained from
the Provasoli-Guillard Center for Culture of Marine
Phytoplankton (CCMP) Culture Collection (Maine,
USA) and was maintained in axenic conditions by sub-
culturing every 2 weeks in f/2 + NPM medium l4l43l
supplemented with glucose (6 g l-'). Cultures were
grown on 500 ml of the f2 + NPM medium supple-
áented with glucose (15 g l-t) in 2-l shake flasks at
120 rpm and27 oC in the dark. After 3 days (exponen-
tial growth phase) these cultures were used to inoculate
the bioreactors with l0% (vlv) inoculum.

Bioreactor experiments

The growth medium contained 2 gl-' yeast extract,
25 gl-t NaCl, and 0.05o/o (w/v) silicone as antifoaming'
The glucose (20 g l-') was sterilized separately and
mixed with the other components after cooling to make
up the fermentation medium. The pH value was then
adjusted to 6.5 by adding a concentÍate sodium
hydroxide or acid solution of I M NaOH or I M HCl.
The pH of the fermentation medium was measured with
a Mettler Toledo steam-sterilizable pH electrode
(Columbus, USA) and was controlled with a pH con-
troller (SGI, Mountain View, USA). The dissolved
oxygen tension (DOT) in the medium was measured

with a Mettler Toledo oxygen electrode (Columbus,
USA) and recorded in a recorder (SGI, Mountain View,
USA). The stirring rate (l0G-600 rpm) was manually
increased whenever the DOT was below 40%. Nutrient
pulses (glucose and/or yeast extract) were added when-
ever the residual glucose concentration in the broth de-

creased below 10 g l-1 or the dissolved oxygen increased

above 80%o, except at the end of the fermentation' In this
way, the exponential phase could be followed by a

nutritional limitation other than glucose, in order to
enhance lipid production [9].
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out and each duplicate was injected twice so that the
final result was obtained from an average offour values.

Resulb and discussion

kLa measurements

The influence of different oxygen-vector (n-dodecane)
volumetric fractions in tap water on the gas-liquid vol-
umetric mass transfer coefficient kya was investigated
and the results are depicted in Fig. l. The volumetric
fraction of oxygen-vector $ had a significant influence
on kya. For small volumetric fractions (0.5 and loÁ), kya
increased almost linearly with the increase of @. Above
l% (vlv), this linearity was broken. Similar results were
obtained by Jia et al.129), Jialoong et al. [30], and Rols
et al. [40]. Accordingly to Rols et al. [40], this broken
slope region may be due to an increase in the apparent
üscosity, which might affect the oxygen transfer rate.

The kya was also determined at two aeration rates
(0.5 and I wm) and two stirring rates (250 and
500 rpm). At ó:l0o/o,the aeration rate increase (from
0.5 to I wm) brought about an increase in kya of about
30%, whilst the stirring rate increase (250-500 rpm) led
to an increase in kya of about 40Yo. The same tendency
was observed for the other n-dodecane volumetric frac-
tions. It was clear that in general, the kya enhancement
due to the stirring rate increase was more pronounced
than due to the aeration rate increase. These results are
in accordance to Doran [46] who stated that the stirring
rate increase has a higher influence on the kya than the
aeration rate.

The advantage of using an oxygen vector in microbial
cultures is that it increases the oxygen transfer rate from
the gas phase to the micro-organisms without the need
for extra energy supply and the consequent shear stress

4tl

increase which may affect sensitive organisms such as
microalgae [23]. Oxygen vectors car, act as surface-active
agents to lower the surface tension of water and increase
the gaseous specific interfacial areal4l.

Crypt hecodinium c o hnii fermentations

Previous work (not published) demonstrated that the
addition of n-dodecane as an oxygen vector up to vol-
umetric fractions of lo/o to the microalg a C. cohnii shake
flask cultures increased the biomass yield. However, at
n-dodecane volumetric fractions higher than lyo,
C. cohnii cell lysis was observed. For that reason, this
hydrocarbon was added to C. cohniifermentations at the
volumetric fraction of lo/o.

The effect of the r-dodecane presence on C. cohnii
batch cultures is shown in Fig. 2. The stirring rate
changes during the fermentation time course are
depicted in Fig. 2a.

The biomass concentration measured in CF seemed
to be higher than that in the DF, until 86 h. The specific
growth rate, .calculated in this time period (2+86 h),
was 0.020 h-r for the CF and 0.016 htr for the DF.

At 68.5 h, a pulse of nutrients (glucose and yeast
extract) was added as the DOT attained 100 and 80%
for the DF and CF, respectively, indicating that a
nutrient other than glucose was limiting the cell growth.
At 86.7 h, the CF biomass concentration attained
14.5 g l-r, whilst the biomass concentration of the DF
attained 12 g l-t .

At this fermentation time, a new yeast extract pulse
was added as the DOT readings increased again (100
and,9l.lo/o for CF and DF, respectively). After 86.7 h,
the measured biomass concentration in DF steadilv
increased until the end of the fermentation (21.45 gl-'l
at t:135.2 h), whilst the CF biomass attained lower

Fig. I Effect ofn-dodecane
volumetric fractions on the
gas-liquid volumetric transfer
coefficient kg lor different
stirring rates and aeration rates
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Fig.2 Effect of n-dodecane addition on C. cohnii batch profile
fermentation. Filled symbols control fermentation, open symbols
fermentation with n-dodecane 1% (v/v), doÍted lines speed rate
increase, dash lines nutrient addition, dash-dotted lines speed rate
increase and nutrient addition. (a) speed rate, (b) biomass, (c)

dissolved oxygen, (d) DHA concentration

biomass concentration (15.95 gl-1 at t:135.2h)' lt
seemed that, after an adaptation period to the n-dode-
cane presence (86.7 h), wherein the cell growth was af-
fected, the microalga recovered and attained higher dry
cell weight values. This is supported in Fig. 2c, where it
is shown that after 77.8h, C. cohnii glucose uptake in
the presence of n-dodecane was higher than the glucose

uptake in the absence of r-dodecane, in most of the time
points measured.

At 110.7 h, after an active cell growth phase, a new
pulse of glucose was added, in order to achieve the
nutrient requirements for lipids accumulation. It is

known that after the exponential phase, when a nutrient
is depleted (preferably the nitrogen), the carbon source

must be supplied to the cells, so that the supplied carbon
is converted into storage lipids which are rich in DHA in
C. cohnii cells [6].

Significant differences were found between the DOT
profiles of both fermentations (Fig. 2d). The DOT
readings in the presence of n-dodecane were always
higher than those observed in the absence ofthe organic
solvent (l .7 times higher at t: 49 h) due to the presence

of the oxygen vector. Even when the biomass concen-
tration measured in DF was higher than that in CF
(l > 86.7 h), the DOT in the former fermentation
remained higher indicating an enhanced mass transfer
through the oxygen-vector addition. A similar behavior
was reported by Rols et al. [40] who used n-dodecane as

an oxygen vector at different volumetric fractions
to study the effect of this hydrocarbon on Aerobacter
aerogenes cultures.

The effect of the n-dodecane presence on C. cohnii
DHA production is shown in Fig. 2e. At 62 h, cells
growing in the absence of n-dodecane produced more
DHA (0.36 g l-t) than cells_growing in the presence of
the hydrocarbon (0.27 g l-'). However, this tendency
was inverted at 86.7 h, when the DHA produced by
C. cohnii cells growing in the presence of the n-dodecane
increased until the end of the fermentation, attaining
1.32 gl-t at 135.2 h. During the same time period, the
DHA produced by the cells growing in the n-dodecane
absence reached a minimum at 86.7 h, and afterwards
increased until the end of the fermentation, attaining
0.90 g l-r aÍ 135.2h.

The DHA content of the biomass, the DHA per-

centage of TFA, and the DHA production volumetric
rate (rpsa) followed a similar pattern (Fig. 3a-c). After
a minimum at 86.7-10l h, C. cohnii cells increased their
DHA content, concentration, and productivity until the
end of the fermentation (135.2 h). The DHA content in
biomass, concentration, and productivity minimum ob-
served at86.7 and l0l h might be due to the high yeast

extract concentration in the broth, resulting from the
previous addition. As already mentioned, the DHA
production is enhanced when the nutrient limitation
occurs, especially nitrogen. As the yeast extract is the
nitrogen source, its presence in the broth might have
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Fig. 3 Effect ofn-dodecane addition on C. cohnii DHA content of
biomass (a), DHA percentage of total fatty acids (b) and DHA
productiüty (c). Filled symbols control fermentation, open symbols
fermentation with n-dodecane loÁ (v)

decreased the DHA production/productivity. In fact, it
has been reported that the lipid content of C. cohnii cells
decreased markedly at high yeast extract concentrations
1471.

From 86.7 h until the end of the fermentation, the
DHA content in biomass, DHA percentage of TFA, and
rps4 of the DF was higher than those measured in the
CF. The DHA content of biomass produced in the
n-dodecane presence attained 6.14 gl-t at 135.2h,9oÁ
more than the DHA produced in the absence of the
organic solvent. The DHA percentage in the TFA in
the presence of the r-dodecane was slyo,9% more than
the DHA percentage in the TFA found in C. cohnii cells

413

grown in the n-dodecane absence. The /DHA, â crucial
parameter in DHA production by microbial fermenta-
tion [48], attained 9.75 mg l-r h-r in the DF, 47yo more
than the rpg6 obtained in the CF.

De Swaaf et al. l47l calculated the amount of lipid
from the total amount of fatty acids and the internal
standard. As observed for the DHA content, concen-
tration, and productivity; the TFA percentage of bio-
mass, the TFA production, and the TFA volumetric rate
increased at the end of the fermentation (Fig. a).

Although the TFA content of cells grown in the ab-
sence and in the presence of n-dodecane was almost the
same (-l2o/o at 135.2 h, Fig. 4a), the DHA percentage
of the TFA was higher in the later situation (Fig. 3b).

14

a)

b)

o

c)

40 60 80 100 120 140
Time (h)

Fig.4 Effect ofn-dodecane addition on C. cohnii TFA content of
biomass (a), TFA concentration (b) and TFA productivity (c).
Filled symbols control fermentation, open symbols fermentation
with n-dodecane l% (v)
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The TFA concentration generally increased with the

time fermentation and was higher in the DF, reaching
2.58 g l-1 at the end of fermentation (35% more than
the TFA concentration in the CF) (Fig' 4b). After
86.7 h, the ryp6 was also higher in the DF, attaining
19 mg l-r h-r at the end of the fermentation, 35Yo more
than the rrFA obtained in the CF (Fig. 4c).

Table I shows C. cohnii fatty acid composition ana-

lyzed in cells taken at different fermentation times. The
total unsaturated fatty acids was higher in the cells

growing in the presence of n-dodecane, which was

mainly due to the DHA increase, as the other fatty acids

remained almost unchanged. Several factors might have

contributed for this finding.
lt has not been cleared whether desaturases are in-

volved in the C. cohniiDHA production [18, 49]' It has

been suggested that the final step leading to the DHA
production is distinct from that in most of the micro-
organisms, where the saturated fatty acids are succes-

sively desaturated and elongated through a series of
reactions, using the fatty acid synthetase (FAS) complex
of enzymes, leading to the formation of various PUFAs

U8, 501. In fact, Sonnenborn and Kunay [51] reported in
vitro the production of saturated fatty acids, mainly l4:0
and 16:0, by a purified cytosol enzyme complex of
C. cohnii. They concluded that the FAS system should
be operative ín C. cohnii and might supply the precursors
for the DHA biosynthesis. However, Beach- et al. [14]
incubating C. cohitt cells in the presence of r4c-labeled

fatty acids ranging from l0 to 18 carbon atoms found
that label was detected in oleic acid (18:1, the most
abundant monounsaturated fatty acid in C. cohnii) but
not in DHA. De Swaaf et al. [49] reported that de novo
synthesis of DHA with desaturases might occur, al-
though it has not been cleared whether oxygen-depen-
dent desaturases are active in the biosynthesis of DHA
in C. cohnii. However, the system appeared to be aerobic
as, in a study of Beach and Holz [21], the DHA and
monounsaturated fatty acids sharply decreased when a

growing culture of C. cohnii was switched from gassing

with air to nitrogen gas. In the present work, it was

demonstrated that the oxygen vector presence allowed a
higher oxygen availability in C. cohnii fermentations,
and in this case, the DHA productivity increased, but
the other unsaturated fatty acids remained almost

unchanged. This fact suggests that probably another
factor led ío C. cohnii DHA production increase in the
presence of the hydrocarbon.

Biocompatible organic solvents have been used in
milking microalgae products such as p-carotene from
D. salina in two-phase bioreactors, leading to higher
productivity [36]. In the present work, the use of
re-dodecane might have worked as a selective extraction
solvent, removing TAG which, in C. cohnii cells, ate
known to be rich in DHA. It has been reported that
storage lipids (TAG) are easier extracted than structural
lipids when using nonpolar organic solvents [52]. As
storage lipids (TAG) have protective effect on the cells,

allowing their survival during starvation periods, its
extraction will stimulate their substitution by newly
synthesized lipids, thereby enhancing its production. In
this way, the TFA produced by C. cohnii cells grown in
the n-dodecane presence would be enriched in DHA.
This mechanism could explain the higher DHA pro-
ductivity observed in C. cohnii cells grown in the pres-

ence of n-dodecane although the TFA content in
C. cohnii cells grown in the presence and in the absence

of n-dodecane was nearly the same, as mentioned above.

Unfortunately, the low n-dodecane volumetric frac-
tion used in this work did not allow the extracted fatty
acid analysis in the organic phase, as no hydrocarbon
was found in the broth at the end of the fermentation.
Two factors might have contributed for this observa-
tion. First, the high stirring rate used after 77.8 h
(600 rpm) might have broken the n-dodecane droplets
into very small droplets so that an emulsion z-dodecane-
aqueous broth could have formed, hindering the organic
phase separation from the aqueous phase. Second, it has

been reported that n-dodecane is absorbed by D. salina
cells specially in the cell membrane [36]. The same

mechanism could have occurred in our system.

Conclusions

In this work, it was possible to increase the DHA
production by C. cohnil cells through the addition of
re-dodecane, a cheap solvent which can be used simul-
taneously as an oxygen vector, enhancing the oxygen
transfer, and as an organic phase, with the ability to

Table 1 Influence of n-dodecane pÍesence on C. cohnii cellular fatty acid composition at different fermentation times

Fermentation time (h) l2:0 l4:0 16:0 76:lro9 18:0 18:1419 22:5a3 22:6,o3 % Sat' 7o Unsat.

CF
62.0
86.'7
t01.2
136.0

DF
62.0
86.',|
10t.2
136.0

24.3+0.4
24.1Tr.5
x.9Tr.o
20.7T0.6

2.0 + 0.0
4.0Tr.1
2.tTo.4
1sT}.7

tl.6+1.7
11.7T0.8
10.3-+ 0.9
15.6-+ 0.3

1.3+0.1
23T0..3
23Tr.t
43T0.9

23.6+0.6
25.2T1.6
253T0.2
20.6T0.3

0.2 + 0.0
0.3-+ 0.2
0.5-+ 0.1
0.2T0.0

5.0 + 0.8
3.9T2.2
7.0-+ 0.3
23T0.3

8.6+ 1.3
93T2.1

11.6T0.8
6.6T0.2

0.4+0.1
0.5-+ 0.3
0.9-+ 0.2
0.3-+ 0.2

50.8 + 1.0
4s.0T5.4
423T0.7
47.tTt.2

50.5+2.7
49.0T6.8
465T3.2
51.0F1.5

42.1
44.8
44.8
45.8

39.4
40.7
41.3
40.4

60.1
55.0
55.4
54.2

60.6
59.0
58.7
59.6

9.5 + 0.9
10.7T1.6
10.0T1.6
123Tt.6

0.2 + 0.1
0.3-+ 0.1
0.4-+ 0.1
0.2-+ 0.0

4.3+ 1.6
3.6T2.0
5.1-+ 0.7
2.7T0.9

9.4+1.5
9.7T1.9

10.8-+ 0.7
8.2F0.6

0.5 + 0.6
0.3-+ 0.2
o.9To.2
0.3-+ 0.2
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increase the DHA production and to concentrate this
fatty acid, which will reduce the downstream purifica-
tion costs. These conditions seem to be suitable for the
large-scale DHA production from C. cohnii.

A new strategy to improve the DHA production from
this microalgae in two-phase large-scale bioreactors is
now in progress.
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Introduction

Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6o3) is regarded to
be essential for proper visual and neurological develop-
ment of inÍants (1-3). Despite being an important poly-
unsattuated fatty acid (PUFA) in human breast milk, in the
past DHA was generally absent from inÍant formulae (4).

However, the World Health Organization WHO), the Brit-
ish Nutritional Foundation (BNF), the European Society
of Pediatric Gastroenterology and Nutrition (ESPGAN)
and the Internaüonal Society for the Study of Fatty Acids
and Lipids (ISSFAL) have recognized the importance of
DHA and arachidonic acid (AA) and recommended that
long chain PUFA should be included in preterm infant
formulae (5). Presently, over 50 "/" of all inÍant formulae
in the U.S. contain a blend of DHA and AA (6).

Tiaditional source of omega-3 fatty acids is fish oil.
However, the use of fish oil as a food additive is limited

o r i ginal s c ient ifrc p ap er

due to problems associated with its typical fuhy smell,

unpleasant taste, and poor oxidative stability. Further-

more, the presence of eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5413)

in fish oil is undesirable Íor application in inÍant food as

this fatty acid is associated with neonate growth retarda-

tion (ZS). Moreover, fish oil <o3-PUFA content fluctuates
widely as the fish stocks are declining. Therefore, alter-
native sources are of interest. Microalgae biomass is par-
ticularly suitable for extraction and purification of indi-
vidual PUFA due to its stable and reliable composiüon.
In additioru PUFA from cultured microalgae are choleste-
rol-free, contaminant -fuee (e.g. heavy metals, polychloro-
biphenyls (PCBs)) and taste good. Attempts have been

made to produce DHA phototrophically by growing mi-
croalgae in photobioreactors, but it is difficult to adrieve
high biomass concentration and hiSh DHA producüvity
(9). This is due to unsolved problems, namely limited
light access and oxygen accumulation, in the photo-
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autotrophic cultures (10). ftreening of microalgae for hete-
rotrophic production potential of DHA could therefore
be of significance. The heterotrophic microalga Crypthe-
codinium cohnii is an interesting source for DHA produc-
non QL,12) and for researdr on DHA biosynthesis (6,1,3-16)
due to its unique fatty acid composition. C. cohnii can ac-
cumulate relatively high amounts of lipids with 3G-50 %
DHA of the fatty acids and no other polyunsaturated fat-
ty acid is present above L % On. This draracteristic makes
the DHA purificaüon process from this microorganism
very attractive, particularly for pharmaceutical applica-
tions, since the inclusion of a PUFA as a drug compo-
nent requires its purification to over 95 % (18).

There are several methods for concentration of ot3-
-PUFA, but only few are suitable for large-scale produc-
tion. Winterization has been used to fracüon triglyceri-
des with different melting points that are present in edi-
ble oils and involves the chilling of the oil to allow the
solid portion to crystallize and the subsequent filtration
of the two phases (19). The melting point of fatty acids
changes considerably with the type and degree of un-
safuration and thus separation of mixtures of saturated
and unsaturated fatty acids may become possible. At low
temperatures, long úain saturated fatty acids, whidr have
higher melting points, crystallize out and PUFA remain
in the liquid form (20).

Urea molecules readily form solid-phase complexes
with saturated free fatty acids (FFA). [r this way, PUFA
and brandred FFA may be separated from saturated FFA.
Urea complexation seems to be one of the most appro-
priate methods for ro3-PUFA enrichment: it allows the
handling of large quantities of material in simple equip-
ment, requires inexpensive solvents such as methanol or
hexane, as well as milder conditions (e.g. room tempera-
ture), the separation is more efficient than with other met-
hods sudr as fractional crystallization or selective solvent
extracüory and the cost is Lower (21.,22). Moreover, urea
complexation protects the or3-PUFA from autoxidation
(20).

The present work aims at the concentration and pu-
rification of DHA from the heterotrophic microalga Crypt-
hecoilinium cohnii tslng the rapid, inexpensive and sim-
ple winterization and urea complexation methods in a
sequential way. Freeze-drying is a very high energy and
time consuming operation (23), difficult to be implement-
ed at a large-scale. [n the present work the fatfy acid ex-
traction was carried out from wet biomass rather than
from lyophilized cells or the extracted oü usually report-
ed in the literature (9,22,24-27), which may represent a
significant economical benefit compared with the tradi-
tional procedures. It is known that urea/fatty acid raüo
and crystallizaüon temperature strongly irúluence the ef-
ficiency of DHA purification process (28). In this way,
different wea/Íatty acid ratios and crystallization tem-
peratures were used in order to achieve the best concen-
tration and puriÍicaüon process efficienry. As far as we are
aware, this is the first work wherein winterization and
urea complexation have been used in a sequential way
to concentrate DHA from C. cohnii.

Materials and Methods

Growth conditions

Crypthecodinium cohnii CCMP 316 was obtained from
the Provasoli-Guillard Naüonal Center for Culture of Ma-
rine Phytoplankton (CCMP) culture collection (Maine,
USA) and was maintained in axenic conditions by sub-
culturing every two weeks in the f/2+NPM medium
(29-31) supplemented with glucose (6 g/L). Cultures were
Brown on 500 mL of the f/2+NPM medium suplement-
ed witlr glucose (15 g/L) in 2-lihe shake flasks at 120 rpm
arrd 27 'C in the dark. Biomass was collected at the sta-
tionary phase (5 days) by centrifugation at 6000 rpm
(8900 g) using an Avanti ]-25I (Beckman Coulter, Fuller-
torU USA) for 15 min and then frozen for further experi-
ments.

S aponification and transmetylation

A volume of 1116.5 mL of ethanol96 % @y volume)
and 23.5 g of KOH were added to 93.8 g of wet biomass
(corresponding to 23.3 g of dry cell mass (DCM) and
20.6 g of ash free dry mass (AFDM», according to Me-
dina et al. (22). The mixture was incubated in an orbital
shaker at 100 rpm and 20 'C ovemight. Afterwards, 100
mL of distilled water were added, followed by several
hexane extractions (5x200 mL) in order to separate the
unsaponifiables. The hexane used in all these steps (sa-
ponification, transmethylation, winterization and urea
complexation) contained 0.01, % (by mass per volume) of
buÇlated hydroxytoluene (BHT) in order to prevent li-
pid degradation.

The hydroalcoholic phase, containing the soaps, was
acidified to pH=1 by the addition of hydrochloride solu-
tion (1:1 by volume, }{CI 37 % Merck, Darmstadt, Ger-
many). Then the FFA were recovered by several extrac-
tions (8x200 mL) with hexane. The organic phase, contain-
ing the FFA, was dried with anhydrous sodium sulphate,
and the solvent was evaporated in a vacuum rotary eva-
porator at 35 'C. The FFAs were then methylated accord-
ing to I(rozin-Goldberg et al. (32), with modifications,
by adding 465.6 mL of the methylation mixture of meth-
anol (Merck, Darmstadt, Germany) and H2SOa (Merck,
Darmstadt, Germany) (49:1,, by volume) and heating at
80 "C for L hour. After cooling to room temperature,
232.8 mL of water and the same volume of hexane were
added and the upper hexane layer was removed and
dried with anhydrous sodium sulphate. The solvent was
evaporated in a vacuum rotary evaporator at 35 'C and
z-hexane was added (V=2.46 rnL).

Eatty acid analysis

Methyl esters were analyzed by gas-liquid chromato-
graphy on a Varian 3800 gas-liquid chromatograph (Palo
Alto, USA), equipped with a flame ionization detector.
Separaüon was carried out on a 0.32 mm x 30 m fused
silica capillary column (film 0.32 pm) Supelcowax 10
(Supelco, Bellafonte PA, USA) with helium as carrier gas
at a flow rate of 3.5 ml/min. The column temperature
was prograÍuned at an initial temperature of 200 'C for
8 min, then increased at 4 "C/min to 240 'C and held
there for 8 min. Injector and detector temperatures were
250 and 280 "C, respectively, and split ratio was 1:50. Peak
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identification was carried out using known standards
(Nu-Chek-Prep, Elysian, USA). Met§lheptadecanoate
ester (Merck, Darmstadt, Germany) was added as inter-
nal standard.

Winterization

The mixture containing the methyl esters was stored
at -18 "C ovemight. Crystals were formed and aÍterwards
the tiquid fraction was separated from the crystals. The
methyl esters of this fracüon were quantified by GC as

previously described, after the addition of 0.2 mL of me-
thylheptadecanoate ester (5.3 mglml-).

Urea cotnplexation

Based on previous GC analysis of the winterized frac-
tion containing the methyl esters, 41.0 and 35.9 pL of the
liquid fracüon and 0.45 mL of methanol were added to
0.105 g of urea in order to achieve an urea/fattY acid ra-
tio of 3.5 and 4 (by mass), respectively, according to Me-
dina eÍ al. (22), and a methanol/urea ratio of 3.4 by
mass) (this methanol/urea ratio allowed a homogeneous
and clear mixing of methyl esters with urea). The mix-
ture was heated at 6G-65 "C and stirred until the solu-
tion became clear. The urea complexes were obtained by
cooling the solution at different temperatures (4,8, 12,
20 and 24'C) overnight, followed by an ultracentrifuga-
üon (centrifuge Sigma 2+6K, Mandrester, UK) at 14 000

rpm (20 800 g), at the respective complexation tempera-
ture, in order to separate the urea complexing from the
non-urea complexing fractions. A volume of 0.5 mL of
distilled water at 60 oC was added to both fractions and
vortexed, followed by the addition of 1 mL of hexane
(with 0.01 % BFIT by mass per volume) to extract the
methyl esters. The hexane phases from both fractions
(urea complexing and non-complexing) were collected
and evaporated under nitrogen atmosphere for further
GC analysis. Methylheptadecanoate ester was added as

internal standard, as previously described.

DHA recooay

The DHA recovery of the winterization and urea com-
plexation steps (expressed in percentage) was calculated
from the following equaüon:

rity. Table 1 shows C. cohnii cellular fatty acid composi-
tion before and after the winterization procedure in the
liquid phase. The total fatty acid content oÍ C. cohniibiv
mass was 9.9 "/" of DCM, which is similar to the one re-
ported Íor Isochrysis galbana (9.5 %) (22). DHA was the
major fa§ acid (32.6 % of total fatty acids). The other
major fatty acids were 12:0, 1,4:0, 16:0 and 18:1<o9. After
the winterization procedure, the saturated fatty acid frac-

tion dropped in the liquid phase, and 12:0 and 14:0 were
the fatty acids which showed the strongest decrease (31

and 21 % of the iniüal values, respectively), whilst the
unsaturated fatty acid fraction increased. DHA was the
polyunsaturated fatty acid which showed the highest in-
cease (26 % of the initial value) in the liquid phase and
the recovery was 70.7 "/".

Different wea/Íalty acid ratios were used in the urea
complexatiory based on Medina et al. (22). These authors
stated that the most efficient wea/ÍaW acid ratios for
ro3-PUFA concentration from cod liver oil were 3 and 4.

Table 2 shows the fatty acid composition of urea com-
plexing and non-urea complexing fractions at different
urea/Íatty acid ratios and crystallization temperatures.
Urea alone crystallizes in a tiqhtly packed tetragonal
strucfure with channels oÍ 5.67 A diameter. However, in
the presence of long straight-chain molecules it crystal-
lizes in a hexagonal structure with channels of 8-12 A
diameter within the hexagonal crystals. In the presence

of long-chain unbranched molecules, the formed chan-
nels are sufficiently large to accommodate aliphatic úains.
The presence of double bonds in the carbon drain in-
creases the bulk of the molecule and reduces the likeli-
hood of its complexaüon with urea, thus monoenes are
more readily complexed as compared to dienes, whictr,
in tum, are more readily complexed ttran trienes (20,34).

This explains why a large fraction of saturated and mo-
nounsaturated fatty acids was incorporated in the urea
complexes (63.7-81'.7 % of total fatty acids).

The saturated fa§ acid whidr was present in the
highest proportion in the non-urea complexing fraction
was 12:0 (0.5-5.7 % of total fatty acids). In fact, shorter
chain saturated fatty acids may not complex with urea
during the crystallization process (35). The fractions of
L4:0, L6:0,16:1,a9 and 22:5ro3 in the non-urea complexing
fraction were less than 2 % of total fatty acids; 18:0 was
absent. As a result, non-urea complexing fractions with
high proportions of DHA were obtained (89.4-99.2 % of
total fatty acids).

A two factor analysis of variance (ANOVA) wa§ Per-
formed on the data in order to find out which of the test-
ed variables (wea/Íatty acid raüo or temperature) had
the most sigrrificant effect on the results. The ANOVA
table decomposes the variability of data into contribu-
üons due to factors (21). Therefore, the variable that show-
ed the most significant effect on the data was the tem-
perature (F-rano=22.32; P=0.005), when compared with
the urea,/Íatty acid ratio (F-ratio=3.89) P=0.12), o=0'05'

Wanasundara and Shahidi (28) used an experimen-
tal design to optimize the conditions that led to the
maximum concentration of EPA and DHA from seal
blubber oif using the urea method concentration. The

authors obtained 88.2 % of total o3 fatqr acids at an urea/
fatty acid ratio of 4.5, a crystallization time of 24 h and a
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where (m»ne)" is the DHA mass after the concentra-
tion/puriÍication step and (zppi6 is the DHA mass be-
fore the concentration/purification step.

Results and Discussion

In the present worÇ only one derivatization reac-
tion (transmethylation rate of 98 7,) was performed (Fig.
1). In this way, the methyl ester compositions of the ex-
tracts were compared under the same conditions (Tables

1 and 2).

A preüous DHA concentration winterization step was
carried out before the urea complexation step. Accord-
ing to Ganga et al. (33), this procedure is essential for
subsequential urea precipitation, increasing the DHA Pu-

DHA*."oy =[ffi*) '-



A. MENDES et al.: DHA ircm Crypthecoilinium cohnii, Eooil Technol. Biatechral. 45 (l) 38-4 (200n 41,

C. cohaii
I g wet bioms

20Y
100 ÍpE
ovmight

EtüEol(11.90 EL)
KoH (0.2s s)

WâteÍ O .07 EL)
HeEe (5 x2.13

OrEeiç ph*Ç

UNSAFONIFIABLES

EL)

Hydrcalcoholic phroc

Melüyl Êstq§
(orgmic phre)

Extsaction,
§aponification

and methylation

§OAPS HCI
pII=l

Hre(Ex2.13oL)

Mclhuol:[SO6 49: I (volure otio) (4.96 oL)
80'C, I hou

HÇEÊ:watlr I : I (voluc Btio) (4.96 EL)

J"

METIIYLESTERS
GCANALYSIS

-18 "C
Winterization

Crystalphre Liquidphroe

SstEabd md
DoEousstúatrd
E thyl6tas

---+> MEfiIYLFSTER§

UÍeafÀtty eid§ = 3.5 (w

Tdrffi- = 4 cC, 8 cC, 12 qC,
12.c,
u"c20'C üd24 oC

UH
@mpliling

Êac-tioa
Urea

collcentation

Fig. 1. Súeme for úe DHA concentration and purification Írcm C. cohnii

Table 1. C. cohnii fa§ acid composition (total fatty acids/%) before winterizaüon and in liquid fraction after winterization

12:0 14:0 16:0 L6ÍLo9 18:0 18:ko9 22:Úo3 22:6çt3

Before winterization

After winterization (in liquid fraction)

15.710.8 26.3+0.8 18.1r0.3

10.810.64 20.78t0.28 17.010.06

0.510.0

0.4r.0.2

1.2r0.0

1.3+0.0

5.610.1

6.1r0.1

0.1r0.0

0.210.1

32.6t1,.8

41.0r0.5

Data are represented as the averaget standard deüation of two GC injections

crystallization temperature of -10 'C. Howeveq, the DHA
purification usually requires a further preparative HPLC
step. Grima et al. (36) used the urea complexation meth-
od to concentrate PUFAs from the marine microalga Iso-
chrysis galbana biomass fatty acids, at the urea/fatty acid
ratio of 4 and 4 oC. The stearidonic acid (SA), EPA and
DHA separation was then obtained by HPLC and the
SA, EPA and DHA fraction purities were 94.8, 96.0 and
94.9 "/", respectively. Such purification steps are not easi-
Iy implemented at a large scale. ln the present work, the
fractions with the highest DHA fraction (99.2 % of total
fatty acids) were obtained at the wea/Íatty acid raüo of
3.5, and the temperatures of 4 and 8 'C (Table 2, Fig. 2a).
Fractions with such proportions of DHA may not require
further purification steps, which are of major concem in
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an industrial bioprocess, since they are usually the most
expensive. AÍter this maximum, the DHA fraction stea-
dily decreased, reaching a minimum at 24 "C (93.0 % at
the urea/fatty acid ratio of 3.5 and 89.4 % at the urea,/
fatty acid ratio of 4).

As expected, the DHA Íractions oÍ total fatty acids
in the urea complexing fractioru (18.2-35.8 %) were mudr
lower than those found in the non-urea complexing frac-
tions. However, these fractions decreased with the in-
crease of temperature (from 4 to 8 'C), remaining almost
undranged at higher temperatures (Fig. 2b).

As stated before (36), purity is susceptible to impro-
vement only at the expense of a decrease in yield. This
is exemplified in Fig. 3, where DHA recoveries in both

Non-w Non-w
onplaing @mplqirg
fractio fractiü

UErfstty @id§ - 4 (ms Etio)

Tqttru-=4qC,
20"c

U@
mpl*i4
Aactiu

MEITIYL
ESTERS

GCÁNÂLYSIS



42 A. MENDES et al.: DHA Írolrl- Crypthecodinium cohnii, Food Technol. Biotechnol. 45 (1) 3W QNn

Table 2. Fatty acid composition (total fatty acids/%) oÍ both urea complexing and non-urea complexing fractions as a function of the

vrea/iatty acid ratio and crystallization temperature

12:O 14:0 16:0 '16:1o9 18:0 18:L<o9 22:5t:t3 22:&t3Urea,/Fatty acids
(by mass ratio)

Crystallization
temperature/oC

3.5

4

8

12

20

24

15.3+ 1.4

18.811.6

18.611.6

16.811.5

15.9r 1.1

23.5+2.1

29.8t2.6

30.810.6

30.811.3

31.0r0.4

16.8+1.4

2t.Lt1.7

22Jd1.2

23.2L0.3

22.5t1.2

0.5+0.1

0.4r.0.2

0.5r0.0

0.510.1

0.410.0

7.2+0.1

1.5i0.1

1..610.2

1.7Í0.0

1..6t0.2

6.4+0.6

7.7t0.4

7.8t0.6

8.6t0.2

8.510.5

0.3+0.1

0.1+0.0

0.1r0.0

0.110.0
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non-urea complexing and urea complexing fractions are
plotted against temperature, at different urea/fatty acid
ratios. Lower DHA recoveries in the non-urea complex-
ing fractions (Ç12 "C) corresponded to higher DHA frac-
tions (of total fatty acids), whereas higher DHA recover-
ies (24 oC) were obtained at lower DHA fractions (Figs.
2 and 3). The highest DHA recovery (49.9 %) was ob-
tained at 24 oC, at the urea/ratio of 4.0, corresponding
to 89.4 % of DHA of total fatty acids. Bearing this in
mind, a new serial urea complexation recycling steps
could be applied to the urea complexing fraction in or-
der to recover the DHA mass in this fraction (47 % oÍ
the initial DHA mass), increasing the DHA proportion in
the non-urea complexing fraction. In this way, the urea
could be recovered and used in further purification cy-
cles and the overall DHA recovery of the urea complexa-
tion step could be increased.

The fractions with the highest proportion of DHA
(99.2 % of total fatty acids) corresponded to DHA recov-
eries of 6.2 % (4'C) and 19.4 % (8 'C) (Figs. 2 and 3).
Obviously, the best condiüons to produce DHA depend on
the end use of the product. Pharmaceutical applications
require DHA purity above 95 7o, as already mentioned,
thus the DHA fractions obtained in this work with purity
higher than 95 o/" may be suitable for this purpose.

Senanayake and Shahidi (27) concentrated DHA
from the oil extracted from the microalga C. cohnii and
reported a DHA enrichment Írorr. 47.4 to 97.1. % with a
process yield of 32.5 % of the mass of the original algal
oil. However, the present work presents an alternative
fatty acid extraction, saponification and methylation
process carried out in wet biomass that may represent a
significant economical benefit when compared with the
tradiüonal procedures (usually carried out in extracted
oils or lyophilized cells), which are expensive and time
consuming. Moreover, this inexpensive and simple DFIA
purification method can be easily scaled-up from the
marine heterotrophic microalga Crypthecodinium cohnii.

Conclusions

The current procedure (saponification and methyla-
tion performed in wet biomass, winterization and urea
complexation in a sequential way) is an appropriate
way for concentration and purification of DHA from C.

cohnii, considering the high proportions of DHA obtain-
ed in non-urea complexing fractions.

References

1. M.A. Crawford, K. Costeloe, K. Ghebremeskel, A. Phylac-
tos, L. Skirviry F. Stacey, Are deficits of arachidonic and
docosahexaenoic acids responsible for the neutral and vas-
cular complications of pre-term babies?, Am. l. Clin. Nutr.
(Suppl.) 66 (19e7) 1.032-1041.

2. U.N. Das, M.D. Fams, Long-chain polyunsaturated fatty acids
in the growth and development of the brain and memory,
Nutrition, 1-9 (2003) 62-65.

3. J.A. Nettleton, Are n-3 fatty acids essential nutrients Íor fetal
and inÍant development?, l. Am. Diet. Assoc.93 (1992) 5W.

4. M. Huisman, C.M. van Beusekom, C.L Lanting, H.J. Nije-
boer, F.A.J. Muskie! E.R. Boersma, Tryglicerides, fatty acids,
sterols, mono-, and disaccharides and sugar alcohols in
human milk and current types of infant formula milk, Eur.
l. Clin. Nutr. 50 (1.996) 255-260.

2s6

5. K. Boswell, E.K. Koskelo, L. Carl, S. Glaza, D.J. Hensen,
K.D. Wilüams, D.|. Kyle, Preclinical evaluation of single cell
oils that are higtüy enriúed with araúidonic acid and doco-
sahexaenoic acid., Food Chem. Toxicol. 34 (1996) 585-593.

6. l. Wynn, P Behrens, A. Sundararajary J. Hansen, K. Apt:
Production of Single Cell Oils by Dinoflagellates. ln: Single
Cell Oils, Z. Cohren, C. Ratledge (Eds.), AOCS Press, Cham-
paign, Illinois, USA (2005) pp.87-98.

7. S.E. Carlson, S.H. Werkamn, P.G. Rhodes, E.A. Tolley, Vi-
sual-acuity development in healthy preterm infants: Effect
of marine-oil supplementation, Am. l. Clin. Nutr. 58 (1,993)
3542.

8. S.E. Carlson, Arachidonic acid status of human infants: In-
fluence of gestational age at birth and diets with very long
chain n-3 and n-6 fatty acids, l. Nutr. (Suppl.) 126 (1996)
1092-1,098.

9. E.M. Grima, J,A.S. Perez, F.G. Camacho, J.L. Srínchez, D.L.
Alonso, n-3 PUFA productivity in úemostat cultures of
microalgae, Appl. Microbiol. Biotechnol. 38 (1993) 599-605.

10. Y. Jiang, F. Chen, S. Liang, Production potential of docosa-
hexaenoic acid by the heterotrophic marine dinoflagellate
Crypthecoilinium cohnii, Process Biochem. 34 (1999) 633-{,37.

11.. D.l. Kyle, Production and use of a single-cell oil which is
highly enriched in docosahexaenoic acid, Lipid Technol. I
(t9e6) 107-110.

L2. D.I. Kyle, V.J. Sicotte, J.J. Singer, S.E. Reeb: Bioproducüon
of Docosahexaenoic Acid @HA) by Microalgae. ln: Inilus-
trinl Applications of Single Cell Oils, D.|. Kyle, C. Ratledge
(Eds.), American Orl Chemists' Sociefy, Champaign, Illinois,
USA (1992) pp.287-300.

13. D.H. Beac[ G.W. Harrington, J.L. Gellerman, H. Sc]rlenk,
G.C. Holz, Biosynthesis of oleic acid and docosahexamoic
acid by a heterotrophic Crypthecodinium cohnii, Biochim. Bio-
phys. Acta, 369 (7974) 1Ç24.

14. R.J. Henderson, ].W. Leftley, J.R. Sargent, Lipid composi-
tion and biosynthesis in the marine dinoflagellate Crypthe-
codinium cohnii, Phytochemistry, 27 (1988) 1679-7683.

i5. M.V. Bell, R.J. Henderson, Molecular species composiüon
of phosphatidylúoline Írom Crypthecoilínium cohnii in rela-
tion to growth tempeÍature, Lipids, 25 (1990) 115-118.

16. R.J. Henderson, E.E. Mackinlay, Polyunsaturated fatty acid
metabolism in the marine dinoflagellate Crypthecoilinium
cohnii, Phytochemistry, 30 (1991) 1787-1787.

17. M.E. De Swaaf, L. Sijtsma, J.P. Pronk, High-celldensity fed-
-batch cultivation of the docosahexaenoic acid producing
marine alga Crypthecoilinium cohnii, Biotechnol. Bioeng. 8L
(2003) 66ffi72.

18. C. Ratledge, H. Streekstra, Z. Cohen, J. Fichtali: Down-
-Stream Processing, Extractiorç and Purification of Single
Cell Oils. ln: Single Cell Oils, Z. Cohen, C. Ratledge (Eds.),
AOCS Press, Champaign, Illinois, USA (2005) pp.202-21,9.

1-9. J.C. López-MaÉÍnez, P. Campra-Madrid, J.L. Guil4uerrero,
y-Linolenic acid enrichment from Borago officinalis and Ec-
hium fastuosum seed oils and fatty acids by low tempera-
ture crystallization, /. Biosci. Bioeng. 97 (2004) 294-298.

20. F. Shahidi, U.N. Wanasundara, Omega-3 fatty acid concen-
trates: Nutritional aspects and production technologies,
Tlends Food Sci. Technol.9 (1998) 230-240.

21. J.L. Guil-Guerrero, E. Belarbi, Purification process for cod
liver oil polyunsaturated fatty acids, /. Am. Oil Chem. Soc.

78 (200t) 477484.
22. A.R. Medina, A. Gimenez, F. Camacho, J.A.Petez, E. Grima,

A. Gómes, Concentraüon and purification of stearidonic,
eicosapentaenoic, and docosahexaenoic acids from cod li-
ver oil and the marine microalga Isochrysis galbana, l. Am.
Oil Chem. Soc. 72 (1995) 575-583.

23. G. Donsi, G. Ferrari, P. Di Matteo, Utilization of combined
processes in freeze-drying of shrimps, Food Bioprod. Pro-
cess. 79 (2001) 752-1,59.



M A. MENDES et al.: DHA hor'rl Crypthecodinium cohnii, Eood Technol. Biotechnol. 45 $) 3g-4 Qffin

24. T. Yokochi, M.T. Usita, Y. Kamisaka, T. Ankara, O. Suzuki,
Increase in the y-Iinolenic acid content by solvent winteriza-
üon of fungal oil extracted from Mortierella genas, l. Am.

Oil Chem. Soc. 67 (t990) 84ffi51.
25. R. Vazhappily, F. Chen, Eicosapentaenoic acid and docosa-

hexaenoic acid production potential of microalgae and their
heterouophic growth, /. Am. Oil Chem. Soc. 75 (196) 39T397.

26. M.E. de Swaú T.C. de Rijk, G. Eggink, L. Sijsma Optimisa-
tion of docosahexaenoic acid production in batú culüvations
by Crypthecodinium ohnii, l. Bioteclmol. 70 (1W) 185-192.

27. S.P. Senanayake, F. Shahidi, Concentration of docosahexa-
enoic acid (DHA) from algal oil oia trea complexatiory /.
Food Lipids, T (2000) 51-61.

28. U. Wanasundara, F. Shúidi, Concentration of omega-3 po-
lyunsaturated fatty acids of seal blubber oil by urea com-
plexation: Opümization of reaction conditions, Fooil Chem'

65 (t999) 4t49.
29. R.L. Guillard, A mutant of Chlamyilomonas moewusii lack-

ing contractile vacuoles, l. Protozool. T (1960\ 262-269.

30. R.L. Guillard, ].H. Ryther, Studies of marine Planktonic di-
atoms. I. Cyclotelln nana Hwstedt au-.rd Detonula conferoacea

Cleve, Can. J. Microbiol. I (1962) »9-239.

31. R.L. Guillard: Culture of Phytoplankton for Feeding Ma-
rine Invertebrales.ln Culture of Maine lnoertebrate Animals,

WL. Smith, M.H. Charúey (Eds.), Plenum Press, New York,
USA (1975) pp.26-ó0.

32. L Khozin-Goldberg, C. Bigogno, Z. Cohen, Salicylhydroxa-
mic acid inhibits delta 6 desaturation in the microalga Por-

phyridium crucntum, Biochim. Biophys. Acta, 7439 (1999) 384-
394.

33. A. Ganga, S. Nieto, J. Sanhuez, C. Romo, H. Speisky, A'
Valenzuela, Concentraüon and stabilization of n-3 polyun-
saturated fatty acids from sardine or1, l. Am. Oil Chem. Soc.

75 (7998) 733-736.

34. M. Z}rtt, P.P. Zhou, L.|. Yu, Extraction of lipids holr. Mor'
tierella alpina and enrichment of arachidonic acid from the
tungal lipids, Bioresorr. Technol. 84 (2000) 93-95.

35, W.M.N. Ratnayake, B. Olissory D. Matthews, R.G. Ackman,
Preparation of omega-3 PUFA concentrates from fish oils
oia srea complexation, Fat Sci. Technol. 90 (1988) 381-386.

36. E. Grima, J.P&ez, F. Camacho, A. Medina, A. Giménez, D.

Alonso, The production of polyunsaturated fatty acids by
microalgae: From strain selection to product purification,
Process Biochem. 30 (1995) 711-719.

257





6CHAPTER

Crypthecodinium cohnii with emphasis on DHA

production: a reüew

Crypthecodinium conhil (Seligo) CCMP 316. Ampliação (x 1000)





J Appl Phycol (2009)21:199-214

DOI 10. 1007/s108 1 1-008-935 I -3

Crypthecodinium cohnii with emphasis on DHA
production: a review

Ana Mendes . Aberto Reis. Rita Vasconcelos'

Pedro Guerra. Teresa Lopes da Silva

Received: 30 January 2008 /Revised and accepted: I 9 May 2008 /Published online: I 7 August 2008

@ Springer Science + Business Media B.V. 2008

Abstract Docosahexaenoic acid (DHA) is a polyunsatu-

rated fa§ acid (PUFA) that belongs to the o-3 group. In

recent years, DHA has attracted much attention because of
its recognized beneficial effect on human health. At present,

fish oil is the major source of DHA, but it may be produced

by microorganisms with additional benefits. Marine micro-

organisms may contain large amounts of DHA and are

considered a potential source of this important fatty acid.

Some of these organisms can be grown heterotrophically

on organic substrates without lighg offering the possibility

of greatly increasing microalgal cell concentration under

controlled and monitored conditions, resulting in a very high
quality product. Among the heterotrophiç marine dinofla-
gellates, Crypthecodinium cohnii has been identified as a

prolific producer of DHA. The organism is extraordinary in
that it produces no other PUFAs than DHA in its cell lipid
in any significant amount, which makes the DHA purifica-

tion process very attractive, particularly for pharmaceutical

and nutraceutical applications. This paper reviews recent

advances in the biotechnological production of DHA by C.

cohnii.
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Introduction

It is well known that both coronary heart disease and de-

pression have exploded with Westernization, concomitant

with changes in diet including declining intake of performed

docosúexaenoic acid (DHA) (Joordens et at.2007).

In fact, the role of DHA and other o-3 long chain poly-

unsaturated fatty acids (LCPUFAs) in alleviating cardio-

vascular diseases has been shown in hundreds of in vivo
and in vitro experiments apart from several clinical trials

(Connor 2000). Both eicosapentaenoic acid (EPA) and

DHA lower blood pressure and prevent the development of
hypertension, one ofthe critical factors resulting in cardio-

vascular pathologies like atherosclerosis or stroke §arayan
et al. 2006).

In an experiment involving human subjects with hyper-

tension and diabetes, it was found that higher DHA levels

in blood platelet membranes resulted in significantly lower

diastolic blood pressure and higher heaÍ rate variability as

compared to the control group, which had low DIIA levels

in the blood platelet membranes (Christensen et al. 2001).

Li et al. (2003) stated that an adequate intake of l»-3 fatty

acids including DHA at an ear§ stage in life prevents

increased blood pressure in later life in humans. In addition,

data from intervention trials are consistent in suggesting

that cu-3 LCPUFAs lower the risk of cardiovascular dis-

eases, probably by ttre multiple mechanisms of lowering

serum triacylglycerols, improving the LDL:HDL ratio, anti-

arrythmic effects on heart muscle, improved plaque stability,

anti-úrombotic effects and reduced endothelial activaúon

(Ruxton et al. 2005).

Compared to blood pressure, the etiology of cancer is

complicated and multi-factorial apart from being uncertain.

Nevertheless, a strong positive relationship between dietary

fat intake and/or body fat and the manifestation of cancer

Q spriog.t
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has been clearly established (Carroll 1986). DHA and EPA
inhibit cyclocoxygenase, thereby reducing the amount of
prostaglandins and increasing the lipoxygorase activity. This
in tum results in higher production ofhydroxyeicosatrienoic
acids (HETE) and leúoúiene 84 (LIB4), which have been
suggested as retarding the process of cancerous cells taking
over a tissue. In an experimental animal model, DHA was
found to be more effective than EPA in iúibiting tanscrip-
tion facüor activator protein I (AP-l), which has been im-
plicated in the development of cancer (Liu et al. 2001).

In recent years, several case-control studies and clinical
trials have shown that long chain cu-3 PUFAs, mainly EPA
and DHA, play a very important role in neuropsychiatry
performance. By effectively regulating the plasma/serum

cholesterol that is associated with an increased risk ofdepres-
sion and suicide, these LCPUFAs aid in the prevention of
neuropsychiatric disorders (Hibbeln and Salem 1995;
Narayan et al. 2006).

The role of EPA and DHA in reducing the risk of neuro-
psychiatric disorders could be attributed to their effect on
neurotransmitter receptor and G-proteins via effects on the
biophysical propeúies of cell membranes and secondary
messengers, and on protein kinases (Hibbeln and Salem
1995; Edwards and Peet 1999; Narayan et al. 2006).

A number of dietary-, ocular- (optical, retinal) and cerebral
cortex-based factors have been suggested to influence the
development of acuity among the dietary factors is early
postratal intake of o-3 LCPUFAs (SanGiovanni et al. 2000).
In particular, DHA is regarded as essential for proper visual
and neurological development of infants (Crawford et al.
1997; Das and Fams 2003; Nettleton 1992).

Maternal and preconceptional, prenatal and postratal
dietary balance and composition of essential fatty acids
(EFA)/LCPUFAs influence the quantity of DHA available
to the human fetus and milk-fed infant. Dietary DHA is
more likely to be efficiently transferred from the mother
to the fetus or young infant than the DHA that is
synthesized from ar-3 EFAs (Crawford 1993). Therefore,
dietary intake is the only practical means for the young
infant to attain adequate LCPUFAs tissue status. In facl
the World Health Organization, the British Nutritional
Foundation, the European Society of Pediatric Gastroen-
terology and Nutrition, and the Intemational Society for
the Study of Fatty Acids and Lipids have recognized the
impoÍance of DHA and arachidonic acid (AA) and
recommended that LCPUFAs should be included in all
infant formulas (Boswell et al. 1996). Presently, over 50Yo

of all infant formulas in the United States contain a blend of
DHA and AA (Wynn et al. 2005).

The actual recommended daily intake of DHA is 120 mg
per day for men and 100 mg for women and 100 mg for
aged people (Bourre 2005). Nevertheless, it is recognised

that there is a lack of dietary o-3 fatty acids in occidental
countries. In order to prevent different pathologies, mainly
cardiovascular diseases, and more lately some psychiatric
disorders, an appropriate dietary level of w-3 fatty acids is
required, more specifically during development and aging.
One way to meet this requirement is enriching food
products (meat, butter, milk and dairy products, cheese
and eggs, etc.) in u-3 fatty acids (Bourre 2005). For
instance, numerous animal feeding trials have been carried
out using different species and breeds aiming at bringing
the polyunsaturated fatty acid/saturated fatty acid (PiS) ratio
of meat close to the recommended value (>0.7) (Raes et al.
2004). Bourre (2005) reported that by feeding animals with
fish extracts or algae oils, the level of DHA was increased
about 2-fold in beef, 7-fold in chicken, 6-fold in eggs, and
2O-fold in fish (salmon). The author suggested that
regulations governing úe scheduling, raw materials and
food programs should not just define minimum contents of
toxic substances, but also define the real nutritional value of
foodstuffs, which must nourish but not poison.

The traditional source of rp-3 fatty acids is fish oil. The
major findings regarding this cu-3 source that received
intemational recognition arose from reports from Danish
scientists investigating the reasons why cardiovascular
problems seemed nonexistent, or at least significantly less,

in Greenland Eskimos compared to other populations in
spite of the very high intake of fat by the Eskimos. A low
incidence of heart desease in other fish-eating populations
of Norwegians and Japonese also helped to focus attention
on the importance of DHA and EPA being the two major
PUFAs of fish oils (Ratledge 2005).

However, the use of fish oil as a food additive is limited
due to problems associated with its typical fishy smell,
unpleasant taste, and poor oxidative stability. Fish oil
supply is difficult to predict, especially in the long term,
with declining fish stocks in many of the world's oceans. In
addition, the Intemational Fishmeal and Oil Manufacturers
Association estimates that inclusion of fish oil in aquacul-
ture feeds will rise to 1,133,000 tons in 2010. This aquafeed
demand in 2010 could result in a worldwide undersupply of
fish oil. Moreover, the presence of EPA in fish oil is un-
desirable for application in infant food, as this fatty acid is
associated with neonate growth retardation. In addition,
serious questions remain about the possible contamination
of fish oils with heavy metals and other pollutants (Carlson
and Wilson 1994).

Microalgae biomass is particularly suitable for the ex-
traction and purification of individual PUFAs due to its
stable and reliable composition. In addition, PUFAs from
cultured microalgae are cholesterol free, contaminant free

[e.g. heary metals, polychlorobiphenyls (PCBs)], and taste
good (Medina et al. 1995). Van Beelen et al. (2007) com-
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pared the mode of action of algal oils (including the micro-

alga Crypthecodinium cohnii) and fish (meúaden) oil on

cancer cells in vifio, and found similar results.

Attempts have been made to produce DHA phototro-

phically by growing microalgae in photobioreactors, but it
is difficult to achieve high biomass concentration and high

DHA productivity. This is due to unsolved problems, namely

light limitation and oxygen accumulation, in photoautofro-

phic cultures (Jiang et al. 1999).

Large-scale production of algal fatty acids is possible

through the use ofheterotrophic algae using traditional fer-

mentation systems which provide consistent biomass under

highly controlled and monitored conditions resulting in a

very high quality product. Fermentation runs last a matter

of days, so production can be increased or decreased to

match market requirements. In addition, there is no climatic

or seasonal dependence. Hence, screening of microalgae

for heterotrophic production of DHA is of potential sig-

nificance. Among the heterotrophic marine dinoflagellate
microalgae, C. cohnii was identified as a prolific producer

of DHA. The organism is extraordinary in that it produces

no other PUFAs other than DHA in its cell lipid in any

sigrificant amount (Van Pelt et al. 1999).

Habitat

Cryptheconidium cohnii appears to be a species complex,

composed of many reproductively isolated sibling species

(Beam and Himes 1982). This microalga is brackish, littoral
(Soumia 1986) and neritic (Himes and Beam 1975; Beam

and Himes 1987). It is often present among macrophytes,

particularly Fucus spp. (Ucko et al. 1997). Nevertheless,

Fucus does not always leld C. cohnii (Beam and Himes

1977). In nature, this dinoflagellate also occurs among

other decafng seaweeds (Ucko et al. 1997).

Crypthecodinium cohnii and its sibling species have also

been isolated from other types of hosts like Macrocystis,

Sargassum (Beam and Himes 1977, 1982), Cystoseira,

Zostera, Thalassia, Phragmites and Acetabulana (Beam

and Himes 1982).

Crypthecodinium cohnii-like dinoflagellates have been

obtained from various habitats including open ocean beaches,

polluted brackish bays and estuaries, steaming mangrove

swamps and frozen New England harbors. Nevertheless, the

stains of essantially globally dispersed dinoflagellates re-

sembling C. cohnii are not members of the same gene pool
(Himes and Beam 1978).

Crypthecodinium cohnii ar,d C. cohnii sibling species are

dispened in temperate and tropical waters (Beam and Himes

1982). They are found from the North Sea to the Caribbean

(Sournia 1986), and also in the Mediterranean Sea, the Baltic

Sea, and the Atlantic, Pacific (Beam and Himes 1977) and

Indian Oceans (Beam and Himes 1982).

The geographic distribution is difficult to interpret. Al-
though the swarmers are motile, their speed (l km.y t) must

render their infinsic vagility secondary to other agents of
dispersion. They must have been affected by tides and

currents, especially through rafting on fragme'nb of macro-

phytes (Beam and Himes 1982).

Taxonomy

In 1753, the first modern dinoflagellates were described by
Baker and named by Muller in 1773. The term derives from

the Greek word fivoç (dinos), meaning 'whirling,' and

Latin flagellum, a diminutive term for a whip or scourge.

Dinoflagellates are an important group of phytoplankton

in marine waters. These microorganisms are eukaryotes that

have kept several prokaryotic features, and have some

unique characteristics such as a permanent nuclear enve-

lope, chromosomes condensed throughout the cell cycle

and the lack of histomes and nucleosomes. The mitotic

microtubular spindle is extranuclear, and passes through the

nucleus via cytoplasmic channels (Moreau et al. 1998).

Dinoflagellate nomenclature is controversial. Tradition-
ally, they were regarded as protozoans (one-celled animals)

by some scientists and as one-celled algae (plants) by others'

Currently, dinoflagellates are classified as Alveolates which

are unicellular protists.

Crypthecodinium cohnii was described by Seligo (1885)

x Glenodinium cohnii. Seligo provided good drawings

showing the morphology of the cell with the characteristic

cingulum, which is much displaced and does not form a

complete loop around the body. Schiller (1933) transfened

this organism to the genus Gyrodinium (Kofoid and Swezy

l92l) as Gy'odinium cohnii (Seligo) Schiller. Biecheler

(1952) described the new genus with the single species

Crypthecodinium setense Biecheler, characterized by the

presence of very thin thecal plates which could be demon-

sfiated only by a special staining method. The cell mor-

phology is very similar to that of Gyrodinium cohnii, arlld

Biecheler (1952) already suspected the possible synonymy

of the two organisms. Chatton (1952) regarded them as con-

specific and introduced the combination Crypthecodinium

cohnii (Seligo) Chatton. Since then, flagellates of this

morphotype have been isolated several times and have been

called Crypthecodinium cohnii. Ucko et al. (1989, 1997) te-
ported a C. cohnii-l1ke dinoflagellate occurring as a deleteri-

ous contaminant in commercial pond cultures of Porphyridium

sp., a unicellular red alg4 in Elat Israel. Parrow et al. (2006)

reported a heterotrophic dinoflagellate in a brackish-water

fish aquarium at North Carolina State University, USA,
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which was very similar to that described by Ucko et al.
(1997) and fitted with Biecheler's description of C. setense.

This study provided the first clear demonsfiation of the
plate tabulation of a Crypthecodinium species, by scanning
electron microscopy (SEM).

Crypthecodinium cohnii apparently represents a suprc-

species encompassing several biological species (Beam and
Himes 1977; Beam et al. 1993).

Morphology

Two forms of C. cohnii have been reported, swimming cells
and cysts (Bhaud et al. l99l) with different dimensions. The
swimming cells show velocities of the order of I km.y t

(Beam and Himes 1982). The motile swimming cells have
two unequal flagella. One is a flattened, ribbon-like
flagellum, which encircles completely or partially the cell
in a transverse groove, providing propulsive and spinning
force for úe cell. The other flagellum is directed posteriorly
along a longitudinal groove and presumably acts like a

rudder for steering. The flagella are inserted in two sulci
(transverse-cingulum and longitudinal-sulcus, respectively)
(Hackett et al. 2004). That part of the cell (whether cyst,
thecate motile cell or athecate motile cell) anterior to the
cingulum is termed the episome; úe part of the cell
posterior to the cingulum is termed the hyposome (Fensome
et al. 1993). The schematic representation of C. cohnii by
Perret et al. (1993) shows that the cingulum almost
completely girdles the cell, as can be seen in Fig. 1.

However, this schematic representation differs from the
original description (Seligo 1885) in which the cingilum is
much displaced and does not form a complete loop around
the body (Ucko et al. 1997). Parrow et al. (2006) showed a
scanning electron micrograph of a Crypthecodinium species
in which the cingulum does not fully encircle the cell,
traversing roughly two-thirds of the cell circumference
(Fig. 2).

Crypthecodinium cohnii is a dinoflagellate with very
delicate theca (15-20 pm) (Kubai and Ris 1969) whose
plates are mainly composed of cellulose (Kwok and Wong
2003) and are barely visible, so it is sometimes necessary to
use a special staining method (Ucko et al. 1997). During
cell locomotion, the theca deforms (Soumia 1986). The theca
is contained in relatively few alveoli with a pattern that can
be determined (thecal plate tabulation) (Saldarriaga et al.

2004) and used for taxonomic purposes (Panow et al. 2006).
The cysts are solitary and ovoid in shape (Sournia 1986)

and can stay in a dormanísurvival stage or start dividing
(vegetative cysts) (Bhaud et al. l99l).

Ratledge et al. (2003) reported that úe non-motile cysts
contain greater levels of lipids, including DHA, than the
swimmer form of the microalga.

Q spring"t

Fig. 1 Schematic representation of Crypthecodinium cohnti cell
drawn from Perret et al. (1991). A Venhal view. B Dorsal view E
episome, .É1 hyposome, l,.E longitudinal flagellum, Z.E hansverse
flagellum, C cingulum. Bar 5 pm. Reproduced with permission of the
Company of Biologists

Reproduction

Crypthecodinium cohnii has both asexual and the sexual
reproduction. It has been reported that the latter is induced
by nutrient depletion (Tuttle and Loeblich 1975) and has

been observed in dense, rapidly growing cultures (Ucko et
al. 1997).

The vegetative cell cycle

Dinoflagellates are unicellular micro-organisms that are

eukaryotes with a GI-S-G2-M cell cycle (Bhaud et al.
2000). In a normal cell cycle of the heterotrophic
dinoflagellate microalga, motile Gl cells will shed their
flagella, encyst and execute the remaining cell-cycle phases

[DNA synthesis (S), G2 and mitosis (M)]. The cysts will
subsequently produce 2,4 or 8 daughter cells depending on
which cell-cycle pathway the individual cells have taken
(Wong and Whiteley 1996). Bhaud et al. (1994) determined
the existence and lengthening of the G2-Phase (30 min) in

a

b

F
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Fig. 2 Scanning elecfion micropgraph of a Crypthecodiniun species

showing the ventral view (from Parrow et al. 2006). Reproduced with
permission of the Editor-in-Chief of the Afr. J. Mar. Sci.

Crypthecodinium cohnii meiosis is peculiar as demon-

stated by recombination of mobil§ mutants @eam and

Himes 1974, 1982; Tuttle and Loeblich l974a,b; Himes and

Beam 1975, 1978; Beam et al. 1977). Bhaud et al' (1991)

re,ported either a conventional meiosis with two divisions

and no crossing-over or a meiosis with only one division'

Ucko et al. (1997) reported that the gametes form groups

of 3-8 cells which move in a lively manner arormd each

other until two cells, anisogametes or isogametes, establish

contact with their vental sides and begin to fuse. The other

flagellates swim away, whereas the fused pair does not

move away but rotates. Then one of the two transverse

flagella is shed, and the developing rygote, with two longi-

tudinal flagella, swims away. Some time later the zygote

encysts. The cysts divide and release normally only 2, but

sometimes 4-8, dinoflagellates. The new dinoflagellates are

motile as soon as they leave the cyst and are thophonts or
gametes (Ucko et aL.1997).

the first cycle (cycle with swimming Gl phase) and the

time of the second cell cycle phases (cycle in the cyst); Gl,
30 min; S, 1.5 [ G2,2h and M, 2 h. These results, together

with the estimation of the cell volume of the two and four

swimming daughter cells emerging from the cysts allowed

the authors to state the existence of two transition points:

Gl/S and G2lIvÍ, which are necessary for completion of
mitosis (Fig. 3).

When investigating the biochemical or molecular bio-
logical events of the cell cycle in relation to the life cycle of
the phytoplanlcton, it is imperative to have a synchronized

population of cells. Wong and Whiteley (1996) described a

method for synchronizing populations of C. cohnii UTEX
1649 using flow cytometric analysis of DNA content to

follow the cell cycle progression of synchronized cells.

Kwok and Wong (2005) investigated the dynamics of
lipid synthesis in the entire cell cycle of C. cohnii. The

authors analyzed highly synchronized cells by flow
cytomelry using Nile Red-stained cells and observed a

stepwise inçrease in polar lipid content and a continuous

increase in neutral lipid content in the dinoflagellate cell

cycle. They also determined the existence of a commitment

point that monitors the synüesis of fatty acids at the late G1

phase ofthe cell cycle.

Sexual development

Crypthecodinium cohnii sexual reproduction has isogamy

and anisogamy forming a "fertilization bridge" @haud et

al. 1988). During fertilization, there is the protoplasmic

fusion of gametes and the formation of the planozygote. The

zygote encysts, producing the nuclear cyclose in the cyst

(Ucko et al. 1997).

C. cohnii fatty acid biosynthesis

Despite the importance of PUFAs, the pathways of
formation in C. cohnii are still not well known (de Swaaf

M
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Fig.3 Diagram ofsuccessive cell cycles ofa dinoflagellate microalga

over 24 h. In this particular example, one vegetative cell performed

cell cycles (16 h) and released 4 daughter cells. One of these new

swimming cells released 2 daughter cells l0hlate,r (outer circle of the

diagram). During this time, other swimming cells gave an inverse

alternation (inner circle). Different diagrams could be possible with
other altemations. Transition points Gl/S ("start" point) are presented

by arrows and G2lIvI by arrows plus sÍar (from Bhaud et al. 1994).

Reproduced with permission of Wiley-Blackwell Publisher
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et al, 2003a). The absence ofchloroplasts offers a system
for the study of the synthesis of PUFAs without the
involvement of chloroplast glycolipids (Henderson et al.
1988). In fact, this microalga has been used to study the
pathways involved in PUFA synthesis by marine micro-
algae (Beach et al. 1974; Sonnenborn and Kunau 1982;
Henderson and Mackinlay l99l). Crypthecodinium cohnii
can accumulate lipid to over 20Yo of dry weight wiú a
high content of 22:6t»-3 [over 30% of total fatty acid
(TFA) contentl. Other PUFAs remain below 1% of the
TFA content (Harrington and Holz 1968; Beach and Holz
1973; de Swaaf et al. 1999). This is remarkable as most
marine microalgae rich in PUFAs contain intermediate
fatty acids in the cascade of elongation and desaturation,
as the saturated fatty acids are successively desaturated
and elongated through a series ofreactions, using the fatty
acid synthetase (FAS) complex of enzymes, leading to the
formation of various intermediate PUFAs. Therefore, it
has been suggested that the final step leading to C. cohnii
DHA production is distinct from that found in most
microorganisms (Meyer et aL.2003; Ratledge 2004).

So far it has not been clear whether desaturases are

involved in C. cohnii DHA production (de Swaaf et al.
2003a). In fact, Sonnenbom and Kunau (1982) reported in
vitro production of saturated fatfy acids, mainly l4:0 and
16:0, by a purified cytosol enzyme complex of C. cohnii.
They concluded that the FAS system should be operative in
C. cohnii and might supply the precursors for DHA
biosynthesis. However, Beach et al. Q97\ incubating C.

cohnii cells in the presence of lac-labeled fatty acids ranging
from l0 to 18 carbon atoms found that label was detected
in oleic acid (18:lcu9, the most abundant monounsatura-
ted fatty acid in C. cohnií) but not in DHA. In contras!
Henderson and Mackinlay (1991) detected a small amount
of label in 22:6t»-3 when the microalga was grown in the
presence of rac labeled l8:0 or l8:1. De Swaaf et al. (2003a)
tested the ability of C. cohnii to use r3C-labeled externally
supplied precursor molecules for 22:6 biosynthesis by "C
NMR analysis and studied the presence of desaturases
(typical for aerobic PUFA synthesis). They suggested that
the fatty acid production by C. cohnii may be explained by
the presence of three tightly regulated separated systems,
namely (1) the biosynthesis of saturated fatty acids, (2) the
convenion of saturated fatty acids to monounsaturated fatty
acids, and (3) de novo synthesis of 22:6w-3 with desaturases

involved, although it is not clear whether oxygen-dependent
desaturases are active in the biosynthesis of DHA in
C. cohnii. However, the system appears to be aerobic as, in
the stndy of Beach and Holz (1973), the DHA and mono-
unsaturated fa§ acids sharply decreased when a growing
culture of C. cohnii was switched from gassing with air to
nitrogen gas.

Ratledge (2004) suggested that DHA biosynthesis in C.
cohnii cortld use the PKS route, similar to that found in
Schizochytrium sp. and probably related thraustochyhid
marine protists. [n these DHA-synthesising thraustochytrid
organisms, the growing fatty acyl chain is not reduced to
completely saturated fatty acids as occurs with the
"conventional" eukaryotic FAS system, but involves fatty
acyl intermediates that remain unsaturated as the chain
continues to be lengthened. If this is found to be the case,

it would help to explain why it has always been difficult
to identify conventional, eukaryotic-like desaturases in
C. cohnii (Ishiwaka et al., unpublished work referred by
Ratledge 2004).

Nutrition

Crypthecodinium cohnii is an obligatory heterotrophic
marine dinoflagellate. This implies that it has the capacity
for sustained growth and cell division in the dark. Free
energy and cell carbon are both obtained from the meta-
bolism of an organic carbon substrate. This and other
nutrients are obtained from living or decomposing sea-
weeds from which they are normally recovered. It has been
suggested that C. cohnii might have parasitic capabilities in
or on macrophytes, as motile cells of all stains appeaÍ to
have a peduncle, an organelle employed by other dino-
flagellates on phagotrophy (Beam and Himes 1987).

Some strains of C. cohnii are phagotrophic, like úe
Elat strain, which preys on cells of the red microalga
Porphyridium sp. The food uptake of C. cohnii Elat strain
is a typical myzocytosis, in that the cell content of the prey
is ingested by a feeding tube, leaving the prey's cell coat
in the medium (Ucko et al.1997).

Cultivation

Crypthecodinium cohnii has had a long history of labora-
tory cultivation dating back to early twentieth century (Kyle
1996). Crypthecodinium cohnii stands out as a model free-
living species complex that can be cultured using both
synthetic liquid and solid media (Tuttle and Loeblich 1975;
Beam and Himes 1980; Bhaud et al. l99l), likely because
of an inherent inclination for resorption related to its natural
occrrrence amid rotting seaweed (Parrow and Burkholder
2003).

Carbon sources

Originally C. cohnii was growrr in enriched seawater broths
(Tuttle and Loeblich 1975). In a medium containing yeast

Q Springer
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exfiact, sodium acetate and peptone in sea water, C. cohnii

can readily be propagated in the laboratory (Pringsheim

1956).

Crypthecodinium cohnii strains grow well on organic

carbon substrates such as glucose (strain Seligo, Tuttle and

Loeblich 1975; strain ATCC 40750, Kyle et al. 1998; strain

UTEX L 1649, Vazhappi§ and Chen 1998; strains AICC
30556, ATCC 50051, UTEX L 1649 and RIH, Jiang et al.

1999; strains ATCC 30556, AICC 50051 and RJH, Jiang

and Chen 1999; strain Áf,CC30772, de Swaaf et al.1999;
strains UTEX L 1649, CCMP 316 and ÁJCC 50297,

Vaáappilly 1999; strain ATCC 30556, Jiang and Chen

2000a; strain AICC 30556, Jiang and Chen 2000b; strain

ATCC 30772, de Swaaf et al. 2003c), dextose (strain

ATCC 40750, Kyle 1996), ethanol (strain ATCC 30772, de

Swaaf et al. 2003b; sfrain ATCC 30772, Sijtsma and de

Swaaf 2004), acetic acid (strain ATCC 30772, Ratledge et

al.200la; strain ATCC 30772, de Swaaf et al. 2003c; strain

ATCC 30772, Sijtsma and de Swaaf 2004), sodium acetate

(strain UTEX L1649, Vazhappilly and Chen 1998; strain

ATCC30772, Ratledge et al. 2001a), and carob pulp synrp

(strain CCMP 316, Mendes et al.2007a).

According to some authors, C. cohnii grows on glycerol

(Beam and Himes 1980). However de Swaaf et al. (1999)

reported that no or marginal growth (less than one doubling)

was observed when glycerol was offered as a carbon sourco.

Crypthecodinium cohnii ATCC 30772 was able to grow on

galactose and no or marginal growth was observed on

sucrose (de Swaaf et al. 1999). Crypthecodinium cohnii was

unable to grow on fructose, maltose, rhamnose, arabinose,

lactose, galacturonic acid, pectina and aldose (Beam and

Himes 1980). Disagreeing with this, the patent by Takeuchi

et al. (1994) claims that fructose and galactose can be

assimilated by C. cohnii ATCC 40750 as carbon sources.

According to the patent of úe Kawasaki Steel Corporation

(Borowitzka 1995), C. cohnii can also be incubated in a

medium containing fish oil, soybean oil or lactate as a

carbon source. However, glucose is the most commonly

used substrate for microbial lipid production (Singh and

Ward 1996; Sijtsma et al. 2005).

Nitrogen sources and other nutrients

In addition to a reduced carbon source, a nitogen source

must be provided to the culture medium [e.g., peptone,

yeast extract (YE), meat extract, glutamic acid, waste

molasses, and corn steep liquor, KNO3, NH4CI] (Borowitzka

1995). Takeuchi et al. (1994) also refer to the use of urea,

meat casein hydrolysate and §Ha)2SOa as nitrogen soluces.

With regard to inorganic salts, natural seawater may be the

best, but various types of known artificial seawater may also

be used, as well as various sodium salts, phosphates, mag-

nesium salts, potassium salts, borates and carbonate salts.

Also useful are mce amounts of heavy metals such as iron

salts, manganese salts, cobalt salts, zinc salts, chlorine com-

pounds and bromine compounds (Takeuchi et al. 1994;

Borowitzka 1995). Therefore, C. cohnii can grow in culture

media containing inexpensive nutrients, which can be used

in industrial bioprocesses.

Growth

Provasoli and Gold (1962) prepared the first synúetic

medium to culture C. cohnii which was a great improve-

ment over earlier preparations since it eliminated many

unnecessary ill-defined components. Later, Tuttle and

Loeblich (1975) experimentally defined a synthetic me-

dium, MLH, for optimal growth of this dinoflagellate.

Trying to discover optimal growth conditions for C.

cohnii, Jiang et al. (1999) tested three previously reported

media: Porphyndium medium (Jiang and Chur 1999), A2E6

medium §erad 1993) and C. cohnii medium (Spector

1984), all with glucose as úre principal carbon source, and

concluded that the C. cohnii strains studied show best

growth and highest specific grow rate on Porphyridium
medium. The authors also investigated the effect of medium

glucose concentration on growth over a rÍrnge of glucose

concentrations (5-40 g L-r) in Porphyridium medium. The

highest specific growth rate, highest cell dry weight concen-

tration and highest growth yield on glucose were obtained at

20 gL-r glucose. The lower specific growÚr rate and cell dry

weight observed at higher glucose concentations were

probably due to glucose iúibition (Jiang and Chen 2000a).

De Swaaf et al. (1999) also reported glucose iúibition above

25 g L-r it C. cohnii shake flask cultures. However, C.

cohnii was able to grow on a glucose concenffition as high

as 84.3 g fr in a l-L bioreactor (de Swaaf et al. 1999).

With regard to nitrogen and micronutrients sources, de

Swaaf et al. (1999) reported an optimum yeast extract

concentration of 2 g L-1 for growth of C. Cohnii h the

studied concentration range of0-10 g L-I.
De Swaaf et al. (2003b) also studied the influence of

ethanol concentration on growth of C. cohnii shake flask

cultures grown on a complex medium containing yeast

extract and sea salt. The specific growth rate was optimal

with 5 g L-r ethanol and growth did not occur at 0 g L-'
and above 15 g L-1, indicating that higher ethanol

concentrations inhibited C. cohnii $owth.
Vazhappilly and Chen (1998) concluded that C. cohnii

UTEX L1649 showed better heteroüophic shake flask

growth on glucose (5 g l--') than when acetate (l g L-')
was used as the sole carbon and energy source. However,

laboratory-scale, pH confiolled, fed-batch cultivations of C.

cohnii lf,CC 30772, a so-called pH auxostat culture with

â spri"g"t

267



206 J Appl Phycol (2009) 21199114

50%o açetic acid as carbon source, showed higher biomass
concentration than when glucose was used as the main
carbon source (de Swaaf et al. 2003c).

Temperature

The optimum temperature of C. cohnii is 27"C (Ishida
1968; Tuttle and Loeblich 1975). Jiang and Chen (2000b)
studied the effect of temperature in C. cohnii ATCC 30556
and observed that the microalga grew well over the entire
range of studied temperatures, l5-30'C. These results are

in good agreement with the previously reported cell growth
inhibition when the culture temperature was below l4"C or
above 3loC (Beach and Holz 1973). Gold and Baren
(1966) reported an optimum temperature of 35'C for a C.

cohnii sfrain isolated from Puerto Rican water and a growth
inhibition at 20"C and 30oC. According the cultivation
process patented by the Martek Corporation (Kyle et al.
1991), cultivation of C. cohnii NICC 40850 can be carried
out at any life-sustaining temperature. Generally, C. cohnii
grows at temperatures ranging from 15 to 34"C. Strains
which grow at higher temperatures are preferred for
industrial applications (Kyle 2004). For large scale cultiva-
tion, a higher cultivation temperature is also desirable, due
to an improved cooling capacity at higher temperatures (de

Swaafet al. 1999).

Oxygen supply

As C. cohnii is an obligate aerobic organism, cultivation
requires an efficient oxygen transfer fiom gas phase to
culture broth. In shake flask cultivation, a reciprocal shaker
is suf,ficient, but in bioreactors an oxygen-efficient supplier
is necessary. Growth of C. cohnii NICC 30772 was im-
proved significantly by enhancing the agitation speed from
50 to 100 rpm in shake flask cultivation (OD increased
more than four times) (de Swaaf et al. 1999). These results
are in good agreement with those reported by Beach and
Holz (1973) who reported that the microalgal cells with an
enhanced supply of 02, from shake flask and bioreactor
cultures, multiplied more rapidly than cells grown under a
restricted supply of oxygen. ln C. cohnii bioreactor culti-
vations, oxygen levels should be maintained at a dissolved
oxygen level of, at least llYo of air saturation (Kyle et al.

1995, 1998).

Although it has been repoÍed that mechanical agitation
has specific growúr inhibition effects on dinoflagellates
(Berdalet 1992; Berdalet and Estrada 1993; Thomas and
Gibson 1990,1992; Yeung and Wong 2003), relatively high
speeds have been successfully used ir C. cohnii NICC
30556 shake flask (150 rpm; Jiang and Chen 2000a, b) and
in C. cohnii / CC 30772 bench bioreactor cultivations

(1,250 rpm; de Swaaf et al. 2003b, c). De Swaaf et al.
(2003c) reported that, in a C. cohnii high-cell-density fed-
batch cultivation for DHA production, vigorous mixing
was required to sustain a suffrcient oxygen level during
high microalgal cell density cultivation. This was compli-
cated by increasing culture viscosity, which resulted from
the production of viscous extracellular polysaccharide.
However, the viscosity of the culture supernatant was
shongly reduced when a commercial polysaccharide-hydro-
lase (Glucanex@) was added to the C. cohnii high-cell-
density fed-batch culture.

pH

The optimum pH for C. cohnii was 6.6 in the range 521 .O

tested (Tuttle and Loeblich 1975). However, the cultivation
can be carried out over a broad pH range, typically from
about 5.0 to 9.0. Preferably, a pH range from 6.0 to 7.0 is
used for the growth phase (Kyle et al. l99l). Jiang and
Chen (2000a) studied the effect of initial medium pH
(varying from 4 to l0) on growth of C. cohnii and obtained
the highest specific growth rate, highest cell dry weight
concentration and highest growth yield on glucose when
the medium pHwas 7.2.

Salinity

Jiang and Chen (1999) studied the effect of salinity on cell
growth of three marine strains of C. cohnii (ATCC 30556,
ATCC 50051, RJH) in shake flask cultures and observed
that lag phases of the three strains increased with increasing
salinity in Porphyridium medium. Optimum NaCl concen-
hation for cell growth is strain specific (Jiang and Chen
1999). According to de Swaaf et al. (1999), for
C. cohnii ATCC 30772 strain optimal growth, a minimal
sea salt concentration of 17.8 g L-1 is required, which is
about halfthe average sea water salinity. The observation of
growth inhibition at low salinity is in agreement with
previous data. Inhibition of growth at low (<5 g t-r NaCt;
and also high salinity (>50 g t-t NaCl; has been reported
in shake (Beach and Holz 1973) and standing (Tuttle and
Loeblich 1975) cultivations of C. cohnii. For large-scale
cultivation processes, the salt concentration should pre-
ferably be as low as possible in order to prevent corrosion
problems (de Swaaf et al. 1999). Behrens et al. (2005) paG

ented methods of increasing production of highly unsatu-
rated fatty acids by marine microorganisms, including C.
cohnii, growing in low chloride media by manipulation of
sodium and potassium ion levels. The authors have
identified culture conditions that allow C. cohnii to be
grown in medium with substantially lowered chloride levels
without adversely affecting dry weight, fat content or DHA
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content when compared to growth in a normal "high
chloride" medium, in order to prevent corrosion in stainless

steel fermenters.

Light

Tuttle and Loeblich (1975) reported that C. cohnii WH-d
grows fastest in the dark. The authors observed that cells

grown in fluorescent light of 17.9 W.m-2 contained 4.5

times more carotenoids than dark-grown cells. The authors

suggested that this increase in pigment production could

account for úe decreased growth rate in the presence of
visible light due to increased anabolic energy going to

protective pigments rather than to cellular division.

Composition and metabolites

Henderson et al. (1988) reported that lipids accounted

for 24.6%ô of the dry weight of C. cohnii WH-d cultured

for 6 days to stationary phase in shake flasks containing
MLH medium. These lipids were mostly neutral lipid
(71.6Yo, w/w) of which triacylglycerols (TAG) were the

maj or compo nent (7 6.4Yo, w/w). Phosphatidylcholine (PC)

was the major polar lipid (63.6%, w/w). Phosphatidyleth-

anolamine (PE) was the second most abundant phospho-

lipid alttrough it was present in very much smaller amounts

than PC. TAG fatty acids were predominantly sahrated,

whereas 57% (wlw) of the fatty acids in PC were poly-

unsaturated. 22:6t»-3 accounted for over 50%o of the fatty
acids in PC. Therefore, the DIIA tt C. cohnii WH-d was

found to be mostly distributed in PC, the main polar lipid
firaction. Beach and Holz (1973) and Jiang and Chen (2000b)

supported this observation. On the other hand, Wynn et al.

(2005) stated that DHA accumulates predominately in
C. cohnii cells as TAG, the neutral lipid fraction. In addition,

the industrial process patented by the Martek Coporation

reported that C. cohnii biomass extractable oil comprized

more than c. 70%o triglycerides having, in general, 30-50%
DHA (Kyle 2004). These differences in DHA in the different

lipid classes reported by different authors may be due to
differences in age culture when the microalgal cells were

harvested, cultivation conditions and stains that were used.

Studying the effect of aeration on C. cohnii cell fatty
acid composition, Beach and Holz (1973) reported that, in
fermenter cultures gassed with air, the major neutral lipid
fraction, TAG (44% of neutral lipids), contained: 22:6n-3
25Vo, l8:ln-9 l3yo, 16:l l%o, l4:.l <lo/o, l8:0 l%, 16:0

25Vo, l4:0 28Yo, and l2:0 10.01%o. The major polar lipid
fraction, PC (79% of polar lipids), contained 22:6n-3 66Yo,

22:5r-3 <l% l8:ln-9 2%o, l8:0 4Yo, 16:0 l8%o, and l4:0
9%. Gassing with N2 caused a rapid and marked elevation

of 12:0 and l4:0, and to a lesser extent l0:0 and I 8:0, and a

depression of l8:ln-9, 16:0 and l6:l and 22:6n-3 in TAG.

Variations in temperature and in salinity caused only minor

compositional changes in TAG. None of the environmental

perturbations significantly changed the fa§ acid composi-

tion of the PC.

Similar to plant cells, cellulose is the major constituent

of the C. cohnii cell wall (Kwok and Wong 2005).

Crypthecodinium cohnii has no photosynthetic pigments

but, as a reserve, stores plenty of starch and lipids
(Pringsheim 1956; Loeblich 1976). Photosynthesis-associ-

ated lipids (mono- and digalctosyldiglycerids, and sulfo-

quinovosyl diglyceride and their polyunsaturated C16 and

C2n fatty acids) are not present. Carotene concentration is

higher in light-grown cells than in dark-grown ones (Tuttle

et al. 1973), but fatty acid composition is not diffeÍent
(Holz and Beach 1980).

The lipids of C. cohnii include isoprenoid types (Ê-

carotene and y-carotene) (Tuttle er al. 1973) responsible for

the yellow-orange color of DHA-rich oil extracted from the

alga,  u-methyl sterols, dinosterol, dehydrodinosterol
(4a,23,24-frrmethylcholesta- 5,22-dien-3 P-ol) and the ten-

taúvely identified 4q",24-dimethyl- cholestan-3p-ol and

4 a.,24-dimethylcholest-5-en-3 B-ol. The major 4-demethyl

sterol was cholesta-5,7-dien-3 B-ol which was accompanied

by a smaller amount of cholesterol and traces of several

other C27,C2s and C2e sterols. In addition, a 3-oxo-steroid

fiaction was isolated and the major component identified as

dinosterone (4 0t,23,24-trimethylcholest-22-en-3-one)
(Wiüers et al. 1978).

De Swaaf et al. (2001) characterized extracellular poly-

sacchmides (EPS) produced by C. cohnii. The crude EPS

contained 55% polysaccharides, l0% proteinaceous com-

ponents, l0% unknown material (precipitate after hydroly-
sis), 7Yo ash and trace amounts of Si, Cl, Fe, Zn and Cu.

C. cohnii produced multiple EPSs, variable in size and sugax

composition. A high molecular mass fraction (from 100 kDa

to >1,660 kDa) and a medium molecular mass fracúon (G48

kDa) were detected. The high molecular mass fraction

contained (on a molar basis) 71.70Á glucose, l3.lyo
galactose arÁ 3.8%o mannose, whereas the medium molec-

ular mass fraction contained 37.7%o ghrcose, 19.\Yo galactose

and 28.1%o mannose. Other monomers present in both

fractions were fucose, uronic acid and xylose.

DHA production

Cultivation scale and volumetric productivity (rp11J have

been identified as major factors in determining the eco-

nomic feasibility of fermentative DHA production (Sijtsma

Q spri"g"t
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et al. 1998). Factors that determine rppq are biomass
concentration, lipid content of the cells, DHA content of the
lipid and cultivation time (de Swaaf et al. 2003c). For
economically feasible indusfial cultivations of C. cohnii,
high cell densities are reqüred so it is necessary to optimize
the culture medium proüding basic data for commercial
production of DIIA. Growth and fatty acid formation are

affected by key medium components and environmental
conditions, and a large number of studies have been
published, aiming at the DHA production optimization.

Carbon sources

In order to find suitable carbon sources for C. cohnii lipid
accumulation, different carbon sources were studied by de

Swaaf et al. (1999). After 50 h incubation, the lipid content
of cells grown on glucose was l3.4Yo (ilw) whereas cells
grown on galactose contained less I L4% (Ww). The DHA
content of the lipids was similar (35.2% with glucose and
3 6.2%ô w ith galactose).

Jiang and Chen (2000a) studied the effect of medium
glucose concentration on the DHA content of C. cohnii.
Although low glucose concenhations enhanced úe degree
of fatty acid insaturation and DIIA formation, this was
accompanied by a slow growth rate. Other studies carried
out by de Swaaf et al. (2003b, c) investigated the effects of
different carbon sources (glucose, acetic acid and ethanol) on
C. cohnii biomass, lipid, and DIIA concentrations. Lipid
concentration was found to decrease when cell growth was
exponential but, subsequently, increased exponmtially when
growth was linear owing to an undefined nutrient limita-
tion. Therefore, it appears that lipid production occurs under
growth-limiting conditions; during linear growth, the cells
are sffessed due to nutrient limitation and therefore produce

more lipids. It also appears that the quality of the lipid (in %
DIIA) is affected by growth rate and lipid concentration-
the concentration ofDlIA is negatively affected by increases

in lipid concentration. The highest qualify lipid (in % DIIA)
was obtained when glucose was used as the carbon source,
and when the cell concentration and lipid content ofthe cells
were the lowest. These results show that optimum growth
and maximum DFIA accumulation by the microalgae cells
require different medium compositions.

De Swaaf et al. (1999) studied the DHA production by
C. cohnii ATCC 30772, using glucose as the carbon source.
In these experiments, the total amounts of lipid and DHA
after 9l h attained 3.7 and 1.6 gL-l, respectively (Table l).
However, compared with glucose, the use of acetic acid and
ethanol as carbon souÍces proved to be much more efficient
with respect to DHA production (Ratledge et al. 2001a; de

Swaaf 2003, b, c; Table l). Laboratory-scale, pH conholled,
fed-batch cultivations of C. cohnii NICC 30772, a so-called
pH auxostat culture with 50% acetic acid as the carbon
source, achieved lipid and DHA concentrations of 28 and 8 g
L-r respectively, after 210 h (Ratledge et al. 2001a; de Swaaf
et al. 2003c). The use of acetic acid/acetate as the carbon
source does not require the imposition of a stationary phase

in order to obtain satisfactory production of DIIA. This is
particularly advantageous as it will facilitate adaptation of
the method to a continuous or semi-continuous process
(Ratledge et al. 2001a).

In comparison with several other C. cohnii sfiains,
NICC 30772 appeared to be the best strain with respect
to DHA production using acetatelacetic acid as carbon
sources (Ratledge et al. 2001a). The productivity of DIIA
by this strain was even further increased by the use of pure
acetic acid and prolonged cultivation periods (de Swaaf et
al. 2003c). This resulted in culhres producing 6l g lipid
L-1 and 19 g DHA L-t aftr.l. 100 h of cultivation (Table l).
The maximum overall productivities of lipid and DHAwere
152 mg L-1 h-r and 48 mg L-l h r, respectively.

A further improvement was achieved by the develop-
ment of an ethanol fed-batch protocol (de Swaaf et al.

2003b).In a fed-batch cultivation of C. cohnii ATCC 30772
with pure ethanol as feed, 83 g dry biomass L-1, 35 g lipid
L r and ll.7 g DHA L-1 were produced Á 220 h. The
overall volumetric productivity of DHA in this process was
53 mg L-1 h-r, the highest value ever reported for this alga
(Table 1).

Despite the high DHA productivities obtained from these

feedstocks, acetic acid in large-scale fermentations requires
careful handling, as any spillage or contact with the skin
must be dealt with promptly. Moreover, high capital in-
vestment and maintenance costs should be considered for
fermentation hardware when dealing with a corrosive
feedstock such as acetic acid. Ethanol flammability makes

Table 1 DIIA productivities of Crypthecodinium cohnii on different carbon sources (DCW=Dry cell weight)

Strain Fermentation Carbon source

time (h)
Cellconcentration DFIA DHAproductivity Reference

G DCW L-l) concentration (g t-t) (mg L-t h-t;

270

t9
48

53

18.5

C. cohnii NICC 307'12 9l
C. cohnii NICC 30772 400

C. cohnii ATCC30772 220
C. cohnii CCMP 316 100

Glucose 27.7

Acetic acid 109.0

Ethanol 83.0

Carob pulp syrup 42

1.4

19.0

tl.7
1.9

de Swaaf et al. (1999)

de Swaafet al. (2003c)

de Swaafet al. (2003b)

Mendes et al. Q007a)
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this feedstock unsuitable when stored and transported

around a production site in its undiluted form. In addition,

pÍocesses using ethanol may need to be continuously

scrutinized by regulatory authorities to prevent the use of
the ethanol for purposes other than for which it is intended.

This may place unwanted restictions on its suitability as a

large-scale fermentation feedstock (Sijtsma et al. 2005).

Therefore, altemative handling carbon souÍces for C. cohnii

DHA production should be found. Mendes et al. (2007a)

reported a successful C. cohnii fed-batch fermentation for
DHA production using diluted carob pulp synrp (l:10.5 v/v)
supplemented with yeast exhact and sea salt attururrg 42 g

dry biomass L-r and 1.9 g DHA L-r after 100 h (Table 1).

Growth phase

The growth phase also influences DHA production. Jiang

and Chen (2000b) reported that, as the culture aged up to the

early stationary phase, the DIIA content increased. The

changes in fatty acid composition, such as the DIIA content

increase and the decrease in saturated fatty acid content in
the late exponential phase or early stationary phase, might be

the result of complete consumption or starvation of some

specific nutrients in the medium that induced qualitative and

quantitative changes in fatty acids. Sufficient nutrient supply

might lead to the synthesis of more sahuated fatty acids. On

the confiary, nitrogen limitation might result in the formation

of more unsahrated fatfy acids (Chen and Johns l99l).
Therefore, industrial C. cohnii fermentations are usually a

carbon-fed batch process and progress in two stages. The

first is the active growth phase under nutrient excess

conditions, during which the lipid content of the biomass is

modest (approximately 20oÁ wlw dry wt). Once the niffogen

source is depleted, carbon is continuously supplied to the

fermenter. Since cell growth and division is halted due to the

lack of nitrogen for de novo protein and nucleotide

synthesis, the supplied carbon is converted into a storage

lipid (TAG) rich in DHA (Wynn et al. 2005). During this

lipid accumulation phase, C. cohnii cells lose their flagella

and become "cystJike" cells packed with DHA-rich lipid
bodies. Maintaining the carbon concentration in the cultiva-

tion vessel is important to optimize lipid accumulation not

only to promote synúesis but also to avoid utilization of the

internal stoÍage lipids (Wynn et al. 2005).

Salinity

The effect of salinity on docosúexaenoic acid production

by C. cohnii was studied by Jiang and Chen (1999) in
shake flask cultures. They concluded that, despite the opti-
mum NaCl concentration for DHA production being strain

specific, all strains responded to the change of salinity by
modiffing their cellular fatty acid compositions. The

content of total fatty acids did not show an obvious

correlation to salinity, but was decreased when the culture

was at a higher salinity. Beach and Holz (1973) also re-

ported that the propoÍion of DHA decreased when the

salinity was above 30 g L-t. De Swaaf et al. (1999) report-

ed that growth and lipid accumulation were stimulated by

increasing salinity in the range 2.8-27.8 g L-r studied.

Temperature

The effects of temperature and temperature shift on the fatty

acid composition, DHA content and productivity of C.

cohnii IíICC 30556 were investigated by Jiang and Chen

(2000b). They concluded that higher temperatures (over the

range l5-30oC) favored growth with the highest specific

growth rate of 0.092 h-1 at 30oC. In contrast, low
temperature favored the formation of polyunsahrated fatty

acids. In fact, cells grown at low temperatures adapted

themselves by increasing the proportion of unsaturated fatty

acids, particularly polyunsaturated fatty acids, in order to

maintain proper membrane lipid fluidity and functions

(Jiang and Chen 2000b). The highest DHA content was

obtained at l5oC in the early stationary phase (72 h) (Jiang

and Chen 2000b). De Swaaf et al. (1999) also repoÍed that

lipid accumulation was clearly influenced by the incubation

temperature. When C. cohnii NICC 30772 cells were

grown at 27"C for 50 h, the lipid content was 13%

compared to 7.8%o obtained at 30oC. However, regardrng

the DHA percentage of lipids, at 27"C it was 35.9%, while

at 30"C it attained 40.4%. Beach and Ilolz (1973) found a
higher tipid content in C. cohnii cells grown at 3l.5oC
(ll%) than at 25"C (8.7%). These authors, however,

harvested the cultures grown at 31.5 and 25"C at different

cultivation times (after 4 and 2 days, respectively).This

difference in time of harvest may strongly affect the lipid
production.

Biocompatible organic solvents

Biocompatible organic solvents have been used in milking
microlagae to extract products such as p-carotene from

Dunaliella salina it two phase bioreactors, leading to higher

productivity (Hejazi and Wijffels 2004). A similar process

was used for DHA production enhancement from C. cohnii
(Silva et al. 2006). In this work, two C. cohnii carbot-fed

batch fermentations were carried out simultaneously in the

presence and absence ofn-dodecane. It was found that the

DHA content ofbiomass, DHA percentage of TFA and DHA
volumetric rate increased l0 and 47Yo, respectively, com-

pared to the fed-batch fermentation without n-dodecane. It
was suggested that the higher amounts of DHA obtained in
the n-dodecane presence were produced by substitution of
extracted lipids by newly synthesized lipid, enhancing the

Q spti"go

271



210 J Appl Phycol (2009\ 2l:199114

overall productivity ofthe system. The n-dodecane pÍesence
also resulted in higher dissolved oxygen tensions and

microalgal biomass concentrations, compared to the fermen-
tation with no n-dodecane.

DHA industrial production and patents

Using classical shain screening, many microalgae strains
have been isolated that have potentially attractive attributes
as DHA producers. Screening for increased lipid production
and improved growth under conditions suitable for large-
scale production have also been sucessfully accomplished
before scale-up trials by many researchers, as described
above.

Successful cultivation of C. cohnii to produce cornmer-
cial edible oil containing DHA has been achieved by
Martek Corporation in Maryland, USA. Martek has
developed a GMP process utilizing a wild type C. cohnii
growing on glucose as the main carbon source to produce
single cell oil (DHASCO) with a DHA enrichment of great-

er than 40% (Kyle 1996). Cultures of the organism were
grown in liquid medium in shake flasks and transferred
to progressively larger vessels. Temperature, pH, air flow,
pressure, agitation and dissolved oxygen were all continu-
ously monitored and controlled. When the culture reaches
a specific cell density, production of single cell oil was
induced by imposition of stationary phase (e.g., by nitro-
gen depletion or a pH rises) (Kyle et al. 1998). It was the
caÍbon source to nitrogen source ratio which promoted
the efficient production of the single cell oil (Kyle et al.
1995, 1998). Using glucose and yeast exfract as exemplary,
a preferred ratio of carbon source to nitrogen souÍce is
about 10-15 parts of glucose to I part yeast extract (Kyle
et al. 1998).

It is known that, among culturing methods of micro-
organisms, batch and fed-batch culture are not effective in
maintaining a high productivity due to the accumulation of
secondary metabolites and waste material which inhibit
microbial growth. The Kawasaki Steel Corporation patent-
ed a process for producing C. cohnii in a high cell density
by continuous culturing. The continuous culture was carried
out by controlling medium sugar (glucose) at a certain
level, preferably from 0.2 to 3.0%o w/w. Yeast exhact was
used as a nitrogen source at from one-fifth to one-tenth of
glucose concentration. The dilution rate of the supply
medium should be below 0.25 h-t , preferably 0.1--0.2 h r,

to obtain the maximum productivity (Takeuchi et al. 1994).
In Japan, several heterotrophic processes for producing

docosahexaenoic acid by C. cohnii have been patented
(Borowitzka 1995).

Ratledge et al. (2001b) patented a method in which
C. cohnii is cultured in a suitable growth medium with

Q sp.i"g"t

acetic acid/acetate as the main carbon souÍce. The acetate is
provided, and replenished, by adding acetic acid to the
growth medium in response to an increase in pH resulting
from the utilisation of acetic acid/acetate by C. cohnii.

Ratledge et al. (2003) also patented a method of
culturing C. cohnii or micÍooÍganisms derived from it in a
medium containing propionic acid that is said to cause an
increase in the ratio of "cyst" to "swimmer" forms of the
microorganism. The non-motile cysts are believed to
accumulate greater levels of lipid, including docosúexae-
noic acid, than the swimmer form of the organism. More-
over, the cysts do not expend energy in "swimming".

Final applications

Crypthecodinium cohnii can accumulate a high fraction of
DHA with only trivial amounts of other PUFAs, which
makes the DHA purification process from this microorgan-
ism very attractive, particularly for pharmaceutical applica-
tions, since the inclusion of PUFAs as a drug component
requires its purification to over 9502. Senanayake and
Shahidi (2000) reported a method for DHA concentration
from the oil extracted from C. cohnii cells with a DHA
enrichment from 47.1 to 97.1%o with a process yield of
32.5% of the mass of the original algal oil. Mendes et al.
(2007b) reported an alternative method of DHA purification
from C. cohnii wet biomass, where a high DHA fraction
(99.2% of TFA) was obtained. Such a process may be an
economic altemative method of DHA purification since the
extraction step was carried out from wet biomass rather
than from lyophilized cells or extracted oil, time-consuming
steps that are usually used in the faditional methods of
DHA extraction and purification (Grima et al. 1993).

Single cell edible oil containing DHA can be used in
infant formulas and baby foods, pharmaceutical products
and dietary supplements (in the form of gelatine capsules)
(Kyle et al. 1991). The Martek Corporation has patented the
blending of its DHA from C. cohnii and sells it primarily
for use in infant formulas. The company has entered into
license agreements with 15 infant formula manufacturers
which represent more than 70Yo of the world's wholesale
infant formula market, including Mead Johnson Nutri-
tionals (Bristol-Myers Squibb) among others. Formulas
containing Martek's DHA oil are now available in more
than 60 countries worldwide, including the United States,
United Kingdom, Mexico, China, and Canada.

The residual biomass (i.e. cell carcasses that remain after
fatty acids have been extracted from lysed cells) can be

used as an animal feed, containing as it does about 3540%
protein, 8-10% ash and 45-50% carbohydrates (Kyle et al.
1991, 1998). Because of this high protein content and the
elevated levels of DHA, the whole biomass paste can be
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used for aquaculture (e.g., shrimp, oysters, fish) feed (Kyle

et al. l99l).
Heterotrophically grown algae and their residual

materials from an industrial oil extraction pÍocess were

used as components in marine larval and broodstock

diets. Crypthecodinium sp. phospholipid exhact and meal,

used to enrich rotifers and Artemia nauplii, produced

higher levels of DHA and higher DHA/EPA ratios in these

zooplankters. In addition, a60Yoreplacement of menhaden

oil with algal oil and meal in striped bass broodstock diets

resulted in a similar growth increase to that obtained with
standard commercial diets. These findings demonshate the

potential of single cell heterotrophs as a partial substitute

or replacement for fish-based ingredients in aquaculture

diets (Harel et al. 2002). Fish and shrimp farming is
rapidly growing, and DHA is an essential fatty acid for the

growth of juvenile fish. The introduction of DHA from

microalgae rather than from fish meal and oil, results in an

additional benefit as microalgae are a completely renew-

able and contaminant-free resource.

The residual microalgal biomass can also be mixed with
a combination of brewer's yeast, a grain product such as

whole wheat, and bumt residues that collect on the interior

walls of drying vessels used for spray-drying of yeast

exhacts. These ingredients aÍe mixed wiú water to form a

dough-like substance, which is made into a desired shape

for dog, cat, or other pet treats. The dough is then cooked

to form a pleasant-smelling biscuit-t)?e treat which dogs

and cats find highly appealing. Algal biomass can also

be incorporated into "flavor or palatability enhancer" addi-
tives that are coated into surfaces of pelleted or extruded

chunks, to pÍepare a flavored dog or cat food. Using algal of
fungal biomass in the manner eliminates a noxious and foul-

smelling waste problem for manufacturers of nutrition
supplementes. In addition, pet foods created in this manner

contain quantities of DHA, a nutrient that is highly valuable

in food for dogs and cats (Criggal etal.2002). This inven-

tion relates to foods for mammalian companion animals,

including cats, dogs, ferrets, and pot-bellied pigs. Although
it may be also useful for livestock, poultry, or other farm

animals, or for aquaculture (Criggal et al. 2002; Calado

et al. in press).

As C. cohnii is non-photosynthetic it is potentially useful

as a biochemical tool for the charucteization of the en-

zymes involved in the production of 22:6t»-3 without the

complication of the substrate transfer between chloroplast

and non-chloroplast lipids. C. coúnii possesses all the en-

zymes necessary for de novo synúesis of 22:6ttt-3 and is

therefore an ideal candidate for use in studies on the path-

ways and enzymology of fatfy acid desaturation and elon-

gation (Henderson and Mackinlay l99l).
Microalgal bioprocesses for cu-3 PUFAs production,

namely DHA, has been considered of economic interest.

Crypthecodinium cohnii is a valuable source for DI{A pro-

duction, and several aspects of the process can be further

improved, including stain selection, medium composition,

carbon-source feeding strategy and contol. Genetic engi-

neering of this microorganism may potentially lead to even

higher productivity at lower costs.
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Capítulo 7 - Conclusões e sugestões para trabalho futuro

Conclusões

A temperatura óptima para crescimento de Crypthecodinium cohnii e produção

de DHA foi27'C (Anexo 2).

C. cohnii CCMP 316 foi capaz de crescer em glucose, glicerol e xarope de

alfarroba. O crescimento em glicerol foi lento e pouco atractivo quer em termos de

produtividade em biomassa quer em termos de produção de DHA. Não se observou

crescimento utilizando frutose como fonte de carbono.

Em meios de cultura de baixo custo, contendo xaÍope de alfanoba diluído como

fonte de carbono, a microalga Crypthecodinium cohnii atingiu produtividades em

biomassa e em DHA (418 mgÃh e 18,5 mg/Lh, respectivamente) superiores às

descritas para os meios convencionais contendo glucose como fonte de carbono (216

mglLh e 14,0 mg/Lh, respectivamente). O processo de extracção do xarope de alfarroba,

fácil e pouco dispendioso, aliado à facilidade de manipulação e aos benefícios

ambientais que advêm do facto de se utilizar um sub-produto na produção de DHA

(produto de elevado valor acrescentado) fazem com que constitua uma matéria-prima

promissora para a produção de DHA em grande escala por C. cohnii.

Verificou-se que a adição de l%o (v/v) de n-dodecano ao meio de cultura de C.

cohnii, permitia aumentar a produtividade em biomassa, a taxa específica de

crescimento, a concentração e a produtividade em DHA das fermentações emfed-batch

comparativamente às fermentações em que, nas mesmas condições, não era utilizado

este vector de oxigénio. Os resultados apontam para que a utilização deste solvente (em

baixas concentrações) possa resolver a limitação em oxigénio das culturas de elevadas

densidades celulares desta microalga em fermentadores à escala industrial, obviando o

recurso a taxas de agitação elevadas cuja utilização aumenta os custos do processo e é

prejudicial em culturas de microrganismos sensíveis à tensão de corte.

Foi desenvolvido um procedimento simples e pouco dispendioso para purificar e

concentrar o DHA extraído da biomassa de C. cohnii CCMP 316. O referido

procedimento envolve a saponificação e metilação da biomassa húmida, seguidas de

winterização e complexação com ureia, de forma sequencial, do óleo obtido. O processo

permitiu obter DHA com uma pureza de 99,2Vo (do total de ácidos gordos) na fracção

não complexada com a ureia. Atendendo a que o valor obtido na fracção purificada é
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muito superior aos 95Vo requeridos para aplicações farmacêuticas, o processo foi

considerado adequado à purificação do DHA a partir de C.cohnii para fins

farmacêuticos.

Sugestões para trabalho futuro

o Testar o xarope de alfarroba no crescimento e produção de DHA por

Schizochytrium sp., microrganismo que produz DHA e que tem a vantagem de

metabolizar glucose e frutose como fonte de carbono.

o Testar o crescimento e produção de DHA por C. cohnii, utilizando glicerina

(sub-produto) em vez de glicerol puro.

o Q secreening de microrganismos produtores de DHA até à data descoúecidos.

o Possibilidade de modificar geneticamente alguns bons produtores de lípidos

microbianos (e.9. Cryptococcus curvatus) que, presentemente, não produzem

PUFAs de interesse de maneira a que passem a produzi-los.

o Possibilidade de modificar geneticamente plantas de sementes oleaginosas. Esta

hipótese é atractiva devido à elevada produtividade das culturas e ao facto de

estarem bem estabelecidos as práticas agronómicas de produção de oleaginosas,

e desenvolvidos os métodos de processamento e recuperaçáo dos óleos obtidos.
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Anexos

CrypÍhecodinium conhil (Seligo) CCMP 316. Ampliação (x 1000)





Anexo I - Alfarroba

Alfarroba

A alfanoba é o fruto da alfarrobeira(Ceratonia siliqun Z.), uma planta do género

Ceratonia que pertence à famflia das lrguminosae da ordem Rosales (Batlle & Tous,

1997).

A alfarrobeira cresce desde a antiguidade na maior parte dos países

mediterrâneos que apresentam climas amenos e secos com solos pobres e pedregosos.

Mais recentemente foi levada para outras zonas do globo tais como a Califórnia,

Arizona (E.U.A), México, Chile, Argentina, Austrália, África do Sul e Índia @atlle &

Tous, 1997) (fig. A1-1).

B

i

IF (

+

D

Figura A1-1 - Distribuição geográfica mundial e zonas de origem da alfa:robeira (Batlle &

Tous,1997).

A produção mundial de alfarroba está estimada em aproximadamente 310000

ton/ano, provenientes de 200000 ha com diferentes características dependendo da região

de cultivo e práticas agrícolas empregues. A Espanha apresenta-se como líder na

produção de alfarroba, produzindo em média 135.000 ton/ano, imediatamente seguida

pela Itália (45000 ton/ano), Portugal (30000 ton/ano), Marrocos, Grécia, Chipre,

Turquia, Argélia bem como outros países com menoÍ produção (Batlle & Tous, 1997).
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A alfarroba é uma vagem indeiscente, alongada e comprimida, direita ou

curvilínea, que tem ente 10 e 30 cm de comprimento, 1,5-3,5 cm de largura e cerca de I

cm de espessura (Batlle & Tous, 1997). Apresenta uma cor castanha e uma superfície

enrugada com uma textura semelhante ao cabedal (Batlle & Tous, 1997).

A alfarroba possui dois constituintes principais: a polpa (90 Vo em massa) e as

sementes (107o) (Batlle & Tous, 1997; Curtis & Race, 1998; Race et a1., 1999). A polpa

é constituída por uma camada exterior (pericarpo) e por uma região interna

(mesocarpo), mais mole. As sementes dispõem-se transversalmente, separadas pelo

mesocarpo; são duras e numerosas e apresentam uma forma oblonga comprimida, 8-10

mm de comprimento, T-8 mm de largura e 3-5 mm de espessura (Batlle & Tous, 1997).

A composição química da polpa depende de factores como a origem, o método

de cultivo e a época da colheita. A polpa é muito rica em açúcares totais (48-56Vo)

sobretudo sacaÍose, glucose, frutose e maltose (tabela Al-l) e contém cerca de lSVo de

celulose e hemicelulose (Batlle & Tous, 1997).

Tabela A1-1 - Composição típica média da alfarroba (Batlle & Tous, 1997)

Constituinte Vo

Açúcares totais

Sacarose

Glucose

Frutose

Pinitol

Taninos condensados

Polissacáridos (excluindo amido)

Cinzas

Lípidos

48-56

32-38

5-6

5-7

5-7

r8-20

18

2-3

0,2-0,6

A composição mineral (em mg/100g de polpa seca) é a seguinte: K=u00,

Ca=307, Fe=104, ME=42, Na=13, Zn=O,59, Mn=0,4, Cl=O,23 (Batlle & Tous, l9g7).

Nos lípidos, existem porgões aproximadamente iguais de ácidos gordos saturados e

insaturados. Nos extractos de alfa:roba foram ainda detectados sete aminoácidos:

alanina, glicina, leucina, prolina, valina, tirosina e fenilalanina (Batlle & Tous, 1997;

Zografakis & Dasenakis, 2OO2). A alfarroba, no seu estado de maturação, contém uma

grande quantidade de taninos condensados (16-2OVo) (Calixto & Caflellas, 1982; Batlle

& Tous, 1997; Cantalejo, 1998; Makris & Kefalas,2OO4).
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Alguns testes realizados em animais revelaram que a polpa de alfarroba contém

apenas l-2 Vo de proteína digerível, e possui uma energia metabólica relativamente

baixa (Batlle & Tous, 1997). A baixa digestibilidade da proteína deve-se ao facto da

mesma se encontrar ligada a taninos e fibras (Batlle & Tous, 1997).

A semente é constituída (em massa) por uma camada superficial (3O-33Vo), pelo

endosperma (4246Vo) e pelo embrião ou gérmen (23-25Vo). A camada superficial (coat)

é constituída principalmente por antioxidantes. O endosperma é composto pela

galactomanana, goma de semente de alfarroba (carob bean gwn - CBG) também

designada por locust bean gum (LBG) (Curtis & Race, 1998; Batlle & Tous, 1997;

Makris & Kefalas, 2004). Trata-se de um polissacarídeo composto por uma unidade de

manose e outra de galactose (numa proporção de 4:1), que é muito semelhante à goma

de tara (3:1) e goma de guar (2:l) (fig. Al-2).

Cadeia lateral da galactose

*§

lt §t#1

Goma de semente de alfarroba (4:1)

Goma de tara (3:1)

Goma de guar (2:1)

Figura 
^1-2 

- Estrutura molecular de três galactomananas: goma de semente de alfarroba

carob bean gum (CBG), goma de tara e goma de guar (Batlle & Tous, 1997).

A alfanoba é utllizada depois de esmagada de forma a separar a semente da

polpa (Batlle & Tous, 1997). As sementes, apesar de constituírem apenas 107o do peso

total da alfarroba, são responsáveis pela maior fonte de rendimento actual da indústria

de alfarroba - produção de goma de alfanoba. Esta é utilizada como espessante,
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estabilizante, emulsificante e gelificante em diversas indústrias, tais como, alimentar,

têxtil, de papel, farmacêutica, de alimentos para animais e de cosmética (Calixto &

Caflellas, 1982; Batlle & Tous, 1997).

A polpa de alfarroba pode ser utilizada directamente, na alimentação humana e

animal, ou como matéria-prima paÍa a indústria (Albanell et al., 1991).

A polpa pode ser moída e transformada num pó fino e utilizada na indústria

alimentar. Este pó, com 467o de açúcar, 77o de proteína e quantidades vestigiais de

minerais e vitaminas, é bastante nutritivo e, depois de seco por aquecimento, pode ser

adicionado a bolos, pão, doces, gelados, ou bebidas como intensificante organoléptico

(Batlle & Tous, 1997).

A utilização da polpa de alfarroba como ração para animais apresenta alguns

problemas que se prendem com o baixo valor proteico da mesma (Batlle & Tous, L997)

e com o elevado teor em polifenóis condensados (Calixto e Cafiellas, 1982; Roseiro e,

al., l99la). Alguns investigadores têm sugerido que os taninos condensados são os

responsáveis pelo aumento do efeito depressivo verificado em animais submetidos a

uma dieta baseada em polpa de alfarroba enquanto outros acreditam que este efeito pode

dever-se ao baixo conteúdo energético da polpa e poderá ser compensado aumentando o

consumo de polpa de alfarroba (Batlle & Tous, L997).

Sendo a polpa de alfarroba rica em açúcares de fácil extracção, pode ser utilizada

como matéria-prima para produção de xaropes com aplicação na formulação de meios

de cultura (líquidos, sólidos ou semi-sólidos) para fermentação (Calixto & Caffellas,

1982; Roseiro et al., l99la,b; Petit & Pinilla, 1995). Alguns autores têm utilizado meios

de cultura contendo xarope de alfarroba para produção de proteínas por Aspergillus

niger, Fusarium monoliforme, Rhizopos oligosporzs ou Monascus ruber (Calixto &

Caflellas, 1982), xantano por Xathomonas campestris (Roseiro et al., 1992; Albergaria

et al., 1999) mas, até à data, não existem referências à utilização de xarope de alfarroba

para a produção de PUFAs à excepção deste trabalho (capítulo 3). A aplicação da polpa

de alfanoba, como ingrediente para meios de fermentação de produtos de elevado valor

acrescentado, é uma opção que permite aumentar significativamente a sua procura e

valorizar este recurso. Constitui, assim, um estímulo para desenvolvimento do sector

agrícola regional e nacional.
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Anexo 2 - Bfeito da temperatura no crescimento e composição em

ácidos gordos de C. cohnii

A temperatura afecta a velocidade das reacções celulares, o metabolismo, as

necessidades nutricionais e a composição da biomassa (Richmond, 1986).

Para manter as funções f,rsiológicas normais da membrana, tem sido referida a

síntese de ácidos gordos a baixas temperaturas em muitas espécies microbianas

(Yongmanitchai & Ward, 1989). Contudo, a resposta das algas à temperatura é

específica da espécie e depende da temperatura óptima de cada espécie (Cobelas, 1989).

Estudou-se o efeito da temperatura na taxa específica de crescimento,

concentração de biomassa, composição em ácidos gordos e teor em DHA de C. cohnii a

crescer em meio definido f/2+NPM (Anexo 3) modificado.

As curvas de crescimento apresentam-se na figura A2.l e os coÍTespondentes

parâmetros de crescimento estão tabelados na tabela Az.L.

Como se pode observar na tabela A2.1, o aumento da taxa especíÍica de

crescimento é acompanhado por um aumento da concentração de biomassa ao fim de76

h e ambos são função da temperatura de crescimento.

+14'C
+- 17 oC

*20 oC

--o- 23'C
*25"C
+27"C
+30'c

20 40 60 80 100

tempo (h)

Figura 42.1, - Efeito da temperatura no crescimento de C. cohnii CCMP 316. Os resultados são

expressos como a média de três réplicas independentes.

6
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0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

0

289



Tabela A2.l - Efeito da temperatura na taxa especÍf,rca de crescimento, no tempo de duplicação

e na absorvância (540 nm) após 76 horas. Os valores são expressos como a média de pelo

menos duas réplicas independentes e respectivos desvios padrão.

Temperatura (oC)

17 20 23 25 n 30

tr

(h-')

Tempo de

duplicação (h)

Absorvância

0,022t0,00 0,039t0,00 0,055*0,00 0,064t0,00 0,075d,00 0,072d),00

31,99 17,82 12,5r 10,82 9,26 9,63

0,053t0,03 0,386t0,03 0,546+0,02 0,73110,09 0,862ú,02 0,694ú,12

5,r0m

(após 76 h)

A temperatura ópüma de crescimento obtida paru a C. cohnii CCMP 316 foi

27"C (fig. A2.2). A esta temperatura ataxa específ,ica de crescimento atingiu o valoÍ

máximo (0,075 h-1) tendo-se obtido uma absorvância de 0,862.

o@

o,grc

om
o,o50

0,o40

o,@

o,@o

0,o10

o,m
o 5 15 n s 35

Terrperatura (oC)

Figura Á^2.2 - Efeito da temperatura na taxa específica de crescimento de C. cohnii a crescer

em meio f/2 + NPM suplementado com glucose (3,8 gl-l).

Para temperaturas inferiores à óptima, um aumento de temperatura traduziu-se

num aumento da taxa específica de crescimento e da biomassa ao fim de 76 h tú como

-c
f

4510

a a

a

O

a

a
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seria de esperar atendendo a que as temperaturas baixas reduzem a actividade

enzimáttica na glicólise e no ciclo e Krebs e, consequentemente o metabolismo da fonte

de carbono decresce, a taxa de consumo de substrato diminui e o rendimento

biomassa/substrato é afectado (Jiang & Chen, 2000b).

Acima da temperatura óptima observou-se uma diminuição da tana específica

de crescimento e da biomassa. À Emperatura de 14'C, embora não teúa ocorrido

morte, não se observou crescimento.

Os resultados obtidos est?Ío de acordo com os de Tuttle & toeblich (1975). Estes

autores concluíram que C. cohnii (Woods Hole strain d) crescia na garna de

temperaturas de 20-35" C, com um óptimo a27"C, e que paÍa temperaturas superiores a

30"C, o crescimento era caractenzado por uma divisão anormal e por um tempo de

duplicação superior. Os estudos de Beach & Holz (1973) também indicavam que o

crescimento da C.cohnii (Javomicky) era inibido quando as temperaturas se situam

abaixo dos l4"C e acima dos 31'C.

Jiang & Chen (2000 b) referiram um aumento da taxa específica de crescimento

e da biomassa de C. cohnii (ATCC 30556) com o aumento da temperatura dos 15-30 "C.

Estes autores obtiveram uma taxa específica de crescimento máxima à temperatura de

30"C, mas não estudaram a temperatura de 27"C. Contudo, de Swaaf (2003) obteve

absorvâncias superiores a 30"C comparativamente às obtidas a 27"C (5,8 e 4,7,

respectivamente) para C. cohnii (ATCC 30772) facto que poderá indicar que a

temperatura óptima de crescimento desta estirpe pode ser mais elevada.

Os valores obtidos paÍa a taxa específica de crescimento de C. cohnii

(CCMP316) são inferiores aos obtidos por Jiang & Chen (2000 b) (0,092 h-r a 30 "C)

para a estirpeATCc 30556 mas, além da estirpe ser diferente os autores utilizaram outro

meio de cultura (mais rico em glucose).

Está bem estabelecido que os microrganismos se adaptam fenotipicamente à

temperatura de crescimento e que para as temperaturas mais baixas as percentagens de

ácidos gordos, sobretudo poli-insaturados, aumentam de forma a garantir a fluidez dos

lípidos de membrana (Jiang & Chen, 2000 b). Contudo C. cohnii CCMP 316 responde

às baixas temperaturas (14, 17 e 2O'C) produzindo 16:0, 18:0 e 18:1ro9, os quais

constituem mais de 7O Vo do total de ácidos gordos (Tabela A2.2). Apesar disso, à

temperatura mais elevada (30 "C), a microalga aumenta a percentagem de ácidos gordos

saturados (12:O, 14:0 e 16:0), os quais constituem 76,2Vo do total de ácidos gordos tal

como foi descrito para C.cohnii 30556 (Jiang & Chen, 2000 b).
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Tabela 42.2 - Efeito da temperatura no perfil de ácidos gordos de C. cohnii. Os resultados são

expressos como a média de pelo menos 4 injecções (duas réplicas independentes injectadas duas

vezes).

Temperatura ("C)

7o do total de ácidos gordos (médialdesvio padrão)

Acido

gordo t4 t7 20 23 27 30

l2:0

l4:O

16:0

l8:0

18:1ro9

22:5

22:6

ESFAs

XMUFAs

XPUFAs

0.0r{.0

3.5+2.3

31.0t1.1

27.3t2.8

26.8*.1.6

7.0+3.5

4.4x,1.1

61.9

26.8

11.4

0.0r0.0

4.4!O.6

30.5l0.7

29.7+2.3

22.6!0.1

4.7x,|.2

8.OaO.1

64.6

22.6

12.7

0.0r0.0

10.2+3.8

34.7t3.7

16.5t4.1

2O.2+3.7

0.0r0.0

18.4r0.9

61.4

20.2

18.4

1.610.1

9.9r0.8

29.0t0.6

8.510.5

15.8rO.5

4.7t2.1

30.6+1.6

49.0

15.8

35.2

1.1r0.1

13.4+2.3

32.1+1.4

7.6+1.4

11.6{.6

1,.5!O.2

32.6+2.0

54.2

11.6

34.1

2.6t0.3

18.7+1.2

45.9t0.9

9.3+1.3

12.0+0.8

0.0r0.0

11.4t2.2

76.6

t2.o

It.4

ESFAs - somatório dos ácidos gordos saturados; EMUFAs - somatório dos ácidos gordos

mono-insaturados; XPUFAs- somatório dos ácidos gordos poli-insaturados

A percentagem de DHA foi mínima a 14 "C (4,4 Vo do total de ácidos gordos),

atingiu um máximo a27 "C (32,6Vo do total de ácidos gordos) e baixou ligeiramente a

30 'C (11,4 Vo do total de ácidos gordos). Estes resultados estão de acordo com os

obtidos por de Swaaf et al. (1999) que obtiveram uma percentagem máxima de DHA

para C. cohnii ATCC 30772 a 27 "C. Contudo, Jiang & Chen (2000b) obtiveram

percentagens máximas de DHA para C. cohnii ATCC 30556 a 15 -25 "C.
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Anexo 3 - Meio de cultura fl2+NPM

Meio de cultura f/2 modificado

O meio flL modifrcado é preparado adicionando os componentes do meio f/2 (Guittard

& Ryther 1962, Guillard 1975) listados na tabela A3-1 (onde o NaNOa foi substituído

por NIIaC/), a 900 mL de água do mar (anificial) e prefazendo o volume a I L, com

água do mar (artificial).

Tabela 43.1- Composição do meio de cultura f/2.

Tabela L3.2 - Composição da solução de metais ffaço flZ.

Quantidade Composto Solução Stock

lmL NIüC/ 47 gL

1mL NaHzPO+.HzO 5 gfi-

lmL solução de metais f/2 (tabela A3-2)

0,5 mL solução de vitaminas fl2 (tabela A3-3)

Quantidade Composto Solução Stock

3,15 g FeClr.6HzO

4,36 g NaEDTA.2HzO

lmL CUSO+.5HzO 9,8 gtL

lmL NaIVIoO+.2HzO 6,3 gtL

lmL Zill^SOq.T}IzO 22,0 EIL

lmL CoClz.6HzO 10,0 g/L

lmL MnClz.4HzO 180,0 g/L

Tabela 43.3 - Composição da solução de vitaminas fl}r
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Quantidade Composto Solução Stock

lmL
VitaminaBl2

(cianocobalamina) 1,0 gtL

l0 mL Biotina 0,1gtL

200 mg Tiamina.HC/

lFiltrada estéril (filtro Gelman Sciences Supor @-200,0,2 pm)

Meio de cultura f/2+NPM modiÍicado

O meio f/2 +NPM modificado é preparado adicionando os componentes do meio f/2 a

água do mar (artificial) e 100 mL de solução orgânica stock sem glucose (Guillard &

Ryther 1962, Guillard 1975), onde a neopeptona foi substituída por bactopeptona e

tryptcasepeptona (tabel a 43.4).

Tabela 43.4 - Composição da solução orgânica stock.

Depois de preparados, os meios de cultura (sem glucose) são esterilizados em autoclave

(20 min, à temperatura de I2l"C e à pressão de L,2 atm). Uma solução mãe de glucose,

autoclavada separadamente, é adicionada (em câmara de fluxo laminar), na quantidade

pretendida, antes da inoculação.

Referências:

Quantidade Composto

1g Acetato de Sódio

6g Glucose

3g (di-) Succinato de Sódio.6H2O

2g Bactopeptona

)o Triptcasepeptona

1g Triptona

0,100 g Extracto de levedura
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Anexo 4 - Cálculo das concentrações dos ácidos gordos separados por

cromatografia gásJíquido

Crálculo das concentrações dos ácidos gordos por cromatografia gasosa

A técnica de cromatografia gás-líquido sendo de grande utilidade na sepaÍação de

compostos em sistemas bioquímicos, nomeadamente de ácidos gordos em amostras

biológicas, apresenta, no entanto, o inconveniente de não ser suficientemente precisa

devido à fraca reproductibilidade na medição de pequenos volumes de arnosEa (poucos

microlitros), que são injectados num sistema que está a uma pressão e temperaturas

superiores à ambiente. Uma maneira de obviar este inconveniente é utilizar a técnica do

padrão interno, em que se efecfua a calibração das áreas dos picos correspondentes aos

ácidos gordos da amostra, em relação a um composto padrão adicionado (Gonçalves,

1983).

A relação entre a massa de ácido gordo i (CixV) e a respectiva área sob o pico

cromatogriáfico (.4i) é dada por:

A, = Í, x C, xV (Al)

onde Vé o volume de amostra injectado e/o factor de proporcionalidade, designado por

factor de resposta. O valor de / depende do tipo de detector, da natureza química do

componente e também do caudal do gás de arraste. Para o padrão interno, a relação será:

Ap = ÍrxCrxV (A'2)

em que o índice P se refere ao padrão interno.

Arazáo entre as duas expressões, Al e 42, será:

A, =L"L (A3)
AP Í, CP

e, deste modo elimina-se o volume de solução injectado.

Prepararam-se cinco soluções de referência com concentrações constantes de padrão

interno e concentrações variáveis de mistura certificada (GLC-462 Nu-Chek-Prep,

299



Elysian, USA) e traçaram-se curvas de calibração entre a razáo entre as áreas dos picos

correspondentes ao ácido gordo i e ao padrão interno f 4l em função da concentração' 'ÁP

do ácido gordo i.

O composto escolhido para padrão interno não deve estar presente na amostra e, o seu

tempo de retenção não deve sobrepor-se ao de nenhum componente da amosfra. O

padrão interno mais uúlizado na análise de ácidos gordos de microalgas é o ácido

heptadecanóico (17:0) (Jiang & Chen, 1999; Jiang & Chen, 2000a). Para o cálculo dos

factores de resposta foi utilizado o éster metilíco do ácido heptadecanóico na

concentração de 5,3 mgml-I.

Referências:

Gonçalves, M.L.S.S. (1983). Cromatografia em fase gasosa in: Métodos Instrumentais

para anólise de soluções. Análise quantitativa. Fundação Calouste Gulbenkian, Lisboa,

pp.553-592.

Jiang, Y. and Chen, F. (1999). Effects of salinity on cell growth and docosúexaenoic

acid content in the heterotrophic marine microalga Crypthecodinium cohnii. J. Ind.

Mic robiol. B iote chnol. 23 :5O8-5 13.

Jiang, Y. and Chen, F. (2000a). Effects of medium glucose and pH on docosahexaenoic

acid content of heterotrophic Crypthecodinium cohnii. Process Biochem.35:1205-1209.
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