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RESUMO

A microalga Haematococcus pluvialis tem despertado grande interesse pelo seu
contetdo celular, principalmente astaxantina e lipidios, sendo comumente cultivada para
producdo de biocombustivel, contudo, para que essa producdo seja sustentavel faz-se
necessario o uso de metodos de extracdo lipidica eficientes e 0 aproveitamento da biomassa
residual. O presente estudo tem como objetivo avaliar métodos de pré-tratamento para a
extracdo de lipidios e analisar a biomassa residual da microalga H. pluvialis. A microalga foi
cultivada em sistema mixotrofico e semi-continuo, sendo inoculadas a 10% do volume,
partindo de tubos de ensaio de 40 mL até volumes de 20L, tendo seu crescimento
acompanhado através de microscopio Optico, coletando-se a biomassa na fase de macrozodide
(vegetativa) e aplanosporo (cistica). Essas amostras foram centrifugadas (3500 g por 15
minutos) e liofilizadas, sendo determinada a produtividade em biomassa seca e submetidas a
extracdo lipidica. A extracdo ocorreu por método quimico, utilizando como solvente o
cloroformio:metanol, e teve como métodos de pré-tratamento: biomassa com
cloroformio:metanol sob ultrassom (BCMU), biomassa com cloroférmio:metanol sob
radiacdo y (BCMR) e biomassa seca sob radiacdo y (BSR); nas fases vegetativa e cistica do
ciclo de vida, em triplicata. Apos extragdo lipidica, a biomassa residual foi seca e submetida
as andlises quantitativas de proteinas, nas fases vegetativa e cistica, e astaxantina, apenas na
fase cistica, todos em triplicata. A produtividade em biomassa seca foi de 0,135 + 0,07 g L™
na fase vegetativa e de 0,317+0,04 g L™ na cistica. O contetdo lipidico total foi maior na fase
vegetativa (P<0,05), sendo em média 0,113 £ 0,02 g e na fase cistica 0,076 + 0,02 g, com
rendimento médio de 16% e 11% do peso seco, respectivamente, sendo 0 método BCMR o de
maior rendimento, nas duas fases. Quanto a concentracdo de astaxantina na biomassa residual
da fase cistica, observou-se sua preservacéo ao utilizar o método BSR (76,2 + 11,5 mg L™),
sendo semelhante & biomassa bruta (79,0 + 6,8 mg L™), enquanto a biomassa residual dos
demais métodos apresentou baixa concentragdo de astaxantina (BCMU: 10,07 £ 2,0 e BCMR:
10,3 £ 2,3). J& o conteldo proteico foi em média de 44,26 + 2,29% do peso seco para a fase
vegetativa e 19,9 + 2,17% para a cistica, ndo diferenciando significativamente (P>0,05) para a
biomassa residual, proveniente da extracdo lipidica com os diferentes métodos de pré-
tratamento, e a biomassa bruta. Portanto, 0 método de extracdo lipidica com irradiacdo gama
foi eficiente para as células vegetativas de H. pluvialis, principalmente em biomassa com
cloroformio:metanol (BCMR); contudo, considerando a preservacdo da astaxantina na

biomassa residual, constatou-se como melhor método a irradiacdo gama em biomassa seca



(BSR). Ademais, foi possivel atestar que independente do método de extracdo lipidica, a
biomassa residual apresentou-se como excelente fonte proteica, nas duas fases do ciclo de
vida. Este é o primeiro estudo a utilizar radiacdo gama como método de pré-tratamento de

biomassa algal para extragdo lipidica.

Palavras-chave: Extracdo de lipidios. Irradiacdo gama. Astaxantina. Mixotréfico.



ABSTRACT

The microalgae Haematococcus pluvialis has aroused great interest in its cellular
content, mainly astaxanthin and lipids, and is commonly cultivated for the production of
biofuel. However, for this production to be sustainable, it is necessary to use efficient lipid
extraction methods and the use of residual biomass. The present study aims to evaluate
pretreatment methods for the extraction of lipids and to analyze the residual biomass of the
microalgae H. pluvialis. The microalgae was cultivated in a mixotrophic and semi-continuous
system, being inoculated to 10% of the volume, starting from 40 mL test tubes to 20L
volumes, and its growth was monitored through an optical microscope, collecting the biomass
in the macrozooide phase (vegetative) and aplanospore (cystic) phase. These samples were
centrifuged (3500 g for 15 minutes) and lyophilized, being determined the productivity in dry
biomass and submitted to lipid extraction. The extraction was by chemical method, using
chloroform:methanol as solvent, and had pre-treatment methods: biomass with
chloroform:methanol under ultrasound (BCMU), biomass with chloroform:methanol under vy-
radiation (BCMR) and dry biomass under y-radiation (BSR); in the vegetative and cystic
phases of the life cycle, in triplicate. After lipid extraction, the residual biomass was dried and
submitted to quantitative analysis of proteins, in the vegetative and cystic phases, and
astaxanthin, only in the cystic phase, all in triplicate. The dry biomass yield was 0.135 + 0.07
g L™ in the vegetative phase and 0.317 + 0.04 g L™ in the cystic. The total lipid content was
higher in the vegetative phase (P <0.05), with a mean of 0.113 + 0.02 g and in the cystic
phase 0.076 £ 0.02 g, with a mean yield of 16% and 11% of the dry weight, respectively, with
the BCMR method being the one with the highest yield in both phases. Regarding the
astaxanthin concentration in the residual biomass of the cystic phase, it was observed its
preservation using the BSR method (76.2 + 11.5 mg L-1), similar to the crude biomass (79.0
+ 6.8 mg L-1), while the residual biomass of the other methods presented low astaxanthin
concentration (BCMU: 10.07 = 2.0 and BCMR: 10.3 £ 2.3). The protein content was, on
average, 44.26 + 2.29% of the dry weight for the vegetative phase and 19.9 £ 2.17% for the
cystic, not significantly different (P> 0.05) for the residual biomass, from the lipid extraction
with the different pretreatment methods, and the crude biomass. Therefore, the lipid extraction
method with gamma irradiation was efficient for the vegetative cells of H. pluvialis, mainly in
biomass with chloroform:methanol (BCMR). However, considering the preservation of

astaxanthin in the residual biomass, gamma irradiation in dry biomass (BSR) was the best



method. In addition, it was possible to attest that independent of the lipid extraction method,
the residual biomass presented as an excellent protein source, in the two phases of the life

cycle. This is the first study to use gamma radiation as an algal biomass pretreatment method

for lipid extraction.

Keywords: Lipids extraction. Gamma irradiation. Astaxanthin. Mixotrophic.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo seres microscopicos, fotossintetizantes, capazes de capturar energia
solar e converter dioxido de carbono em biocompostos tais como, proteinas, aminoacidos,
lipidios, &cidos graxos polinsaturados e carotenoides, favorecendo a sua aplicacdo em varias
areas biotecnologicas, como na aquicultura, industria farmacéutica, biomedicina, area de
alimentos, biorremediacéo, biofixacdo de CO, e producédo de biocombustiveis (KATIYAR et
al., 2017). No entanto, a capacidade de produzir tais moléculas depende da espécie e das
condigdes de cultivo empregadas, como temperatura, pH, salinidade, luminosidade e meio de
cultura (GEORGE et al., 2014). A microalga Haematococcus pluvialis (Chlorophyta) possui
grande importancia pelo seu conteddo celular e sua capacidade de produzir astaxantina, sendo
comumente cultivada para a extracdo desse carotenoide e para a producdo de biocombustivel,
por ser uma excelente fonte lipidica, acumulando acidos graxos, principalmente &cido oleico
(desejavel para o biodiesel), concomitantemente & producdo de astaxantina, acionada atraves
de um fator de estresse no cultivo, como luminosidade, temperatura e fonte de carbono
(DORIA et al., 2018; DAMIANI et al., 2010).

Os biocombustiveis surgem como alternativa diante do cenario atual, onde se faz
necessario reduzir o uso de combustiveis fosseis e as emissdes de carbono, a fim de uma
producdo de energia sustentavel, sendo as microalgas uma fonte promissora na obtencdo de
Oleo para esse fim (SHUBA e KIFLE, 2018). Comparando com as culturas terrestres, as
microalgas possuem maior produtividade de biomassa, rapido crescimento, baixa necessidade
de renovacao de dgua em seu cultivo, uso de menores extensdes de area e ndo se utiliza de
contaminantes (pesticidas ou herbicidas), requerendo apenas luz solar, 4gua e nutrientes
(ENAMALA et al., 2018). Contudo, a capacidade de produzir grandes quantidades de lipidios
e possuir o perfil de acidos graxos requerido para producdo de biocombustiveis, € intrinseca a
espécie, condi¢bes e tempo de cultivo, além do estagio do ciclo de vida da microalga
(FOTEINIS et al., 2018).

Os custos relacionados a producdo de biocombustivel por microalga estdo associados
ao cultivo da microalga, colheita da biomassa, extracdo e processamento do éleo (WU et al.,
2018). Dentre esses, 0 método de extracdo lipidica possui destaque, devendo ter baixo custo
efetivo, ser réapido, eficiente e causar baixa degradacdo dos lipidios, fundamental ndo apenas
para 0 processo produtivo, bem como para assegurar a qualidade do éleo (ENAMALA et al.,

2018). Os métodos de extracdo de lipidios mais utilizados sdo os quimicos, podendo também
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ser uma combinacdo com os métodos fisicos. Na extragdo quimica utilizam-se diferentes
solventes, como cloroférmio, metanol, hexano e etanol; devendo ser barato, de baixa
toxicidade, puro, imiscivel em agua e seletivo, para evitar extracdo de compostos indesejaveis
(RAMLUCKAN et al., 2014). Dentre os métodos fisicos ha utilizagdo, principalmente, de
ultrassom (através de jatos de alta pressdo e velocidade, formando forgas de cisalhamento) e
micro-ondas (radiacdo eletromagnética que interage com moléculas polares, aquecendo a
biomassa), sendo estes, métodos de pré-tratamento celular, para posterior uso de solvente
(MUBARAK et al., 2015).

Outro método fisico de pré-tratamento celular pode ser atraves de irradiagdo gama,
pois se tem demonstrado seu uso na degradagdo de polissacarideos de algas, como agucar,
alginato, carragenana e laminarina (YOON et al., 2012), podendo causar 0 rompimento ou
despolimerizacdo da estrutura de polissacarideos e assim, ser um método efetivo de pré-
tratamento da biomassa para extracdo de 6leo. Contudo para microalgas, ndo ha estudos que
demonstrem o uso de irradiacdo com essa finalidade, apenas no acimulo de lipidios e
expressao de genes reguladores envolvidos na biossintese lipidica (TALE et al., 2018), na
elevacdo do valor nutritivo e atividade antioxidante (SHABANA et al., 2017), além de atuar
melhorando a taxa de crescimento e o rendimento de astaxntina em H. pluvialis (CHENG et
al., 2016).

ApoOs a extracdo do 6leo para produzir biocombustivel, a biomassa algal resultante
pode ser utilizada para a geracdo de energia ou outros combustiveis liquidos e gasosos (CHIA
et al., 2018), como também na industria de alimentos, nutracéutica e farmacéutica, por possuir
ampla variedade de biomoléculas em sua composi¢do, tais como, proteinas, carboidratos,
vitaminas, pigmentos e antioxidantes, podendo garantir a sustentabilidade da producgéo de
biocombustiveis a partir de microalgas (CHEW et al., 2017; CHEN et al., 2018).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar métodos de pré-tratamento para a extracdo de lipidios e analisar a biomassa

residual da microalga Haematococcus pluvialis.

1.1.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a produtividade em biomassa seca da H. pluvialis cultivada em sistema

mixotrofico, nas fases vegetativa e cistica da microalga;
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e Avaliar a eficiéncia dos métodos de pré-tratamento celular utilizando radiacdo gama e
ultrassom, nas fases vegetativa e cistica do ciclo de vida da H. pluvialis;

e Determinar a concentragdo de proteinas da biomassa residual proveniente da extracao
de lipidios, nas fases vegetativa e cistica da H. pluvialis;

e Determinar a concentragdo de astaxantina da biomassa residual proveniente da

extracao de lipidios na fase cistica da H. pluvialis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROALGAS E SUAS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Microalgas sdo organismos microscopicos presentes em ecossistemas aquaticos
(marinhos ou dulciaquicolas) e terrestres (Umidos), com grande variedade de espécies,
incluindo cloroficeas, dinoflagelados, crisoficeas e diatomaceas, que se adaptam a diferentes
condi¢cdes ambientais (RIZWAN et al., 2018), produzindo biomassa a partir da absorcdo da
luz solar, da captura do CO; e do meio aquatico, além de contribuir na producéo de oxigénio
atmosférico (SINGH et al., 2011). Sendo assim, sdo utilizadas para monitoramento de
substancias toxicas ambientais, biorremediacdo, bioensaios e mitigacdo das emissdes de CO,
(NAYAK et al., 2016).

Diante da variedade de espécies de microalgas, h& uma gama de aplicacOes
biotecnolégicas oriundas dos compostos produzidos pelas mesmas. Dentre esses compostos
estdo os diferentes tipos de pigmentos (clorofilas e carotenoides), lipidios, &cidos graxos poli-
insaturados, esterdis, peptideos e vitaminas (MORENO-GARCIA et al., 2017), sendo
comercialmente utilizadas em nutricdo humana e animal, produtos cosméticos, farmacos,
antimicrobianos, antivirais, antibacterianos, anticancerigenos, antioxidantes, pigmentos,
biocombustiveis e biofertilizantes para extracdo de moléculas de alto valor (SUGANYA et al.,
2016; RIZWAN et al., 2018). Contudo, a producédo desses biocompostos depende da espécie e
das condicgdes de cultivo a qual estd sendo submetida, como temperatura, pH, luminosidade,
meio de cultura e sistema de cultivo (GEORGE et al., 2014).

O cultivo pode ser realizado em sistema autotréfico, quando se utiliza de carbono
inorgénico e luz como fontes de energia; heterotrofico, mediante inser¢cdo de carbono
organico e fonte de energia organica, na auséncia de luz; e mixotrofico, na presenca de
carbono organico e inorganico, luz e compostos organicos como fontes de energia (PEREZ-
GARCIA e BASHAN, 2015). Algumas espécies, como Arthrospira platensis, Chlorella
vulgaris e Haematococcus pluvialis sdo capazes de crescer em todas essas condigdes,
podendo inclusive haver aumento na biomassa e na producdo de moléculas organicas, quando
cultivadas em sistema heterotrofico e mixotréfico (PEREZ-GARCIA e BASHAN, 2015;
RIZWAN et al., 2018).

Dentre os compostos produzidos por esses microrganismos, os lipidios possuem
grande participacdo, podendo incluir lipidios neutros e polares, ésteres de cera, esterdis,

hidrocarbonetos e derivados fendlicos, como tocoferois, terpenos, quinonas e derivados
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pirrolicos, tais como clorofilas (NAIK et al., 2010). As algas sintetizam &cidos graxos
principalmente por esterificacdo de lipidios de membrana a base de glicerol, o que constitui
cerca de 5-20% do peso seco de célula, esses podem formar cadeia média (C1o-Cy4), cadeia
longa (C16-Cig) € cadeia muito longa (>Cy) (HU et al., 2008). Hidrocarbonetos e outros tipos
de lipidios neutros sdo encontrados em algas com uma quantidade inferior a 5% (LEE e
LOEBLICH, 1971).

A capacidade de producao de lipidios em microalga € intrinseca a espécie e a cepa,
variando também com as condicdes de cultivo (DAMIANI et al., 2010). Para algumas
espécies de microalgas, condi¢cfes desfavoraveis de crescimento, como alta salinidade (LIU e
LIN, 2001), escassez de nitrogénio (ZHEKISHEVA et al., 2002) e alta intensidade luminosa
(GORDILLO et al., 1998), podem causar 0 aumento do conteudo lipidico. Assim como, a fase
do cultivo e o estagio do ciclo de vida podem mudar essa composi¢do (FIDALGO et al.,
1998; SHAH et al., 2016).

2.2 BIOLOGIA, CULTIVO E APLICACOES DA Haematococcus pluvialis

A microalga Haematococcus pluvialis pertence a Divisdo Chlorophyta, Classe
Chlorophyceae, Ordem Volvocales e Familia Haematococcaceae (HOEK et al., 1995). Seu
ciclo de vida possui quatro estagios, com morfologias distintas: microzodides, macrozooides
(zobsporos) e palmela, pertencentes a fase vegetativa verde e, hematocistos ou aplandsporos,
referente a fase encistada vermelha (SHAH et al., 2016). As celulas vegetativas flageladas
(Figura 4A), microzodides e macrozooides (diferenciadas pelo tamanho), predominam sob
condicBes de cultura favoraveis no estagio inicial do crescimento vegetativo, com crescimento
rdpido. Sob condicGes desfavoraveis, os macrozodides comecam a perder flagelos e
expandem seu tamanho, formando uma estrutura de multiplas camadas a medida que se
desenvolvem em palmelas (Figura 4B) ndo mdveis; com o estresse ambiental continuo e a
cessacdo da divisdo celular, a palmela se transforma em aplandsporo (Figura 4C, 4D),
apresentando uma bainha trilaminar espessa e rigida e uma parede celular secundaria de
material resistente a acetdlise (HAGEN et al., 2002).
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Figura 1 - Imagens microscopicas de H. pluvialis ao longo do seu ciclo de vida.

(a) - l—‘ 10.00000um
&

(@) Célula movel vegetativa verde (Zobsporos); (b) Célula Palmela vegetativa verde; (c) Células Palmela
acumulando astaxantina, em transicéo para aplandsporos; (d) Hematocistos ou Aplandsporos.

A H. pluvialis possui a capacidade de crescer sob condi¢Bes de cultivo autotréfico,
heterotrofico e mixotréfico (GOKSAN et al. 2011, ZHANG et al., 2016; PANG e CHEN,
2017). Tem-se demonstrado que seu cultivo em meio mixotréfico, resulta em maiores taxas de
crescimento, produtividade de biomassa e producdo de astaxantina (PARK et al., 2014;
PANG e CHEN, 2017), utilizando o acetato de sddio como principal fonte de carbono
organico (OROSA et al., 2005). Ademais, é adotado um sistema dividido em duas fases: a
primeira denominada fase verde, onde se obtém o maximo crescimento celular em menor
tempo de cultivo; e a segunda fase denominada de indugdo, onde ocorre a sintese e acumulo
de astaxantina (AFLALO et al., 2007).

Essa espécie possui grande interesse pelo seu contetdo celular e, principalmente, pela
sua capacidade de produzir o carotenoide astaxantina (KIM et al., 2018). A sintese de
astaxantina  (3,3'-dihidroxi-p,B-caroteno-4, 4'-diona) esta relacionada a mudancas
morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas nas células, devido a fatores como alta luminosidade,
presenca de nutrientes e suas concentragbes nos meios de cultura, dentre eles a baixa
concentracdo de nitrogénio e o acréscimo de fontes de carbono organico (NUNES et al., 2013;
DORIA et al., 2018). Esse carotenoide ¢ amplamente utilizado na industria farmacéutica,
nutracéutica, de cosméticos e de alimentos, por ter propriedades antioxidante, anti-
inflamatdria, antitumoral, antidiabética e imunomoduladora, além de ser utilizada na
aquicultura, tanto para pigmentacdo quanto para melhorar a resposta imune e o desempenho

zootécnico de camardes e peixes (DING et al., 2018; XIE et al., 2018).
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Além da astaxantina, representando cerca de 4% do conteudo celular no estagio
cistico, possui em sua composicao altas concentracfes de proteinas, carboidratos e lipidios,
variando de acordo com o0 modo de cultivo e a fase do ciclo de vida (CHEKANOQV et al.,
2014; SHAH et al., 2016). Na fase verde, o contetudo de proteinas e de carboidratos varia
entre 24-45% e 15-17% do peso seco, respectivamente e, no estagio vermelho, de 20-23% e
37-74%, respectivamente (RECHT et al., 2012; KIM et al., 2015). Enquanto a concentragédo
de lipidios totais pode chegar até 25% na fase vegetativa e 37% na fase cistica (SHAH et al.,
2016). O acumulo de lipidios ocorre de modo mais expressivo durante a formacdo dos
aplandsporos, induzido por fatores de estresse, como limitacdo de nutrientes, alta intensidade
de luz e fontes de carbono orgénico, simultaneamente a produgdo de astaxantina
(ZHEKISHEVA et al., 2002; SAHA et al., 2013; ANDRULEVICIUTE et al., 2014).

Quanto ao perfil de acidos graxos, sdo semelhantes tanto sob condigdes controle
quanto sob estresse, sendo 0s principais componentes: os acidos oleico (18:1n9c), palmitico
(16:0), linoleico (18:2n6c), esteadrico (18:0), linolénico (18:3n3) e linolelaidico (18:2n6t)
(DAMIANI et al., 2010; BILBAO et al., 2016). Assim como em outras espécies de
cloroficeas, os acidos palmitico e oleico sdo os acidos graxos saturado e monoinsaturado,
respectivamente, predominantes em H. pluvialis, tanto na fase vegetativa quanto cistica (HU
et al., 2008). O perfil adequado de &cidos graxos, predominantemente saturados com pequeno
ou médio comprimento de carbonos, e seu alto conteudo lipidico faz com que essa microalga
seja comumente cultivada também para producdo de biocombustivel (DAMIANI et al.,
2010; NIGAM e SINGH, 2011; SAHA et al., 2013).

Entretanto, para que essa producdo seja viavel faz-se necessario o uso de métodos
eficientes de extracdo de lipidios, levando em conta a estrutura da parede celular,
principalmente, na fase cistica, onde possui forma mais espessa e resistente contra ataques
mecanicos e quimicos, diminuindo a biodisponibilidade dos compostos acumulados (HAGEN
et al., 2002). Essa parede é composta de uma bainha trilaminar de algaenano, abaixo da qual
se encontra uma camada secundaria composta em grande parte de celulose e manose em um
arranjo homogéneo e, a camada terciaria com celulose e manose dispostos de forma
heterogénea (HAGEN et al.,, 2002; PRAVEENKUMAR et al., 2015). Portanto, técnicas
eficazes de ruptura da parede celular devem ser empregadas (KIM et al., 2016), como também

a aplicacao de novos métodos deve ser avaliada.
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2.3 PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS

O aumento populacional aliado a maior demanda de energia provocou grande
necessidade em produzir biocombustiveis, evitando-se o uso de combustiveis fosseis, devido
ao esgotamento dos recursos e ao acumulo dos gases do efeito estufa no meio ambiente
(SINGH et al., 2011). Contudo, a viabilidade da producdo de biocombustiveis de primeira
geracgdo é questionavel devido ao conflito com a oferta de alimentos, como também, o uso de
oleaginosas, residuos de 6leo de cozinha e gorduras animais para produzir biodiesel, ndo €
capaz de substituir o combustivel fossil (SONG et al., 2008), surgindo como alternativa viavel
0 uso de microalgas (KHAN et al., 2009).

Esses microrganismos possuem grande potencial de substituir completamente os
combustiveis fosseis, pois, diferente das oleaginosas, possuem a capacidade de crescer
rapidamente, dobrando sua biomassa em 24 horas; muitas espécies possuem alto conteudo
lipidico, excedendo 80% do peso da biomassa seca; e utiliza-se de menores areas,
apresentando produtividade de 6leo entre 58 700 e 136 900 L ha™, enquanto a soja apresenta
produtividade de aproximadamente 446 L ha™ (SPOLAORE et al., 2006; CHISTI, 2007).
Além dessas vantagens, sdo capazes de causar efeito positivo no ambiente, uma vez que
absorve grande quantidade de CO,, auxiliando na diminuicdo dos gases do efeito estufa.

A producdo de biocombustivel por microalga esbarra em custos relacionados ao
cultivo, a colheita da biomassa, a extragdo dos lipidios e ao processamento do 6leo (WU et al.,
2018). Sendo a etapa de extracdo, uma das mais importantes, que pode comprometer a
economia da producdo (GULDHE et al., 2014). Portanto, para escolher o método mais
apropriado, deve-se considerar, a composi¢do da parede celular e a natureza do composto
desejado (RIZWAN et al., 2018), custo efetivo, velocidade e eficiéncia do processo, além da
manutencdo da integridade dos lipidios, fundamental para a qualidade do 6leo (ENAMALA et
al., 2018).

A extracdo dos lipidios é realizada através de métodos quimicos, fisicos, ou a
combinacao destes, sendo o uso de pressdo mecanica combinada a solventes quimicos, 0 mais
comumente utilizado em escala comercial (SHUBA e KIFLE, 2018). A extracdo quimica por
solventes € um método rapido e eficiente, de baixa degradacao dos lipidios, podendo utilizar-
se de diferentes solventes, como cloroférmio, metanol, hexano, etanol, benzeno e éter;
devendo ser barato, de baixa toxicidade, puro, imiscivel em &gua e seletivo, para evitar
extracdo de compostos indesejaveis (RAMLUCKAN et al., 2014).
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Os métodos mais comumente utilizados s&o os de Bligh e Dyer (1959) e Folch (1957),
utilizando um solvente polar e um apolar (metanol e cloroférmio, respectivamente) para
extrair as fracdes lipidicas correspondentes das células (KUMARI et al., 2011). Em
substituicdo ao metanol se utiliza também o etanol, embora seja considerado um solvente
eficaz para a extracdo de lipidios, também pode ser usado para a extracdo de alguns outros
contaminantes celulares, por exemplo, aglcares, aminoacidos, sais, proteinas hidrofébicas e
pigmentos (RIZWAN et al., 2018). As desvantagens do uso de solvente em escala comercial
sdo0: 0 requerimento de entrada extra de energia e 0 potencial de contaminacéo, restringindo

assim as opgdes para seu uso final (SHUBA e KIFLE, 2018).

2.3.1 Métodos de pré-tratamento celular

Contudo, para melhor eficiéncia na extracdo faz-se necessario 0 uso de metodos de
pré-tratamento das células (Figura 2), precedendo o uso dos solventes. Novas metodologias
com maior rendimento, tempo de tratamento reduzido e baixo custo, cada vez mais estdo
sendo empregadas; seja utilizando métodos mecanicos, fisicos, térmicos ou quimicos

(KHANRA et al., 2018). Ainda assim, outras técnicas devem ser avaliadas.

Figura 2 - Classificacdo dos métodos de pré-tratamento.

Meétodos de pré-tratamento para

producao de biocombustivel

Mecanico Fisico Térmico Quimico Tecnicas
Combinadas
Homogenei- Ultrassom/
__ zadordealta  |— Ultrassom | Autoclave | Catalises micro-ondas/
pressao autoclave
| Bead mills | MICTES | Explosdo a | Enzimas
ondas vapor

Fonte: Adaptado de ONUMAEGBU et al. (2018).
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Os métodos mecénicos como, moagem por esferas (bead milling) e homogeneizador
de alta pressdo, aumentam a eficiéncia de ruptura das células, e mesmo possuindo alto custo e
grande consumo de energia sdo comercialmente utilizados no pré-tratamento de microalgas
(GUNERKEN et al., 2015) e macroalgas (TEDESCO et al., 2014; ONUMAEGBU et al.,
2018). O processo de moagem por esferas ocorre pela colisdo de esferas minusculas girando
em alta velocidade (ONUMAEGBU et al., 2018), devendo-se haver o controle da temperatura
para a efetiva desintegracdo das células (BALASUNDARAM et al., 2012). Ja o
homogeneizador de alta pressdo consiste em uma ou duas bombas de deslocamento que
forcam a suspensao de células sob uma alta presséo (até 400 MPa) através de um orificio que
colide contra a valvula do assento, as células sdo entdo espalhadas pela superficie do assento
e, eventualmente, colidem com o anel de impacto (LEE et al., 2012).

A extracdo por solvente aliada as técnicas fisicas de ruptura celular (ultrassom ou
micro-ondas) resulta em melhor rendimento, pois facilitam o contato entre lipidios e
solventes, reduzem o uso de produtos quimicos toxicos e o tempo de extracdo, quando
comparadas as técnicas convencionais (GULDHE et al., 2014). No método de ultrassom, as
ondas sonoras formam bolhas de cavitagdo em meio liquido que, apds o colapso, geram
energia quimica e mecanica, desorganizando a parede celular das microalgas (VYAS et al.,
2010). Enquanto na técnica de micro-ondas (Figura 2), a energia possibilita a rotacdo do
dipolo molecular, que interrompe as liga¢6es de hidrogénio fracas e provocam o movimento
de ions dissolvidos, aumentando a penetracdo do solvente nas células (CRAVOTTO et al.,
2008). O pré-tratamento com irradiacdo por micro-ondas possibilita aquecimento uniforme e
répido, pouco consumo de solventes, tempo de extragdo curto, com alto rendimento e sem
necessidade de tratamento adicional (DAI et al., 2014; GULDHE et al., 2014,

ONUMAEGBU et al., 2018).
Figura 3 - Representacdo esquematica da técnica de pré-tratamento com micro-ondas.

b 9 Energia de
9 r Y
( micro-ondas / \

Parede celular

‘ ~ -

y. = 9”y Metanol 9”:;
o9 o

Microalga

Lipidio Célula rompida

Fonte: Adaptado de ONUMAEGBU et al. (2018).
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Os tratamentos térmicos, com autoclave e secagem por pulverizagdo, e o tratamento
enzimatico sdo considerados inapropriados para microalgas, por conta do alto custo,
dificuldade de escalonamento e longo tempo de processamento (KHANRA et al., 2018).
Enguanto, o uso de explosdo a vapor, que consiste na exposicdo a temperaturas entre 180 e
240 °C (1,03-3,45 MPa) seguido de despressurizacdo repentina a condicdo ambiental, pode
ser adequado para operacao em larga escala, devido a facilidade de ruptura da parede celular,
alta liberacdo de moléculas intracelulares, custo operacional relativamente baixo e ndo causar
prejuizos ambientais (LORENTE et al., 2015). Todavia, 0 uso de técnicas combinadas de pré-
tratamento podem aumentar o rendimento lipidico, comparado ao uso de apenas uma técnica,

contudo, esse processo € muito complexo e de alto custo (ONUMAEGBU et al., 2018).

2.3.1.1 Radiagdo gama para pré-tratamento celular

Os raios gama (y) sdo a forma mais energética de radiagdo eletromagnética,
apresentando desde alguns keV até alguns MeV e, sdo, portanto, mais penetrantes que outras
radiacbes (KOVACS e KERESZTES, 2002). Por serem pertencentes a radiacdo ionizante,
agem de duas formas: diretamente pela interacdo com moléculas bioldgicas, levando a
excitacdo, lesdo e cisdo da estrutura polimérica, ou indiretamente pela interacdo com atomos
ou moléculas, produzindo radicais livres nas células; podendo assim, danificar ou modificar
componentes importantes das células, afetando morfologia, anatomia, bioquimica e fisiologia
de vegetais, dependendo do nivel de irradiacdo (WI et al., 2005, 2007; SINGH et al., 2016). O
efeito da radiacdo sobre um microrganismo depende também dos fatores fisicos e fisioldgicos
durante a irradiacdo, sendo mais sensiveis em solucdo liquida do que quando suspensos no
estado congelado ou em condicBes secas, devido a imobilizagdo ou a baixa formagao dos
radicais livres, de modo que o efeito indireto que eles causam é reduzido (SINGH et al.,
2016).

A radiacdo y ¢ uma técnica eficaz para pré-tratamento de biomassa e quando esse
método é combinado com outros (quimicos, fisicos) ha um aumento na eficiéncia de todo o
processo, produzindo os mesmos resultados usando doses menores (TORUN, 2017). As
vantagens desse processo incluem temperatura moderada, tempo de reacdo curto, baixo
impacto ambiental, baixo investimento de capital e poucos processos perigosos (WANG et al.,
2012; LIU et al., 2015; Ll et al., 2016).

E um método bastante utilizado para o pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica

(Figura 5), composta basicamente por celulose, hemicelulose e lignina, cuja forte associacédo
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existente entre esses compostos, dificulta a utilizacdo desses materiais como matérias-primas
para processos quimicos e biotecnoldgicos, razdo pela qual existe a necessidade do emprego
de um método de pré-tratamento, de modo a modificar sua estrutura, reduzindo o grau de
polimerizacdo da celulose, podendo resultar na destruicdo de paredes celulares (YOON et al.,
2012; LI et al., 2016; TORUN, 2017). Por isso, é também utilizado na remoc&o de patdgenos
(FOLEY et al., 2002), esterilizacdo de aloenxertos teciduais (SINGH et al., 2016) e hidrolises
enzimaticas (LEE BM et al., 2017). Alguns estudos indicam seu uso na degradacdo de
polissacarideos, como alginato, carragenana e laminarina, em macroalgas, podendo causar 0
rompimento ou despolimerizacédo da estrutura da parede celular (YOON et al., 2012; CHOI e
LEE, 2017).

Figura 4 - Esquema do pré-tratamento de biomassa lignocelulésica.

. e

Lignina

\%

Celulose

-

Celulose Lignina

Fonte: KUMAR et al. (2009).

Contudo para microalgas, ndo ha estudos que demonstrem o uso de radiagdo y com
essa finalidade, havendo relatos de sua atuacdo no acumulo de lipidios e expressdo de genes
reguladores envolvidos na biossintese lipidica (TALE et al., 2018), na elevacdo do valor
nutritivo e atividade antioxidante (SHABANA et al., 2017) e, no aumento da taxa de
crescimento e rendimento de astaxantina em H. pluvialis (CHENG et al., 2016). Levando em
consideracao seus efeitos em estruturas polissacaridicas, surge como um potencial método de

pré-tratamento da biomassa algal para extracao de lipidios.

2.3.2 Modelo de Biorrefinaria de algas

Uma das sugestdes para enfrentar os problemas econémicos dos biocombustiveis a
base de algas é a possibilidade de aplicar-se o conceito de biorrefinaria (Figura 3), producao
de biocombustiveis e coprodutos de alto valor, pela integracdo de bioprocessamento e

tecnologias quimicas apropriadas, de baixo impacto ambiental e economicamente viavel
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(CHIST, 2007). As biorrefinarias sdo encontradas em setores amplamente difundidos em
escala industrial, permitindo que se concentrem no processamento de maultiplos produtos
(CHEW et al., 2017), onde a integracdo das configuracGes de producdo pode ser aplicada para
produzir produtos de valor agregado, lucrando com uma Unica fonte de matéria-prima
(MONCADA et al., 2015).

As biorrefinarias de algas objetivam extrair e separar produtos comerciais da biomassa
algal, seja proteinas, carboidratos, pigmentos ou coprodutos do processamento dos lipidios
(NAIK et al., 2010; ZHU, 2015). Nesse sentido, a biomassa residual dos processos de
producdo de biodiesel, logo apo6s extracdo dos lipidios, rica em carboidratos e proteinas
(SHUBA e KIFLE, 2018), pode ser utilizada para produzir alimentos ricos em proteinas para
consumo animal (BRUTON et al., 2009), metano por digestdo anaerobica para gerar a energia
elétrica necessaria nas instalacbes de producdo de biomassa de microalgas (CHIST, 2007),
fertilizante organico (MATA et al.,, 2010), como fonte de carbono em indlstrias de
fermentagdo (CHEW et al., 2017), entre outros. No entanto, faz-se necessario o uso de
técnicas adequadas, que promovam uma extracdo eficiente e ndo causem danos as outras
fracbes da biomassa (VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013).

As caracteristicas da H. pluvialis fazem dela uma cepa adequada para o
desenvolvimento de biorefinarias de algas que produzem produtos de alto valor e moléculas
de biocombustivel. Apds a extracdo simultdnea do produto de alto valor (astaxantina) e
produto de biocombustivel (triglicerideos), a biomassa residual pode ser utilizada como
matéria-prima suplementar para a producdo de biogds usando digestdo anaerobica que
ajudaria ainda mais na extragdo de energia residual deste bioprocesso integrado (SHAH et al.,
2016).
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Figura 5 — Modelo de Biorrefinaria de algas.
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Fonte: Adaptado de NAIK et al. (2010)
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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo aplicar a radiacdo gama como método de pré-
tratamento celular para extracdo lipidica e determinar as concentragdes de proteinas e
astaxantina na biomassa residual da Haematococcus pluvialis. A microalga foi cultivada em
sistema mixotrofico, coletando-se a biomassa na fase de macrozodide (vegetativa) e
aplandsporo (cistica), sendo centrifugada, liofilizada, determinada a produtividade em
biomassa seca e submetida a extracao lipidica. As extracBes ocorreram por método quimico,
utilizando cloroférmio:metanol, e teve como métodos de pré-tratamento: biomassa com
cloroformio:metanol sob ultrassom (BCMU), biomassa com cloroférmio:metanol sob
radiacdo y (BCMR) e biomassa seca sob radiacdo y (BSR). ApOs extracdo, a biomassa
residual foi submetida as analises de proteinas e astaxantina. A produtividade em biomassa
seca foi de 0,135 + 0,07 g L™ na fase vegetativa e de 0,317 + 0,04 g L™ na cistica. O contetido
lipidico total foi maior na fase vegetativa, com rendimento médio de 16% do peso seco,
enguanto na fase cistica obteve 11%, sendo o método BCMR superior, para as duas fases.
Quanto a concentracdo de astaxantina na biomassa residual observou-se sua preservacao ao
utilizar o método BSR (76,2 + 11,5 mg L™), sendo semelhante & biomassa bruta. Portanto, o
método de extracdo lipidica com irradiacdo gama foi eficiente para as células vegetativas de
H. pluvialis, principalmente em biomassa com cloroférmio:metanol; contudo, se considerada
a preservacao da astaxantina na biomassa residual, constatou-se como melhor método o BSR.
Ademais, foi possivel atestar que independente do método de extracdo lipidica, a biomassa

residual apresentou-se como excelente fonte proteica.

Palavras-chave: Extracdo de lipidios; Irradiacdo gama; Astaxantina; Mixotrofico.
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ABSTRACT

The present study aims to apply gamma radiation as a cellular pretreatment method for
lipid extraction and to determine the protein and astaxanthin concentrations in the residual
biomass of Haematococcus pluvialis. The microalgae was cultivated in a mixotrophic system,
the biomass being collected in the macrozooide phase (vegetative) and aplanospore (cystic)
phase, being centrifuged, lyophilized, determined the yield in dry biomass and submitted to
lipid extraction. The extraction was by chemical method, using chloroform:methanol, and had
pre-treatment methods: biomass with chloroform:methanol under ultrasound (BCMU),
biomass with chloroform:methanol under y-radiation (BCMR) and dry biomass under vy-
radiation (BSR). After extraction, the residual biomass was submitted to protein and
astaxanthin analyzes. The dry biomass yield was 0.135 + 0.07 g L™ in the vegetative phase
and 0.317 + 0.04 g L™ in the cystic. The total lipid content was higher in the vegetative phase,
with an average yield of 16% of the dry weight, while in the cystic phase it was 11%, and the
BCMR method was superior for the two phases. Regarding astaxanthin concentration in the
residual biomass, it was observed its preservation using the BSR method (76.2 + 11.5 mg L),
being similar to the crude biomass. Therefore, the lipid extraction method with gamma
irradiation was efficient for the vegetative cells of H. pluvialis, mainly in biomass with
chloroform:methanol. However, considering the preservation of astaxanthin in the residual
biomass, BSR was the best method. In addition, it was possible to attest that independent of

the lipid extraction method, the residual biomass presented as an excellent protein source.

Keywords: Lipids extraction; Gamma irradiation; Astaxanthin; Mixotrophic.
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1. Introducéo

A microalga Haematococcus pluvialis tem despertado grande interesse pelo seu
contetdo celular, sendo comumente cultivada para a extragdo do carotenoide astaxantina [1].
Além da astaxantina (3,3'-dihidroxi-f,B-caroteno-4, 4'-diona), representando cerca de 4% do
conteudo celular no estigio vermelho, possui em sua composicdo altas concentragdes de
proteinas, carboidratos e lipidios, variando de acordo com o modo de cultivo e a fase do ciclo
de vida, vegetativa ou cistica [2]. O acimulo de lipidios ocorre de modo mais expressivo
durante a formacdo dos aplanosporos, simultaneamente a producdo de astaxantina,
principalmente em cultivos mixotréficos e induzido por fatores de estresse, como a privacao
de nutrientes no meio [3,4]. O alto conteudo lipidico e o perfil adequado de acidos graxos
fazem com que essa microalga apresente potencial para producdo de biocombustivel [5].

A viabilidade da producdo de biocombustivel a partir de microalgas depende
diretamente do método de extracdo, que deve proporcionar bom rendimento, possuir baixo
custo efetivo e manter a integridade dos lipidios, sendo fundamental para o processo
produtivo e para assegurar a qualidade do 6leo [6]. O método mais utilizado em escala
comercial é através de solventes, devendo esses serem de baixa toxicidade, puro, imiscivel em
agua e seletivo, caracterizando assim, um método rapido e de baixa degradacdo dos lipidios
[7]. Contudo, faz-se necessério o uso de métodos de pré-tratamento da biomassa, sejam eles:
mecanicos, fisicos, térmicos ou quimicos; facilitando o contato entre lipidios e solvente,
promovendo alto rendimento, tempo de tratamento reduzido e baixo custo [8].

Portanto, para que essa producdo seja possivel em H. pluvialis faz-se necessario o uso
de métodos eficientes de pré-tratamento das células e de extracdo dos lipidios, levando em
conta a estrutura da parede celular, principalmente, na fase cistica, quando é constituida por
uma bainha trilaminar de algaenano e duas camadas polissacaridicas, possuindo forma mais

espessa e altamente resistente contra ataques mecénicos e quimicos [9]. Surgindo assim, a
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necessidade da aplicacdo de novos métodos de pré-tratamento, como o uso de radiacdo gama
(y), caracterizada como a forma mais energética de radiacdo eletromagnética, mostrando-se
assim como um potencial método de pré-tratamento da biomassa algal, tendo em vista seus
efeitos em modificar estruturas polissacaridicas [10,11,12].

Além disso, uma das alternativas para otimizar a producdo de biocombustiveis a base
de algas é a aplicacdo do conceito de biorrefinaria, aliando essa producdo a extracdo de
coprodutos de alto valor, como proteinas, carboidratos, clorofilas, carotenoides, metabélitos
secundarios ou subprodutos, como o proveniente do processamento dos lipidios [13,14]. Com
essa biomassa residual, pos-extracdo lipidica, € possivel produzir alimentos ricos em proteinas
para consumo animal [15], polimero biodegradavel [14], metano por digestdo anaerdbica para
gerar a energia elétrica necessaria nas instalacdes de producdo de biomassa de microalgas
[16], fertilizante organico [17], entre outros.

Visto que, a questdo da eficiéncia energética e custo-efetividade da ruptura das células
e extracdo dos lipidios sdo os principais desafios na comercializagdo de biocombustiveis de
microalgas, surge a necessidade de novas pesquisas nessas areas [8]. Assim, objetivou-se com
0 presente estudo aplicar a radiagio gama como meétodo de pré-tratamento celular
previamente a extracdo lipidica e determinar o conteddo de proteinas e astaxantina na
biomassa residual da microalga H. pluvialis.

2. Material e Métodos
2.1. Delineamento experimental

O experimento foi desenvolvido em escala laboratorial e dividido em trés bioensaios:
1- extracdo lipidica; 2- analise de astaxantina; 3- analise proteica. No primeiro bioensaio
desenvolveu-se um delineamento bifatorial, sendo o fator 1 representado por trés métodos de
pré-tratamento celular: biomassa com cloroférmio:metanol sob ultrassom (BCMU), biomassa

com cloroférmio:metanol sob radiacdo y (BCMR) e biomassa seca sob radiacdo y (BSR);
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enquanto o fator 2 considerou as duas fases da microalga: vegetativa e cistica; as interacdes
entre os fatores representaram 6 combinagdes, em triplicata, totalizando 18 unidades
experimentais. Enquanto no bioensaio 2, realizado apenas para a microalga na fase cistica, foi
desenvolvido um delineamento inteiramente casualizado de 4 tratamentos com 3 repeticoes,
sendo os tratamentos: biomassa residual proveniente de extracdo lipidica utilizando trés
métodos de pré-tratamento (BCMU, BCMR e BSR) e biomassa bruta, que ndo foi submetida
a pré-tratamento e extracéo lipidica (controle). Ja no bioensaio 3, foi comparado o contetido
proteico da biomassa residual proveniente da extracédo lipidica utilizando trés métodos de pre-
tratamento celular (BCMU, BCMR e BSR) e da biomassa bruta, nas fases vegetativa e cistica,
através de delineamento bifatorial, representado por 8 combinagGes, em triplicata, totalizando
24 unidades experimentais.

O processo de obtencao do extrato lipidico e da biomassa residual de H. pluvialis, nas
fases vegetativa e cistica do ciclo de vida, esta descrito na figura 1, sendo dividido nas etapas
de: cultivo, obtencdo da biomassa, extracao lipidica e uso da biomassa residual. A partir da
biomassa residual, quantificou-se o conteudo proteico nas duas fases do ciclo de vida e

obteve-se o0 conteudo de astaxantina dos aplandsporos.
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Luz Meio de cultura CO, atmosférico

Macrozodides

Limitacdo de nutrientes

<—— Centrifugago Aplanosporos

<«—— Liofilizagéo <«—— Centrifugacéo

<«—— Liofilizacao

Biomassa seca ha Biomassa seca
fase vegetativa na fase cistica
<«— Radiag8o gama / Ultrassom <+— Radiagdo gama / Ultrassom
+ Cloroférmio:metanol + Cloroférmio:metanol
Extrato lipidico || Biomassa residual Extrato lipidico || Biomassa residual
<— Acetona
Proteinas Proteinas Astaxantina

Figura 1 - Fluxograma do processo de obtencdo do extrato lipidico e da biomassa residual de H.
pluvialis, nas fases vegetativa e cistica do ciclo de vida.

2.2. Cultivo da microalga
A H. pluvialis foi obtida do banco de cepas do Laboratério de Producdo de Alimento
Vivo (LAPAVI), localizado no Departamento de Pesca e Aquicultura da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). O cultivo da microalga foi realizado em agua doce
previamente tratada e autoclavada, enriquecida com o meio de cultura Provasoli modificado,
apresentando em mg L': 15 C3H;Na,0gP; 1,98 C,HsNaO,; 2,0 Extrato de levedura; 105
NaNOs; 0,075 ZnCl,; 0,0015 CoCl,.2H,0; 3,0 H3BOs; 24,9 EDTA-Nay.2H,0O; 0,15

FeCl3.6H,0; 10,6 Fe(NH4)2(S04)2.6 H,0; 0,6 MnCl,.4H,0.
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A microalga foi cultivada em sistema mixotréfico e semi-continuo, sendo inoculadas a
10% do volume, partindo de tubos de ensaio de 40 mL até volumes de 20L. Foram mantidas
com aeracdo constante, em temperatura de 24+1 °C, fotoperiodo integral e intensidade
luminosa de 40 pmol fétons m™ s™ (lampadas fluorescentes de 40 W tipo “Daylight”). Tendo
seu crescimento acompanhado diariamente, através de microscopio dptico (40x de aumento)
com auxilio de cAmera de Neubauer.

2.3. Obtencéo da biomassa

A microalga foi coletada na fase de zodsporos (estado vegetativo) e na fase de
aplandsporo (estado cistico), onde houve o acumulo de astaxantina estimulado por fontes de
carbono organico e pela privacdo de nutrientes que ocorre naturalmente ao longo do cultivo.
Amostras de 40 mL foram centrifugadas a 3500 g por 15 minutos (22°C) e a biomassa Umida
ficou armazenada a -20°C até a etapa de liofilizacdo. ApoOs a secagem, as amostras foram
pesadas para determinacdo da biomassa seca.

2.4. Pré-tratamento celular

O pré-tratamento celular com ultrassom, em frequéncia de 40 kHz e poténcia de 135
W (em dois ciclos de 15 minutos), foi realizado em 0,7 g de biomassa liofilizada
homogeneizada com 14 mL do solvente cloroférmio:metanol (1:1 v/v), em vortex por 2
minutos.

A irradiacdo gama foi realizada no Departamento de Energia Nuclear da Universidade
Federal de Pernambuco, utilizando ®°Co raio-y com taxa de dose de 1,871 kGy/h e dose de
5,0 kGy, sendo a radiacdo aplicada de dois modos: na biomassa seca e na biomassa
homogeneizada com solvente cloroférmio:metanol (1:1 v/v).

2.5. Extracao de lipidios
As extracOes lipidicas foram realizadas adaptando metodologia desenvolvida por

Bligh e Dyer [18], apds o uso de trés métodos de pré-tratamento celular, tanto para a biomassa
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na fase vegetativa quanto na fase cistica. Ap6s o pré-tratamento, & biomassa seca irradiada
(BSR) foi adicionado o solvente cloroférmio:metanol (1:1 v/v) e homogeneizado em vértex
por 2 minutos, seguindo as demais etapas como realizado para as amostras BCMU e BCMR,
onde foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos, coletou-se o sobrenadante e
adicionou-se 5,25 mL de agua Milli-Q, homogeneizando-o em vértex por 2 minutos e
centrifugando-o a 10.000 rpm por 5 minutos. Todo o contetdo foi transferido para funis de
separacdo e permaneceram por 1 hora, até a coleta da fracdo lipidica. A fracdo lipidica foi
coletada em tubos de vidro previamente pesados que permaneceram em capela de fluxo até
evaporacao total do solvente. Apdés isso, 0s tubos foram pesados para o célculo de rendimento
lipidico (% peso seco), sendo em seguida armazenados a -20 °C protegidos da luz, assim
como a biomassa residual.
2.6. Concentracgao de astaxantina

A determinacdo de astaxantina seguiu metodologia de Dong et al. [19], em que 5 mg
de biomassa residual oriunda de extracdo lipidica com diferentes métodos de pré-tratamento e
5 mg de biomassa bruta liofilizada (controle) foram tratadas com 1 mL de HCI (4M) e
colocadas em estufa a 70°C por 2 minutos, sendo posteriormente arrefecidas e centrifugadas
(5.000 x g; 5 minutos). A amostra tratada com HCI foi lavada duas vezes com agua destilada,
centrifugada (5.000 x g; 5 minutos), ressuspensa em 1 mL de acetona a 90% e submetidas a
banho ultrassénico em gelo por 10 min. Posteriormente, a amostra foi novamente centrifugada
(3500 x g; 5 minutos) e o extrato obtido foi armazenado em vials &mbar para quantificacao
em UPLC-MS.

A cromatografia foi executada em um cromatdgrafo liquido de ultra performance
(UPLC) Acquity H-Class (Waters), sendo empregada uma coluna HSS T3 2,1 x 100 mm e
tamanho de particula de 1,8 um. As fases moveis utilizadas consistiram de solucdo de

Acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico (eluente A), solucdo metandlica contendo 0,1%
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de acido formico (eluente B) e solucdo de acetato de etila contendo 0,1% de &cido férmico,
que foram bombeadas a uma vazdo de 0,37 mL/min; a eluicdo foi realizada em modo
isocratico (10% A/ 50% B/ 40% C) mantida por 5 minutos. Foram injetados dez microlitros
de amostra e as temperaturas da coluna e do autoinjetor, foram mantidas a 40 °C e 10 °C,
respectivamente. O sistema UPLC foi acoplado a um espectrébmetro de massa single
quadrupolo SQ Detector 2 (Waters). A voltagem do capilar foi de 1,5 Kv, a voltagem do cone
50 V e a temperatura de dessolvatacgdo foi de 350 °C, com fluxo de gas da fonte de 650 L/h. A
aquisicdo dos dados foi feita em modo Selected lon Recording (SIR), buscando a massa da
astaxantina (597,35 Da), em ionizacdo positiva. A aquisicdo dos cromatogramas e espectros
de massas foi feita através do software MassLynx™ (Waters).
2.7. Conteudo proteico

Para determinar o teor de proteina bruta foi utilizado o método de Kjeldahl [20], com
fator de conversdo de Nitrogénio (N=4,78) proposto para microalgas. Foram utilizados 100
mg de biomassa residual e bruta, adicionando-se K,SO,4, CuSO,4 e H,SO,4. A seguir foi feita a
digestdo acida em bloco digestor, a 150 °C (30 min) e a 400 °C (2h30min), apos resfriamento
adicionou-se 10 mL de agua destilada e 25 mL da solucdo de NaOH (40%), recolhendo o
destilado (50 mL) em erlenmeyer contendo 10 mL de solucdo indicadora (acido borico,
vermelho de metila e verde de bromocresol), titulando-se, em seguida, com solucdo de HCI
(0,02N). Para determinar a quantidade de proteina bruta na amostra utilizou-se a formula:
%PB =V x M x 14 x 100/A x 4,78, onde, V é o volume de HCI (0,02N) gasto na titulacdo, M
é a concentracdo molar da solucdo de HCI e A é a quantidade da amostra utilizada (mg).

2.8. Andlises estatisticas

As variaveis respostas dos tratamentos foram submetidas ao teste de homogeneidade

das variancias de Bartlett (P < 0,05) e também ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk (P <

0,05). Para os dados em que a ANOVA denotou diferenca significativa, foi aplicado o teste de
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comparacdo de médias de Tukey (P < 0,05) para estabelecer as diferencas entre as
combinagbes e/ou as interacdes (ANOVA fatorial) e tratamentos (ANOVA um fator). Os
dados que ndo obtiveram distribuicdo normal, mesmo ap6s as transformacfes, foram
submetidos aos testes de Kruskal-Wallis (P < 0,05) para ANOVA de um fator.
3. Resultados e Discusséo

3.1. Produtividade em biomassa seca

A obtencdo da biomassa de H. pluvialis na fase vegetativa ocorreu na faixa
estacionaria de crescimento, na forma de macrozodide, no quinto dia de cada ciclo de cultivo,
tendo uma produtividade de 0,135+0,07 g L™, superior ao resultado obtido por Sun et al. [21],
que alcancaram produtividade de 0,116+0,01, em sistema mixotroéfico com intensidade
luminosa maior, sendo incrementada ao longo do cultivo partindo de 50 até 80 umol fétons m
25! J4 na fase cistica a obtencdo de biomassa em forma de aplanésporo ocorreu no oitavo dia
com produtividade de 0,317+0,04 g L™, valor superior ao encontrado na fase vegetativa, como
justificado por Park et al. [22] e Pang e Chen [23], a0 registrar maior produtividade de H.
pluvialis na fase cistica em sistemas mixotréficos, utilizando carbono organico e luz como
fontes de energia.

A produtividade em biomassa seca de 0,317+0,04 g L™ alcancada na fase cistica é
considerada significativa, visto que no presente cultivo utilizou-se intensidade luminosa de 40
umol fétons m™ s, ndo houve insercéo de CO, e apresentou-se semelhante & produtividade
obtida por Saha et al. [3] de 0,354 g L™, ao utilizar meio de cultura BBM, tendo como fatores
de estresse a privacao de fosfato e baixa concentracdo de nitrato, com intensidade luminosa de
80 pmol fétons m? st (duas vezes maior). Por outro lado, este resultado foi inferior a
produtividade de 0,865 g L™ encontrada por Saha et al. [3] quando utilizaram o meio BBM,
tendo como fatores de estresse a privacdo de fosfato e intensidade luminosa de 240 umol

fotons m? s™ (seis vezes maior). Da mesma forma, Pang e Chen [23] utilizando como fontes
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de carbono organico manose, frutose e acetato de sédio, em meio de cultura BG-11
enriquecido com CO, a 1%, obtiveram produtividades de 0,78+0,07, 0,81+0,05 e 0,89+0,02 g
L, respectivamente, superiores a do presente experimento.
3.2. Rendimento lipidico

O conteudo lipidico total variou significativamente (P<0,05) de acordo com a fase do
ciclo de vida da H. pluvialis, sendo em média 0,113+0,02 g para a fase de zodsporo
(vegetativa) e 0,076+0,02 g para a fase de aplandsporo (cistica), com rendimento médio de
16% e 11% do peso seco, respectivamente (Tabela 1). Como também, se diferenciou
significativamente (P<0,05) baseado no método de extracdo aplicado, onde 0 BCMR resultou
em maior conteudo lipidico, de 0,1287+0,008 g para os zoosporos e, 0,0949+0,003 g para 0s

aplandsporos, com rendimento de 18,7+0,006% e 13,7+0,004%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Rendimento lipidico (% peso seco) utilizando diferentes métodos de pré-tratamento celular
nas duas fases do ciclo de vida da H. pluvialis.

Métodos de pré - tratamento Lipidios (% peso seco)
celular Vegetativa Cistica
BCMU 15,740,011°* 10,3+0,002°°
BSR 14,0£0,046"* 8,67+0,002"®
BCMR 18,7+0,006™ 13,7+0,004*®

Média de 3 repeticdes + desvio padrdo. Os valores médios entre os tratamentos em mesma
coluna com letras mindsculas diferentes sobrescritas e em mesma linha com letras mailsculas
diferentes sobrescritas diferem significativamente (P < 0,05) por ANOVA fatorial e teste de
Tukey. BCMU: biomassa com cloroférmio:metanol sob ultrassom; BSR: biomassa seca sob
radiacdo v; BCMR: biomassa com cloroférmio:metanol sob radiagdo .

Na fase vegetativa, o contetdo lipidico pode chegar até 25%, variando de acordo com
as condicOes de cultivo: temperatura, pH, intensidade luminosa, meio de cultura e sistema de

cultivo [2,5,24]. Contudo, no presente estudo, o rendimento lipidico de 16% é um resultado
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positivo, devido as condicBes de cultivo serem diferentes das encontradas na literatura,
quando ha insercdo de CO, e alta intensidade de luz, entre 100 e 300 pmol fétons m? s*
[5,24]. Ao considerar os métodos de extracdo, todos foram adequados para as caracteristicas
morfoldgicas da espécie, principalmente baseando-se na composicdo de sua parede celular
[25]. Nessa fase, 0s zo6sporos possuem parede celular formada basicamente por celulose,
biossintetizada durante a formacdo da parede primaria, e por residuos de algaenano, um
biopolimero formado por acidos dicarboxilicos, alcodis e &cidos graxos (Cz, — Cy), resistente
a diversos tratamentos quimicos e enzimaticos [26,27]. Essas caracteristicas revelam a
necessidade de um pré-tratamento celular fisico seguido do uso de agentes quimicos, como 0s
empregados no presente estudo.

Na fase cistica, o conteudo lipidico dos aplandsporos foi inferior ao das células
vegetativas (Tabela 1) e apresentou concentracBes menores ao que € observado em sistemas
de cultivo semelhantes, quando atingem até 37% do peso seco e acumulam-se
concomitantemente a producédo de astaxantina [2,5]. Os aplanGsporos possuem em sua parede
celular uma bainha trilaminar de algaenano, abaixo da qual se encontra uma camada
secundaria composta em grande parte de celulose e manose em um arranjo homogéneo e, a
camada tercidria com celulose e manose dispostos de forma heterogénea, resultando numa
parede celular notavelmente mais espessa (2 a 3 vezes mais) que a das células vegetativas e
altamente resistente contra atagues mecanicos e quimicos, diminuindo a biodisponibilidade
dos compostos acumulados [9,26,28]. Essas peculiaridades dificultaram a eficacia dos
métodos empregados para pré-tratamento celular do presente estudo.

As diferencas constatadas entre a parede celular das células cisticas e das vegetativas
baseiam-se, principalmente, em alteracdes nas ligacGes entre algaenano e outros compostos
presentes, como os polissacarideos, conferindo maior resisténcia as rupturas fisicas e quimicas

aos cistos [26]. Essas caracteristicas levam a necessidade de se utilizar métodos mais
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agressivos no pré-tratamento celular, como os raios y, que sdo a forma mais energética de
radiacdo eletromagnética e, portanto, mais penetrante que outras radiacdes [10]. A radiacdo
gama atua de duas formas: diretamente pela interacdo com moléculas bioldgicas, levando a
excitacdo, lesdo e cisdo da estrutura polimérica, ou indiretamente pela interacdo com atomos
ou moléculas, produzindo radicais livres nas células; podendo assim, danificar ou modificar
componentes importantes das células, dependendo do nivel de irradiacdo [29,30,31]. O
método BCMR, nas duas fases da microalga, apresentou-se mais eficaz do que a irradiacéo
em biomassa seca (BSR) (Tabela 1), por conta da alta formacéo dos radicais livres que ocorre
em solucéo liquida e consequentemente, maior efeito indireto, diferente do que ocorre quando
suspensos no estado congelado ou em condicdes secas [31].

A radiagdo y € uma técnica eficaz para pré-tratamento de biomassa lignocelulosica,
composta basicamente por celulose, hemicelulose e lignina, cuja forte associacao dificulta a
utilizacdo desses materiais como materias-primas para processos quimicos e biotecnolégicos,
razdo pela qual existe a necessidade do emprego de um método de pré-tratamento,
modificando sua estrutura, reduzindo o grau de polimerizacdo da celulose e desestruturando a
parede celular; e quando esse método é combinado com outros (quimicos ou fisicos) ha um
aumento na eficiéncia de todo o processo, possibilitando produzir os mesmos resultados
usando doses menores de radiacdo [11,32,33]. No presente estudo, utilizando dose de 5,0
kGy, constatou-se maior eficiéncia na desestruturacdo da parede celular das células
vegetativas de H. pluvialis, visto o maior rendimento lipidico dessas comparado aos
aplandsporos, que naturalmente acumula maior quantidade de lipidios [5]. Em outros estudos,
doses de 2,5 e 5,0 kGy provocaram rompimento e despolimerizacdo da estrutura da parede
celular de vegetais, formada basicamente por celulose [10,34]. Cheng et al. [35], utilizando

radiacdo y para provocar mutagcdes em H. pluvialis, observaram que uma dose de 4,0 kGy
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estimula o crescimento e a producdo de astaxantina, enquanto doses maiores causam danos
irreversiveis as células vegetativas.

Quanto a vibracdo ultrassbnica, esta possui proporcdo direta com a poténcia,
proporcionando efeitos fisicos como, a elevacdo de osmoses e difusdo de solutos, além de
turbuléncias entre as superficies e danos a parede celular [36], onde poténcias de 400-1000 W
combinadas a altas temperaturas e uso de solventes resultam em efeitos mais intensos [37].
Lee SY et al. [37] ao utilizar ultrassom combinado com acetona, apds tratamento prévio com
HCI (4M) a 70°C, obtiveram rendimento lipidico de 33,3£1,1% para a H. pluvialis na fase
cistica, superior ao alcancado com o uso de hexano, isopropanol, Oleo de soja e
cloroformio:metanol. O tratamento ultrassénico geralmente requer uma quantidade
relativamente alta de energia por conta da atenuacdo da poténcia dentro do meio e mediante
alta concentracdo celular, devido ao aumento da viscosidade [37]. Além disso, a poténcia
utilizada deve estar aliada as caracteristicas da parede celular da espécie, por exemplo, para as
microalgas Nannochloropsis e Chlorella o rendimento lipidico maximo é atingido com
poténcias de 400 e 1000 W, respectivamente [38,39], bastante superiores a aplicada neste
estudo (135 W).

Portanto, considerando as caracteristicas morfologicas dos aplandsporos, poténcias
mais elevadas de ultrassom e doses mais altas de radiacdo, certamente propiciariam maior
ruptura da parede, possibilitando maior rendimento lipidico, contudo ha a necessidade de
verificar a vulnerabilidade de outros compostos presentes, como a astaxantina.

3.3. Concentracgao de astaxantina

O acumulo do carotenoide astaxantina, ocorre de modo mais expressivo em sistemas
mixotroficos [5,40] e estimulado por fatores de estresse, dentre eles, limitacdo de nutrientes,
intensidade luminosa e inclusdo de carbono organico [3,4,41]. No presente estudo, a producdo

de astaxantina foi induzida através do uso de duas fontes de carbono organico, acetato de
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sodio e extrato de levedura, e pela privacdo de nutrientes que ocorre naturalmente ao longo do
cultivo. Em condic¢Bes semelhantes, a concentracdo desse carotenoide pode alcancar até 5%
do peso seco da biomassa de H. pluvialis [2], entretanto nesta pesquisa obteve-se
concentracdo média de 1,58% do peso seco ou 79,0 + 6,8 mg L™ (Tabela 2), apresentando-se
superior as obtidas por: Xi et al. [42] (17,2+2,3 mg L™), Kim et al. [1] (32,621,2mg L™),
Fabregas et al. [43] (33,0+2,3 mg L) e Cheng et al. [35] (46,0£0,4 mg L™).

Quando considerada a concentracdo de astaxantina na biomassa residual (pés-extragédo
lipidica), observou-se sua preservacdo ao utilizar o método BSR (Tabela 2), sendo semelhante
a biomassa bruta (controle). Esse método obteve rendimento lipidico semelhante ao BCMU e
inferior ao BCMR (Tabela 1), entretanto a concentracdo do carotenoide em sua biomassa
residual foi superior (Tabela 2). Baseando-se no fato de que os métodos de pré-tratamento nao
foram suficientes para o rompimento celular dos aplandsporos, a concentracdo de astaxantina
na biomassa residual deveria ser mantida, porém os métodos BCMU e BCMR causaram a

degradacéo desse carotenoide.

Tabela 2 - Concentracdo de astaxantina em biomassa residual de H. pluvialis na fase cistica, apos
extracdo lipidica utilizando diferentes métodos de pré-tratamento celular.

Meétodos de pré-tratamento Astaxantina (mg L™) Astaxantina (% peso seco)
BCMU 10,07 £2,0° 0,20 +0,0004
BSR 76,2 +11,5° 1,52 +0,0023°
BCMR 10,3+2,3° 0,21 +0,0005"
Controle 79,0 + 6,8 1,58 + 0,0014°

Meédia de 3 repeticGes + desvio padrdo. Os valores médios com letras sobrescritas distintas na mesma coluna séo
significativamente diferentes (P < 0,05) por Kruskal-Wallis. BCMU: biomassa com cloroférmio:metanol sob
ultrassom; BSR: biomassa seca sob radiacdo y; BCMR: biomassa com cloroférmio:metanol sob radia¢do vy;
Controle: biomassa ndo submetida & pré-tratamento e extracéo lipidica (biomassa bruta).
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A atuacdo dos raios y em biomassa em solucdes liquidas causa elevada formacao de
radicais livres, o que contribuiu para a maior ruptura da parede celular e consequentemente
maior rendimento lipidico, como também, para a maior atuacdo da astaxantina como doadora
de elétrons, neutralizando os radicais livres, devido a sua propriedade antioxidante [44]. Além
disso, esse carotenoide ¢ uma molécula altamente insaturada que se decompde facilmente
guando exposta ao calor, luz e oxigénio, cujas reagdes podem ser causadas pela formacao dos
radicais livres [45,46,47]. Sua exposicdo a luz ultravioleta tanto pode resultar na isomerizacao
cis-trans, quanto causar a destruicdo dessa molécula, em condi¢cdes mais energeticas, como,
quando exposta a comprimento de onda menor que 300 nm, imersa nos solventes lipofilicos
cloroférmio e acetona [45]. Considerando o fato de a radiacdo gama possuir comprimento de
onda muito pequeno e ser muito energética [10], aliado ao uso do cloroférmio:metanol na
biomassa, nota-se maior degradacdo da astaxantina apds o uso desse método de extracdo
lipidica.

Outro método que provocou a degradacdo da astaxatina foi o de ultrassom, onde o
fendmeno de cavitacdo produzido no solvente pela propagacdo da onda ultrassonica envolve a
formacéo, crescimento e colapso de bolhas microscépicas, gerando altas temperaturas e acdo
mecanica entre interfaces solidas e liquidas, aumentando assim, a eficiéncia de extracdo de
compostos organicos [48]. Nessa técnica, o conteudo de astaxantina diminui a medida que a
poténcia e o tempo de tratamento aumentam, podendo reduzir em 3,11% (100 W), 5,74%
(300 W) e 6,42% (600 W) ap6s 1 min de tratamento; e em 25,1% (100 W), 25,5% (300 W) e
29,4% (600 W) ap6s 6 min [47], ou até 87% ap0s extracdo lipidica em poténcia de 135 W por
30 min, e posterior extracdo de astaxantina na mesma poténcia por 10 min, como visto neste
trabalho.

Esse carotenoide € o bioproduto de maior valor em H. pluvialis, devido as suas

propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, antidiabética e imunomoduladora,
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sendo amplamente utilizado na inddstria farmacéutica, nutracéutica, de cosméticos e de
alimentos, inclusive na aquicultura, tanto para pigmentacdo quanto para melhorar a resposta
imune e o desempenho zootécnico de camardes e peixes [1,44,49].
3.4. Conteldo proteico

Além de astaxantina, H. pluvialis possui em sua composicao altas concentracdes de
proteinas, variando de acordo com o modo de cultivo e a fase do ciclo de vida [2]. Na fase
vegetativa possui conteudo proteico de 24 a 45% do peso seco, enquanto no estagio cistico
varia entre 20 e 23% [2,50]. No presente estudo, a concentracdo de proteinas totais foi em
média de 44,26+2,29% do peso seco para a fase vegetativa e 19,9+2,17% para a cistica,
apresentando diferenca significativa entre as fases (P<0,05) e sendo semelhante (P>0,05) para
a biomassa residual, proveniente da extracdo lipidica com os diferentes métodos de pre-
tratamento celular, e biomassa bruta (controle) (Tabela 3). Destacando desse modo, que a
biomassa residual € uma excelente fonte proteica, como observado também por Gerde et al.

[51].

Tabela 3 — Contetdo proteico (% peso seco) da biomassa residual de H. pluvialis, ap0s extracdo
lipidica utilizando diferentes métodos de pré-tratamento celular nas duas fases do ciclo de vida.

Meétodos de pré - tratamento Proteinas (% peso seco)
celular Vegetativa Cistica
BCMU 43,40 #1,6* 19,2342,6%
BSR 4557+3,2°4 18,60+0,92°°
BCMR 43,03+1,6* 20,33+2,49%°
Controle 45,03+0,006™ 21,60+2,63%°

Média de 3 repeticbes + desvio padrdo. Os valores médios entre os tratamentos em mesma coluna com letras
minasculas diferentes sobrescritas e em mesma linha com letras mailsculas diferentes sobrescritas diferem
significativamente (P < 0,05) por ANOVA fatorial e teste de Tukey. BCMU: biomassa com cloroférmio:metanol
sob ultrassom; BSR: biomassa seca sob radia¢ao y; BCMR: biomassa com cloroférmio:metanol sob radiagéo v;
Controle: biomassa ndo submetida a pré-tratamento e extracdo lipidica (biomassa bruta).
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De acordo com esses resultados, é possivel constatar que a biomassa residual pode ser
utilizada como fonte proteica para diversos fins, principalmente para alimentagdo animal, na
formulacéo de ragcdo ou como suplemento alimentar [52]. Patterson e Gatlin [53] obervaram
que é possivel a substituicdo de até 10% da proteina bruta de farinha de peixe e proteina de
soja por biomassa residual de Navicula sp. e Nannochloropsis salina sem haver perdas no
desempenho zootécnico do peixe vermelho (Sciaenops ocellatus). Do mesmo modo, Ju et al.
[54] ao utilizar biomassa poés-extracdo lipidica, contendo 40,3% de proteina bruta, em
substituicdo parcial a proteina de farinha de peixe na dieta de Litopenaeus vannamei,
observaram melhores taxas de crescimento e conversdo alimentar quando substituiu-se 12,5%
do conteudo proteico de uma dieta controle (32,3% PB) e similares resultados produtivos a
dieta controle em maiores niveis de substituicdo (25%, 37,5% e 50%), além de melhor
pigmentacdo do camardo por conta da astaxantina. Contudo, a utilizacdo direta dessa
biomassa como alimento para animais esta sujeita a verificacdo da inexisténcia de compostos
toxicos como metais pesados ou resquicios de solventes de extracdo [55].

Com relacdo a otimizacdo da producdo de biocombustivel a partir da aplicacdo da
biorrefinaria, foi verificado que a obtencdo de proteina na biomassa residual de microalgas
pode reduzir em até 16% o custo liquido da producéo de biodiesel [56] e quando considerada
a coproducdo de astaxantina e polihidroxibutirato (polimero biodegradavel), esse custo pode
ser reduzido até 80%, principalmente devido a inclusdo da receita de astaxantina [14].

4. Conclusotes

O método de extracdo lipidica utilizando radiacdo gama foi eficiente para as células
vegetativas de H. pluvialis, principalmente em biomassa com cloroférmio:metanol,
apresentando rendimento lipidico superior aos demais. Ja para a preservacdo da astaxantina na
biomassa residual dos aplandsporos, constatou-se como melhor método de extracdo o uso de

radiacdo gama em biomassa seca. Por outro lado, foi possivel atestar que independente do
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método de extracdo lipidica, a biomassa residual apresentou-se como excelente fonte proteica.
Ademais, evidenciou-se que o cultivo em sistema mixotrofico contribuiu para elevada
produtividade em biomassa seca da H. pluvialis.
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4 CONCLUSAO

O cultivo em sistema mixotrofico contribuiu para elevada produtividade em biomassa
seca da H. pluvialis, para as duas fases do ciclo de vida. Em contrapartida, 0 método de
extracdo lipidica utilizando radiacdo gama foi eficiente apenas para as células vegetativas,
principalmente em biomassa diluida, apresentando maior rendimento lipidico que os demais
métodos. Quanto a concentracdo de astaxantina na biomassa residual dos aplandsporos, foi
observada sua preservacdo ao utilizar o método de extracdo lipidica com radiacdo gama em
biomassa seca. Por outro lado, foi possivel constatar que independente do método de extracéo
lipidica, a biomassa residual apresentou-se como excelente fonte proteica, possuindo niveis
proteicos semelhantes a biomassa bruta.

Este é o primeiro estudo a utilizar radiacdo gama como método de pré-tratamento de
biomassa algal para extracdo lipidica. Ademais, serdo realizadas a caracterizagéo lipidica e a
quantificacdo de astaxantina dos extratos lipidicos obtidos neste trabalho, para maior

fundamentacéo.
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Please see our Guide for Authors for information on article submission. If you require any further
information or help, please visit our Support Center
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GUIDE FOR AUTHORS

These may take the form of research papers describing eriginal studies (4000 to 6000 words), shorter
technical notes and short communications (600 to 2000 words), state-of-the-art reviews, and topical
reports. Society news and reviews of publications in this field are also accepted.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in Publishing

For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for joumnal publication see
https: /v, elsevier.com/publishingethics and https:/ /www.elsevier.com/ethicalguidelines.

All authors of the manuscript must mutally agree that it is to be submitted to the joumnal.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described
has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association
{Dedaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript should be in line with the
Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals and aim for the indusion of representative human populations (sex, age and ethnicity) as
per those recommendations. The terms =ex and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the UK. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the Mational Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (MIH Publications No. 80232, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of sex on the results of the study.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential competing interests
include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants or other funding. Authors must disclose any interests in two
places: 1. A summary declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the
manuscript file (if single-blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations
of interest: mone'. This summary statement will be ultimately published if the article is accepted.
2. Detailed discdosures as part of a separate Dedaration of Interest form, which forms part of the
journal's official records. It is important for potential interests to be dedared in both places and that
the information matches. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see '"Multiple, redundant or concurrent
publication' for meore information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your articdle may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Prepri

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. en a preprint server will not count as prior publication (see "Multiple,
redundant or concurrent publication’ for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about the beliefz or
commitments of any reader; should contain nothing which might imply that one individual is superior
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to ancther on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic, and should use inclusive
language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, for instance by using 'he
or she', "his/her' instead of "he' or "his’, and by making use of job titles that are free of stereotyping
{e.g. 'chairperson’ instead of 'chairman’ and "flight attendant' instead of 'stewardess').

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any reguests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Upon acceptance of an artide, authors will be asked to complete a "Journal Publishing Agreement’ (see
mare information an this). An e-mail will be sent to the cormresponding author confirming receipt of
the manuscript tegether with a 'Joumnal Publishing Agreement’ form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, induding compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the artide. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access artides: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
"Exclusive License Agreement’ (more information). Permitted third party reuse of gold open access
articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you {or your employer or institution) have certain rights to reuse your work, More
information.

Elsavier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such invelvement then this should
be stated.

Funding body agreements and policies
Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply

with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the gold
open access publication fee. Details of existing agreements are available online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.
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# The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's repository and make this
public after an embargo peried (known as green Open Access). The published journal article cannot be
shared publicly, for example on ResearchGate or Academia.edu, to ensure the sustainability of peer-
reviewed research in journal publications. The embarge peried for this joumal can be found below.
Gold open access

» Articles are freely awvailable to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

# A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research
funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your artide, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (rejuse is defined by the following Creative
Commaons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), indude in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author({s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do mot modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs {CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an antholegy), as long as they credit the author(s) and provided they do net alter or
madify the article.

The gold open access publication fee for this journal is USD 3700, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevierncom/openaccesspricing.

Green open accass

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green open
access options available. We recommend authors see our open access page for further information.
Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public access from their
institution’s repository after an embargo period. This is the version that has been accepted for
publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during submission,
peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an
appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before
an artide becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the
date the article is formally published online in its final and fully dtable form. Find out mare.

This journal has an embarge period of 24 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learming platform designed to support eardy and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn™ environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English {American or British usage is accepted, but not a mixture of
thesa). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission to this journal proceeds totally enline. Use the following guidelines to prepare your article.
Via the homepage of this journal (http://ees.elseviencom/jbb) you will be guided stepwise through
the creation and uploading of the various files. The system automatically converts source files to a
single Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peer-review process. Please note
that even though manuscript source files are converted to PDF at submission for the review process,
these source files are needed for further processing after acceptance. All correspondence, including
notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place by e-mail and via the author's
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homepage, removing the need for a hard-copy paper trail. When submitting a manuscript, authors
must choose one or more classifications that best describe their manuscript. A list of classifications
can be found here,

Rafarees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
detzils, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to dadde whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Mare
information on types of peer review.

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's
opbions to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. Do not embed "graphically designed” equations or tables, but prepare these using the
wordprocessor's facility. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way wery similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication ). Do niot import
the figures into the text file but, instead, indicate their approximate locations directly in the electronic
text and on the manuscript. See also the section on Electronic illustrations.

To avoid unnecessary emmors you are strongly advised to use the "spell-check™ and "grammar-check"
functions of your wordprocessor. All submitted manuscripts must be double-spaced. Manusoripts must
also have all pages numbered consecutively and line numbering activated.

LaTeX

You are recommended to use the Elsevier artide dass elsarticle.cls to prepare your manuscript and
BibTeX to generate your bibliography.

Ouwr LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other information.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numberad
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsaction may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Matearial and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also dte the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the artide already dealt with in the
Intreduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.
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ni )
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eg. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

s« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Awvoid
abbreviations and formulae where possible.

+ Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family namea{s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case supersaript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, induding the country name and, if available, the
e-mail address of each author

= Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

s Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' {or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for sudh footnotes.

Abstract

A condise and factual abstract is required of no more than 250 words. The abstract should state briefly
the purpose of the ressarch, the principal results and major conclusions. An abstract is often presentad
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should
be avoided, but if essential, then dte the author(s) and year{s). Also, non-standard or uncommaon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 ® 1328 pixels (h ® w) or proportonally more. The image should be readable at a size of 5 ®
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of theirimages
and in accordance with all technical requirements.

Highlight=

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collaction of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
{maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information sita.

Immediately after the abstract, provide a maximum of & keywords, using American spelling and
awvoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and’, "of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposss.
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Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unaveidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the artide before the references and do
not, therefore, include them on the tile page, as a footnote to the tile or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to fadlitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers oo, yyyy]:
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to indude detailed descriptions on the pregram or type of grants and awards. When
funding is fram a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomendature and units

Follow intermnationally accepted rules and conventions: use the intermational system of wnits (SI).
If other quantities are mentioned, give their eguivalent in SI. You are wrged to consult IUPAC:
Nomenclature of Organic Chemistry for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any eguations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of foolnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

+ Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbaol, or
use fonts that lock similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

# Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.
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Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please "Sawve as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF {or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 200 dpi.

TIFF {or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixals) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF {or JPEG): Combinations bitmapped linefhalf-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPS); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors:

* Supply files that are too low in resclution;

# Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted artide, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., SdenceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted artide. Flease
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure caplions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief tile (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themsalves to a minimum but explain all symbols and abbreviations usad.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do net duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

All tables should be submitted as a separate fila.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list {and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
joumnal and should indude a substitution of the publication date with either "Unpublished results' or
'Personal communication’. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (D01, author names, dates, reference to a source publication, stc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words "this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issus.
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Reference management softwars

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by dicking the following
lirke

http://open.mendeley.com/use-dtation-style/biomass-and-bicenergy

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference styls
Reference Style

Text: Indicate references by number{s) in square brackets in line with the text. The acual authors
can be refarred to, but the reference number{s) must always be given.

Example: ".... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references {numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the bext.

Examples:

Reference to a joumnal publication:

[1] M. Renouf. M. Wegener, L. Nielsen, An environmental life cycle assessment comparing Australian
sugarcane with US com and UK sugar beet as producers of sugars for fermentation, Biomass Bioener
32 (12) (2008) 1144-1155.

Reference to a book:

[2] wW. Strunk Ir, E.B. White, The Elements of Style, Macmillan, New York, 3rd ed., 1979.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, in: B.S. Jones, R.Z. Smith {Eds.),

Intreduction to the Electronic Age, E-Publishing, Mew York, 1994, p. 281,

[4] M. Oguwro, 5. Imahiro, 5. Saito, T. Makashizuka, Maortality data for Japanese
oak wilt disease and sumrounding forest compositions, Mendeley Data, w1, 2015
http://dx.doi.org/10.17622/xwj98nb39r 1.

Journal abbreviations source
Jourmnal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your sdentific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to incude links to these within the body of the artide. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
"stills" with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instrudtions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage
more dosely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to indude them with your artide.
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Supplementary material such as applications, images and sound dips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received {Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of cbservations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can assodate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to dite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References” section for more information about data ditation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the resesarch data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directy to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (induding raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more informabion, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of artide that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Briaf. Please note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

MathodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX
articles, a new kind of artide that describes the details of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their specific needs or
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setting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access journal,
now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible.
Authors are encouraged to submit their MethodsX artide as an additional item directly alongside the
revised wersion of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an
open access fee is payable for publication in MethodsX¥. Full detzils can be found on the MethodsX
website, Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statemeant

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or instibtution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on Sciencelirect. For more information, visit the Data Statement page.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prier to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

& Full postal address

= Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

= Keywords

& Figures must be submitted as a separate document

= Tables must be submitted as a separate document

& Figure caption must be submitted as a separate document

= Line numbers must be numbered throughout the manuscript until the end of the references

& Page numbers must be included

= Author must suggest 3 potential reviewers without any conflick of interest

Further considerations

* Manuscript has been "spellchecked™ and "grammar-checked”™

s References are in the correct format for this journal

+ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

& Permission has been obtained for use of copyrightad material from other sources (including the Wab)
= Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print or to be reproducad in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
= If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at hittp://service.elseviencom.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer guestions from the Copy Editor
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF

We will do everything possible to get your article published quidkly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.
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The cormresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Webshop. Correspending authors who hawve published their article gold open access do
not receive a Share Link as their final published version of the artide is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted artide or find out when your accepted article will
be published.

& Copyright 2018 Elsevier | https:/fwww.elseviencom
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