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Abstract

The great need for microalgae biomass production in tubular photobioreactors has increased for use in biofuels,
pharmaceuticals and even cosmetic applications. In order to better understand the potential applications of this
material, it is imperative to know in detail its composition. Ankistrodesmus braunii was cultivated in 3.5 L tubular
air-lift photobioreactors using 10 mM sodium nitrate as nitrogen source in batch mode at 60 umol photons
m-2 s-1. The maximum biomass concentration (Xm) and the biomass productivity (PX) reached at 6th day of
cultivation was 1249 + 72 mg L-1 and 165 + 13 mg L-1 d-1, respectively. Carbohydrates productivity expressed
in terms of glucose, galactose and glucose+galactose (1:1) were 2.57 £ 0.04, 4.12 £ 0.06 and 3.22 £ 0.05 mg L-1
d-1, respectively. Results show a statistical difference that was found between carbohydrate productivity values
expressed as glucose, galactose and glucose+galactose (1:1).
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Resumo

A grande necessidade para produzir biomassa de microalgas em fotobioreatores tubulares aumentou no sentido
da obtencdao de biomassa para biocombustiveis, produtos farmac€uticos e inclusive aplicacdes cosméticas.
A fim de compreender melhor as potenciais aplicagdes deste material, ¢ importante conhecer em detalhe a sua
composicao. Ankistrodesmus braunii foi cultivado em fotobioreatores tubulares tipo air-lift de 3,5 L usando 10
mM nitrato de s6dio como fonte de nitrogénio em cultivo em batelada sob 60 umol fotdes m-2 s-1. A concentragao
maxima de biomassa (Xm) e a produtividade de biomassa (PX) atingida ao sexto dia de cultivo foram 1249 +
72 mg L-1 e 165 + 13 mg L-1 d-1, respectivamente. A produtividade de carboidratos expressa como glucose,
galactose e glucose+galactose (1:1) foi 2,57 + 0,04, 4,12 £ 0,06 e 3,22 £ 0,05 mg L-1 d-1, respectivamente. Os
resultados mostram uma diferencga estatistica entre os valores de produtividade expressos como glucose, galactose
e glucosetgalactose (1:1).
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Introduction

Microalgae can be cultivated to produce a wide vari-
ety of metabolites as proteins, lipids, carbohydrates,
carotenoids and vitamins which can be used in food,
pharmaceuticals and even cosmetics. Ankistrodesmus
braunii UTEX 245 (part of the Chlorophyceae class)
has been cited as capable of producing large amounts
of lipids. Studies in the literature with the microalgae
A. braunii are to date limited to a few reports about cul-
tivation in photobioreactors (PBR) using complex cul-
ture medium (Bresaola, 2016).

Photosynthesis and the carbon fixation metabolism pro-
duce mainly carbohydrates (Ho, Chen & Chang, 2012),
among other compounds. Carbohydrates can be accu-
mulated as reserve materials (e.g., starch) in the plastids
or become part of cell walls (e.g. cellulose, pectin and
sulfated polysaccharides). However, the composition
and metabolism of microalgae carbohydrates differ be-
tween species (Rismani-Yazdi, Haznedaroglu, Bibby &
Peccia, 2011; Chen et al., 2013). The cell walls of Clo-
rophytae are mainly composed of cellulose and hemi-
cellulose. Glucose polymers produced via cellulose/
starch are the predominant component of stored prod-
ucts in different microalgae species (Metting, 1996).
Cultivation of photosynthetic microorganisms can be
carried out in both open ponds and photobioreactors,
such as vertical or horizontal tubular photobioreactors
(Barbosa & Hadiyanto, 2004; Mir6én, Camacho, Gom-
ez, Grima & Yusu, 2000), flat-plate reactors (Morita,
Watanabe & Saiki, 2000) or membrane photobioreac-
tors (Kumar, Yuan, Sahu, Ergas & Van Langenhove,
2010). The most popular types of photobioreactors are
tubular, such as airlift bioreactors, due to their good gas
transfer and light utilization efficiency. These proper-
ties allow them to achieve high biomass concentrations
with consequently high harvesting efficiencies (Carval-
ho, Francisco, Almeida, Sato & Converti, 2004).
Regarding microalgae production, nitrogen is the es-
sential nutrient for the proper growth in all the cultiva-
tions systems. Different nitrogen sources could be used
by microalgae, such as nitrate, nitrite, ammonia and
urea (Carvalho, Matsudo, Bezerra, Ferreira-Camargo
& Sato, 2014). There are many examples in the litera-
ture that indicate the importance of nitrogen depletion
for production of biomass with high levels of carbohy-
drates. Particularly, Chlorella vulgaris (Chlorophytae)
cultivated in medium with low nitrogen content can
achieve 55 % carbohydrate content (Illman, Scragg &
Shales, 2000). However, there are at present no reports
in the literature for A. braunii cultivation.

Although carbohydrates from microalgae are been de-
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Introducao

As microalgas podem ser cultivadas para produzir uma
variedade de metabolitos como proteinas, lipidos, car-
boidratos, carotenoides e vitaminas, que poderiam ser
usados em alimentos, farmacos e inclusive cosméticos.
A fim de compreender melhor as potenciais aplicagdes
deste material, é importante conhecer em detalhe a
sua composicdo. Ankistrodesmus braunii UTEX 245
(Chlorophyceae) tem sido citada como capaz de produ-
zir grandes quantidade de lipidos. Relatos na literatura
com a microalga A. braunii estdo atualmente limitados
a poucas informag¢des de cultivos em fotobioreatores
(PBR) utilizando meios de cultura complexos (Bresao-
la, 2016).

A fotossintese ¢ o metabolismo de fixacdo de carbo-
no podem produzir, principalmente, carboidratos (Ho,
Chen & Chang, 2012) entre outros compostos. Os car-
boidratos podem ser acumulados como material de re-
serva (i.e., amido) nos plastidios ou podem fazer parte
das paredes celulares (i.e., celulose, pectina e polissa-
caridos sulfatados). No entanto, a composi¢do ¢ o me-
tabolismo dos carboidratos das microalgas variam entre
as espécies (Rismani-Yazdi, Haznedaroglu, Bibby &
Peccia, 2011; Chen et al., 2013). As paredes celulares
das Chlorophyta sdo principalmente compostas por ce-
lulose e hemicelulose. Os polimeros de glucose produ-
zidos via celulose/amido s@o os principais componentes
dos produtos de armazenamento de diversas espécies
de microalgas (Metting, 1996).

O cultivo de microrganismos fotossintéticos pode ser
realizado em tanques abertos ou em fotobioreatores,
como os reatores tubulares verticais ou horizontais
(Barbosa & Hadiyanto, 2004; Mirén, Camacho, Go-
mez, Grima & Yusu, 2000), reatores de placa plana
(Morita, Watanabe & Saiki, 2000) ou fotobioreatores
de membrana (Kumar, Yuan, Sahu, Ergas & Van Lan-
genhove, 2010). Os tipos mais populares de fotobiorea-
tores sdo os fotobioreatores tubulares, como os de tipo
air-lift, devido a sua boa capacidade de transferéncia
de gases e eficiéncia na utilizagdo de luz. Essas pro-
priedades permitem atingir elevadas concentragdes de
biomassa com elevada eficacia na colheita (Carvalho,
Francisco, Almeida, Sato & Converti, 2004).
Considerando a produgdo de microalgas, o nitrogénio ¢
o nutriente essencial no crescimento em todos os siste-
mas de cultivo. Diferentes fontes de nitrogénio podem
ser usadas pelas microalgas, como os nitratos, nitritos,
amonia e ureia (Carvalho, Matsudo, Bezerra, Ferreira-
-Camargo & Sato, 2014). Ha muitos exemplos na lite-
ratura que apresentam a importancia da deplecdo de ni-
trogénio na producdo de biomassa com elevados niveis
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scribed as very suitable for bioethanol production (Chen
et al., 2013), microalgae biomass rich in carbohydrates
could also incorporated in cosmetics formulations,
since it is known that such molecules are hygroscopic,
and thus, can contribute to increase skin hydration.
This work evaluates the total carbohydrates levels in
microalgae biomass of 4. braunii cultivated in tubular
photobioreactors, in order to assess their potential to be
incorporated in cosmetics formulations.

Materials and Methods

1- A. braunii cultivation

Ankistrodesmus braunii UTEX 245 from the University
of Texas Culture Collection (UTEX) was maintained at
25 £ 1 °C in agar. A small quantity of such microalga
was used to inoculate a 10 mL glass tube with 5 mL Bold
3N (8.82 mM sodium nitrate) medium (UTEX, 2016).
This tube was maintained during 25 days in a rotatory
shaker at 25 £ 1 °C under continuous light intensity of
60 umol photons m? s'. Fluorescent lamps provided
artificial light, measured with a luminance meter, model
LI-250A (LI-COR, Lincoln, NE, USA). After this time
period, 500 mL Erlenmeyer flasks containing approxi-
mately 200 mL Bold modified medium (10.0 mM sodi-
um nitrate) were inoculated with 4. braunii at the same
conditions in a batch mode. Biomass concentration was
monitored by optical density until it was stable (6" cul-
tivation day). This biomass was used to inoculate the
3.5 L tubular photobioreactor (TPBR).

The TPBR was developed at the Microalgal Biotech-
nology Laboratory of the Department of Biochemical
and Pharmaceutical Technology of Sdo Paulo Uni-
versity. The working volume of the system was 3.5
L, approximately 66 % of which was illuminated. An
airlift mechanism was used to ensure culture circula-
tion, which was performed by an air pump (Seven Star,
Guangdong, China), and the culture flow was set at 40
+ 1 L h''. The culture pH was controlled at 7.0 + 0.2 by
daily addition of pure CO, from cylinder. Continuous
light intensity was regulated at 60 pmol photons m? s’
by fluorescent lamps and a luminance meter. The tem-
perature of culture was fixed at 25 £ 1 °C. When the
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de carboidratos. Particularmente, Chlorella vulgaris
(Chlorophyta) cultivada em meio com baixa quantidade
de nitrogénio pode atingir 55 % carboidratos (Illman,
Scragg & Shales, 2000). Porém, ndo ha relatos na lite-
ratura para o cultivo de A. braunii.

Apesar de os carboidratos de microalgas se encontra-
rem descritos como muito apropriados na producao
de bioetanol (Chen et al., 2013), a biomassa de mi-
croalgas, rica em carboidratos, poderia também ser in-
corporada em formulagdes cosméticas, uma vez que €
conhecido que tais moléculas sdo higroscopicas, ¢ deste
modo, podem contribuir para aumentar a hidratagdo da
pele.

Este trabalho avalia as quantidades totais de carboidra-
tos na biomassa da microalga 4. braunii cultivada em
fotobioreatores tubulares, para avaliar o seu potencial
para ser incorporada em formulagdes cosméticas.

Materiais e Métodos

1- Cultivo de A. braunii

Ankistrodesmus braunii UTEX 245 proveniente da Co-
leg¢ao de Cultura da Universidade do Texas (UTEX) foi
mantido a 25 + 1 °C em agar. Uma pequena quantidade
da microalga foi inoculada em tubo de 10 mL contendo
5 mL de meio Bold 3N contendo 8.82 mM nitrato de so-
dio (UTEX, 2016). O tubo foi mantido durante 25 dias
em agitador rotatorio a 25 = 1 °C sob intensidade de luz
continua de 60 umol fotdes m? s”. Lampadas fluores-
centes proveram da luz artificial que foi quantificada
com medidor de radiagdao, modelo LI-250A (LI-COR,
Lincoln, NE, USA). Depois dessse tempo, alguns Er-
lenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de meio Bold
modificado (10.0 mM sodium nitrate) foram inoculados
com A. braunii nas mesmas condi¢des em cultivo inten-
sivo. A concentragdo da biomassa foi determinada por
densidade Optica até a estabilizacao da concentragao da
biomassa (sexto dia de cultivo). A biomassa foi usada
para inocular o fotobioreator tubular (FBRT) de 3,5 L.

O FBRT foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecno-
logia de Microalgas do Departamento de Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica da Universidade de Sao Pau-
lo. O volume de trabalho foi de 3,5 L com 66 % de ilu-
minagdo. O mecanismo air-/ift foi usado para garantir a
circulacao do cultivo usando uma bomba de ar (Seven
Star, Guangdong, China), e o fluxo do cultivo foi de 40
+ 1 L h'. O pH do meio foi mantido em 7,0 £ 0,2 pela
adigdo diaria de CO, puro de cilindro. A intensidade de
luz continua foi controlada a 60 pmol fotons m2 s com
lampadas fluorescentes e com medidor de intensidade
luminosa. A temperatura do cultivo foi fixada em 25 +



biomass concentration achieved the maximum values,
it was harvested from the culture medium by centrifu-
gation and then lyophilized. Biomass productivity (P,,
mg L~ 'd ") was calculated as the ratio between the total
amount of biomass produced per unit volume and the
cultivation time (7, d) using the following equation:

(X, - X,)
T, (1)

c

P =

In which, X is the maximum biomass concentration of
each culture and X is the starting biomass concentra-
tion (300 mg L1).

2- Carbohydrates in the A. braunii biomass

A simple and robust colorimetric carbohydrate detec-
tion method was used to determine the carbohydrate
levels of the 4. braunii biomass (10 %, m/v). This assay
is based on the phenol-sulfuric acid method described
by Nielsen (2010). Spectrophotometric determination
of the carbohydrates at 490 nm was thus made using a
Thermo Scientific Evolution 300 UV-Vis spectropho-
tometer along with a Stuart Scientific Autovortex SA6.
All assays were performed in triplicate and monitored
at 25 ° C. The pro analysis standards used were D-
glucose from Himedia Laboratories, D-galactose from
VWR Chemicals and a mixture containing D-glucose
and D-galactose (1:1), in a concentration range between
10-50 pg mL". The sulfuric acid 95.0-97.0% used was
acquired from Sigma-Aldrich and the phenol from
VWR Chemicals.

Carbohydrates productivity (P, , mg L 'd") in the
culture was calculated with Equation 2.

(x, *CHO)
(100*7.)

CHO —

(2)

Where X is the maximum biomass concentration (mg
L"), CHO is the carbohydrate concentration (%) and 7,
is the cultivation time (d).

Results and Discussion

1- A. braunii cultivation

Taking into account the cultivation of photosynthetic
microorganisms, there are numerous studies of the
utilization of different nitrogen sources in Arthrospi-
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1 °C. Quando os cultivos atingiram valores maximos de
concentracdo de biomassa, a biomassa foi coletada do
meio de cultivo com centrifugacdo e depois liofilizada.
A produtividade da biomassa (P,) foi calculada como a
relacdo entre a quantidade total de biomassa produzida
por unidade de volume e o tempo de cultivo (7)) usando
a seguinte equagao:

PX — (Xm _XO)
T (1)

c

Na qual, os valores de X sdo os valores maximos de
concentra¢do de biomassa de cada cultivo € X, ¢ o valor
inicial de concentrag¢do de biomassa (300 mg L).

2 - Carboidratos em biomassa de A. braunii

Para a deteccdo de carboidratos utilizou-se um método
colorimétrico simples e robusto que permite determinar
virtualmente todos os carboidratos da biomassa de 4.
braunii (10 %, m/v)). Este ensaio baseia-se no método
de fenol-acido sulftrido descrito por Nielson (2009).
Deste modo, para a determinagdo espectrofotométrica
dos glicidos, a 490 nm, recorreu-se a um espectrofoto-
metro Thermo Scientific Evolution 300 UV-Vis, para
além do vortex Stuart Scientific Autovortex SA6. Todos
os ensaios foram realizados em triplicado e monitoriza-
dos a 25 °C. Os padrdes, de grau analitico, utilizados fo-
ram D-glucose da Himedia LAboratories, D-galactose
da VWR Chemicals e uma mistura contendo D-glucose
e D-galactose (1:1), numa gama de concentragdes entre
10-50 pg mL". O acido sulfarico 95,0-97,0 %) utiliza-
do foi adquirido na Sigma-Aldrich e o fenol na VWR
Chemicals.

A produtividade de carboidratos (P,
cultivo foi calculada com a equagao 2.

mg L 'd"') no

(X, *CHO)
(100*T)

CHO —

2)

Onde, X representa os valores maximos de concentra-
¢do de biomassa (mg L'); CHO, a concentracdo de car-
boidratos (%) e T € o tempo de cultivo (d).

Resultados e Discussao

1 - Cultivo de A. braunii

Considerando o cultivo de microrganismos fotossinte¢-
ticos, existem muitos estudos do uso de diferentes fon-
tes de nitrogénio no cultivo de Arthrospira platensis.
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ra platensis cultivation. The best results for biomass
production have been attributed to the use of nitrates,
thus confirming the wide utilization of cultivation me-
dium containing KNO, (Rodrigues, Ferreira, Converti,
Sato & Carvalho, 2010) and NaNO, (Schldsser, 1982;
Morocho-Jacome, Sato, Guimaraes, Knysak, Carvalho,
2015) as nitrogen sources in batch culture, with a typi-
cal initial nitrate concentration between 1.6-1.8 g L.,
However, a previous study for A. braunii cultivation
used 2-20 mM NaNO, (Bresaola, 2016). In this study,
we used the culture medium recommended by the strain
provider (UTEX) but with an increment in the amount
of NaNO, (from 8.82 to 10.0 mM), to guarantee no ni-
trogen deficiency in this cultivation that allowed a high-
est biomass productivity (Bresaola, 2016).

The results described at Table 1 show the maximum
biomass concentration (X)) and the biomass productiv-
ity (P,) reached at 6" day cultivation.

Os melhores resultados na producdo de biomassa foram
atribuidos ao uso de nitratos, confirmando a sua ampla
utiliza¢do nos meios de cultivo contendo KNO, (Rodri-
gues, Ferreira, Converti, Sato & Carvalho, 2010) and
NaNO, (Schlgsser, 1982; Morocho-Jacome, Sato, Gui-
maraes, Knysak, Carvalho, 2015) como fontes de nitro-
génio em cultivos em batelada, com as concentragdes
iniciais tipicas entre 1,6-1,8 g L. No entanto, o estudo
prévio no cultivo de 4. braunii usou 2-20 mM NaNO,
(Bresaola, 2016). Neste estudo, foi usado o meio de
cultivo recomendado pelo provedor da cepa de microal-
gae (UTEX) mas com um incremento na quantidade de
NaNO, (de 8.82 at¢ 10.0 mM), para evitar deficiéncia
de nitrogénio no cultivo que permitiu a maxima produ-
tividade de biomassa (Bresaola, 2016).

Os resultados descritos na Tabela 1 apresentam os va-
lores de concentragdo maxima de biomassa (X)) € da
produtividade de biomassa (P,) atingidos no sexto dia
de cultivo.

Table 1 / Tabela 1 - Ankistrodesmus braunii growth in Bold medium
modified with 10 mM NaNO3 using tubular photobioreactors
(PBR) in batch cultivations. The error corresponds to the SD Ign=2)/

Crescimento de Ankistrodesmus braunii em meio Bold modi

cado

com 10 mM NaNO3 usando fotobioreatores tubulares em cultivos em
batelda. O erro corresponde ao desvio padrao (n=2).

NaNO; (mM)

X (mg L)

Px (mgL'd™

10 1249 + 72

165+ 13

Table 2 / Tabela 2 - Equations for calibration curves for total
carbohydrates in microalgae biomass expressed as glucose, galactose and

glucose+galactose (1:1).

0S¢ esults in
of triplicate measurements with SD

ercentage and productivity are means

Equagdes para as curvas de calibracdo

de carboidratos totais nas biomassas de microalgas expressos como glucose,
galactose ¢ glucosetgalactose (1:1). Os resultados em percentagens e
produtividade sao a média da triplicata com o desvio padrao.

. . Carbohydrates/ Productivity /
‘(;l::;,xl:l/ gq::tl;:/ R’ Carboidratos Produtividade
e (%) (mgL'd™
_ X b
Glucose 2)/ 54(2.1270)( + 0.9959 1.23£0.02 2.57+0.04
_ B T
Galactose 2)/ 5006.;)083)( + 0.9983 1.98 £ 0.03 4.12 £ 0.06
Glucose+  y=0.0106x + 09967 135% 0.02¢ 3.22 +0.05"
Galactose 0.008 '
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2 - Carbohydrates in the A. braunii biomass

Table 2 shows the results for carbohydrates amounts in
A. brauniibiomass as well as carbohydrates productivity
expressed as glucose, galactose and glucose+galactose
(1:1). Since the batch culture was not carried out under
nitrogen deficient conditions, the carbohydrate produc-
tivity in this process could present low values.

In microalgae, nitrogen depletion during cultivation
can transform proteins or peptides into lipids or carbo-
hydrates as energy reserve components. Under stress
environments (e.g., nitrogen or light depletion), there
is competition between lipids and carbohydrates syn-
thesis because the metabolic pathways of synthesis and
degradation of compounds considered rich in energy
are closely linked (Ho, Chen & Chang, 2012).

Since, there are no reports about carbohydrates amounts
in A. braunii cultivation in the literature, we could sug-
gest no nitrogen depletion during cultivation to produce
the maximum biomass productivity in a batch process
using the conditions applied in this work.

Conclusions

The microalgae A. braunii was successfully cultivated
in tubular photobioreactors. Carbohydrates productiv-
ity of A. braunii expressed in terms of glucose, galac-
tose and glucose+galactose (1:1) had statistically differ-
ent values. Due to the robustness of the method used to
measure carbohydrates levels, it is suggested the use of
this methodology for the quantitative determination of
carbohydrates in other species of microalgae. Finally,
we are evaluating the incorporation of carbohydrates
from A. braunii biomass produced in tubular photobio-
reactors in cosmetic formulations.
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2 - Carboidratos na biomassa de A. braunii

A Tabela 2 apresenta as quantidade de carboidratos
na biomassa de A. braunii bem como a produtivida-
de de carboidratos expressa como glicose, galactose e
glicose+galactose (1:1). Devido ao facto de o cultivo
em batelada ndo ter sido realizado em deficiéncia de
nitrogénio, a produtividade de carboidratos neste pro-
cesso poderia ter apresentado valores baixos.

Nas microalgas, a deplecao de nitrogénio durante o
cultivo pode transformar as proteinas ou peptideos em
lipideos ou carboidratos como composto de reserva
energética. Sob ambientes de stress (i.e., deplecao de
nitrogénio ou luz), existe uma competitividade entre a
sintese de lipidos e de carboidratos, pois as vias me-
tabolicas de sintese e degradacdo de compostos consi-
derados energeticamente ricos sao muito relacionadas
(Ho, Chen & Chang, 2012).

Devido a inexisténcia de dados na literatura relativas
as quantidades de carboidratos no cultivos de 4. brau-
nii, ndo recomendamos uma deple¢do na quantidade de
nitrogénio durante o cultivo de modo a atingir a maxi-
ma produtividade de biomassa no processo em batelada
sob as condig¢des aplicadas neste trabalho.

Conclusoes

A microalga A. braunii foi cultivada em fotobioreac-
tor tubular. A produtividade dos carboidratos de A4.
braunii expressos em termos de glucose, galactose ¢
glucose+galactose (1:1) teve valores estatisticamente
diferentes. Devido a robustez do método utilizado para
medir os niveis de carboidratos, sugerimos a utilizagao
desta metodologia para a determinag@o quantitativa de
carboidratos em outras espécies de microalgas. Por fim,
estamos avaliando a incorporagdo dos carboidratos da
biomassa de A. braunii produzida em fotobioreatores
tubulares em formulag¢des cosméticas.
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