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RESUMO

Como parte da bioprospecgéo de microalgas com potencial biotecnoldgico,
foram isoladas 31 culturas unialgais, das quais 20 linhagens (consideradas com
maior crescimento) foram avaliadas, quanto as carateristicas fisicas (tamanho,
biovolume, eficiéncia de sedimentacdo em 4 horas, facilidade de rompimento de
50% das células), quimicas (teor lipidico, proteico, carboidratos, carotenoides e
cinzas) e parametros de crescimento (velocidade especifica de crescimento,
produtividade, producdo de biomassa). Adicionalmente, para estimular a produgao
de lipideos as microalgas foram submetidas a estresse por intensidade luminosa
(87,5 pmolm'2 s'1), estresse salino (3% NaCl p/v) e limitagéo de nitrogénio (10% do
nitrato presente no cultivo sem estresse). Os resultados mostram que as
microalgas isoladas, quando submetidas a condi¢des de aumento de intensidade
luminosa e limitacdo de nitrogénio, além de apresentar teor lipidico superior a
20%, aumentaram sua velocidade de crescimento. As linhagens MPFO2, BPFO1,
DLMNO1, FPAO1 e JPFO1, apresentaram caracteristicas promissoras como
linhagens lipidicas. Todas as linhagens isoladas apresentaram potencial como
microalgas proteicas, porém, a linhagem NPAO1 apresentou 63,8% de proteina,
seguida por BPFO5 e BPFO3 como cepas promissoras proteicas. Microalgas alto
conteudo de carboidratos foram JPF01 e MPFO1 com 33,6 e 31,0%. As linhagens
destacadas por seu conteudo de carotenoides s&o FPAO1 e JPFO1. As condigbes
de estresse por intensidade luminosa e limitacdo de nitrogénio testadas né&o
representam estresse celular para as linhagens testadas, e sim, uma estimulac&o
para o crescimento. As microalgas FPAO1, JPFO1, BPFO3 apresentaram
versatilidade por que apresentaram potencial em varios parametros quimicos
avaliados e os mais altos parametros de crescimento. Ja o isolado NPAO1 foi
promissor para a producdo de proteinas comparavel com cepas comerciais
usadas para este fim. Os parametros fisicos das linhagens permitem direcionar a

procura de linhagens de interesse biotecnoldgico.

Palavras-chave: Microalgas; proteinas; carboidratos; lipideos; carotenoides.



ABSTRACT

As a part of the bioprospection of microalgae with biotechnological potential,
31 unialgal cultures were isolated, 20 of which (considered to present the highest
growth) were evaluated for physical characteristics (size, biovolume, sedimentation
efficiency at 4 hours, pressure for disruption of 50% of the cells), chemical (lipid
content, protein, carbohydrates, carotenoids ash) and growth parameters (specific
growth rate, productivity, biomass production). In addition, to stimulate lipid
production, microalgae were subjected to stress by light intensity (87.5 pmolm'2 s
1), saline stress (3% NaCl w/v) and nitrogen limitation (10% of the nitrate used in
the stress-free culture). The results show that when subjected to increased light
intensity and nitrogen limitation, the isolates presented a lipid content higher tha
20% and increased growth rate. The MPFO02, BPFO1, DLMNO1, FPAO1 and JPFO1
strains showed promising characteristics as lipidic strains. All isolated strains
showed potential as proteic microalgae, however, the strain NPAO1 was best with
63.8% protein, followed by BPFO5 and BPFO03, also promising proteic strains.
Microalgae with high carbohydrate contents were JPFO1 and MPFO1 with 33.6 and
31.0%, respectively. The strains highlighted by their carotenoid content are FPAO1
and JPFO1. The stress conditions tested - higher light intensity and nitrogen
limitation — did not stressed the tested strains, but rather stimulated the growth and
production of lipids. The microalgae FPAO1, JPFO1, BPFO3 are versatile because
they presented potential in several parameters evaluated and the highest growth
rates. The strain NPAO1 may be promising for the production of proteins,
comparable to commercial strains used for this purpose. The physical parameters

of the strains allow to direct the choice of strains of biotechnological interest.

Key words: Microalgae; proteins; carbohydrates; lipids; carotenoids.
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1. INTRODUGAO

As microalgas s@o consideradas fabricas celulares versateis com uma
crescente implementagdo no campo da biotecnologia (KOLLER et al., 2014). O
termo "microalgas" descreve um grupo altamente diversificado de grupos
procarioticos (duas divisdes) e organismos eucariéticos (nove divisdes) com a
capacidade de fixagao fotossintética de CO2 (CARLSON, 2007).

As microalgas tém um grande potencial na geracdo de energia a partir de
processos biotecnoldgicos usando fontes renovaveis € sem comprometer a
seguranca alimentar e a agricultura (JACOB-LOPES et al., 2015). Estes
organismos produzem uma grande variedade de compostos de interesse como
proteinas, minerais para fins alimentares; compostos especiais, como pigmentos,
enzimas, agucares, lipideos com acidos graxos valorizados, esterois e vitaminas.
Varios destes sdo metabdlitos secundarios produzidos para se proteger das
mudancgas em seu ambiente (DE LARA-ISASSI et al., 2000; KOLLER et al., 2014).
Portanto, sdo diversas as aplicacbes das microalgas: tratamento de aguas
residuais industriais ou municipais, obtencdo de biocombustiveis (biodiesel,
biohidrogénio, bioetanol), produtos de quimica fina, alimentos e compostos de alto
valor para a cosmetologia, farmacéutica (WIJFFELS e BARBOSA, 2010).

Outra vantagem do cultivo de microalgas € que comparado com cultivos de
plantas, a velocidade de crescimento e a produtividade séo altos, significando que
a producéo de biomassa microalgal tem um futuro promissor (JACOB-LOPES e
TEIXEIRA, 2010). Segundo SPOLAORE et al., (2006) a industria de biomassa de
microalgas atualmente produz mais de 5000 toneladas de massa seca/ano com
uma receita anual superior a US $ 1,25x10° n&o incluindo produtos processados,
demonstrando o potencial de exploracdo desse tipo de processo biotecnoldgico e
em termos de volume, o mercado de algas deve atingir 27.552 toneladas até 2024

(Transparency Market Research, 2016).
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Assim mesmo, 0 sucesso da biotecnologia de microalgas depende da escolha
de microalgas com propriedades relevantes para condi¢cdes especificas de cultivo
e produto desejado (PULZ e GROSS, 2004). Portanto, antes de selecionar as
linhagens adequadas para uma aplicagdo determinada é necessario realizar uma
avaliacdo de muitas linhagens (ORDOG et al., 2004). A bioprospeccéo representa
uma etapa chave que abrange a coleta e pesquisa de linhagens unicas de
diferentes ambientes aquaticos e terrestres, para explorar as aplicagbes potenciais
de produtos de valor agregado (MUTANDA et al., 2011).

Finalmente, a avaliagcdo do potencial biotecnologico das microalgas apresenta
uma série de caminhos com multiplos critérios, que i) dependem do grupo de
compostos que se procuram, ou ii) a escolha de critérios gerais que permitam a
valorizagdo da biomassa produzida, abrangendo um grande grupo de compostos
(DO NASCIMENTO et al. 2012; DUONG, 2016).

Neste sentido, € de extrema relevancia a procura e avaliagdo de linhagens
proprias da regido, das quais se permita encontrar cepas de interesse

biotecnoldgico.
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1.1. JUSTIFICATIVA

Apenas uma pequena parte das dezenas de milhares de espécies de
microalgas que existem na natureza s&o conhecidas e cultivadas em larga escala
e utilizadas para aplicagbes comerciais (LI-BEISSON e PELTIER, 2013). Nessa
enorme quantidade de microalgas desconhecidas, € provavel que haja espécies

com propriedades e aplicagcdes unicas.

As microalgas representam uma plataforma quimica de interesse, pela ampla
quantidade de compostos que apresentam: rica em proteinas e minerais para
alimentacado humana e animal, existem componentes especiais como pigmentos,
enzimas, agucares, lipidios e sus acidos graxos, esterdis e vitaminas (KOLLER et
al., 2014). Como ponto de partida no conhecimento do potencial biotecnoldgico
das microalgas, € indispensavel um processo exploratério na avaliagdo dos
componentes principais das mesmas (proteinas, carboidratos, lipideos e
pigmentos como o0s carotenoides), em condi¢cdes de crescimento padronizadas e
de estresse celular, assim como sus parametros de crescimento. Por isso, € de
grande interesse avaliar a biomassa microalgal visando a produc¢do de compostos

de alto valor.
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1.2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o potencial de microalgas isoladas de corpos de agua naturais nativos da

regido do Parana para a produ¢éo de compostos de interesse biotecnologico.

Objetivos Especificos

e Isolar microalgas usando técnicas convencionais

e Estimar os parametros de crescimento das linhagens isoladas

e Auvaliar as propriedades fisico-quimicas das linhagens isoladas

e Avaliar a composi¢cao de lipideos em condi¢des de estresse celular.

o Estabelecer uma metodologia para a escolha das linhagens de acordo a

seu potencial biotecnologico.
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2. REVISAO DE LITERATURA
21. MICROALGAS

As microalgas s&o microrganismos (procarioticos ou eucarioticos), que sao
capazes de acumular biomassa por processo fotossintético usando luz solar, agua
e dioxido de carbono (SHUKLA e DHAR, 2013). Estes microrganismos estdo
presentes em uma ampla gama de condi¢ées ambientais incluindo agua doce,
agua salobra, agua do mar e até aguas residuais (RICHMOND, 2004). As
microalgas representam um recurso relativamente inexplorado, considerando a
sua grande diversidade. Estima-se que existam entre 200.000 e varios milhdes de
espécies (WEHR e SHEATH, 2003).

Estes microrganismos s&o versateis, porque combinam propriedades das
plantas superiores como a eficiente fotossintese e simplicidade dos requisitos
nutricionais, com propriedades biotecnoldgicas das células microbianas, como
crescimento rapido em cultura liquida e capacidade de acumular ou secretar
alguns metabdlitos (BENAVENTE-VALDES et al., 2016). Algumas microalgas tem
status GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food Drug
Administration), baseado em evidéncia cientifica, isto abre o caminho para o uso

de microalgas como fabricas celulares (FU et al., 2016).

O termo “microalgas” refere-se as algas microscopicas sensu stricto, e as
bactérias fotossintéticas oxigénicas (cianobactérias), anteriormente conhecidas
como Cyanophyceae (RICHMOND, 2004). Nesse amplo grupo se distinguem:

microalgas procariotas e eucariotas.
2.1.1. Procariotas

No grupo das microalgas procariotas ha cianobactérias azul-esverdeadas
(comumente conhecidas como cianobactérias) e as cianobactérias verdes
(procloréfitas) (TABELA 1). As cianobactérias estdo incluidas nessa definicdo
como microalgas, embora sejam organismos procariéticos. As cianobactérias e as
procloréfitas tém uma parede celular de quatro camadas que € do tipo Gram-

negativo; a parte estrutural consiste numa camada de mureina (peptidoglicano),
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fora da qual existe uma camada de lipopolissacarideo (RICHMOND, 2004). As
cianobactérias azul-esverdeadas sao caracterizadas por possuir antenas de
coletas de luz chamadas ficobilissomos, constituidas por ficobiliproteinas, e que
alimentam o fotossistema Il que contém clorofila. Em contraste, as cianobactérias
verdes tém uma antena de colheita de luz baseada em clorofila em vez do
ficobilissomjo (o primeiro é expresso em algumas cianobactérias azul-esverdeadas
em condigbes de stress). Em termos de pigmentos, as cianobactérias verdes
possuem uma ou mais clorofilas acessérias, enquanto as cianobactérias azul-

esverdeadas tém apenas clorofila a (PINEVICH et al., 2012).

TABELA 1- GRUPOS DE MICROALGAS PROCARIOTAS E SUAS CARATERISTICAS.

Microrganismos

Classe Carateristica
representantes
Cianobactérias As cianobactérias ou algas azul- | Biotecnologicamente, as
(algas azul- esverdeadas produzem numerosos | cianobactérias mais
esverdeadas) compostos bioativos de importancia | importantes s&do Spirulina
terapéutica, tais como compostos | (Arthrospira) platensis,
antivirais, imunomoduladores, inibidores | Nosfoc commune e

ou citostaticos (SKULBERG, 2000), além | Aphanizomenon flos-aquae
de produzir pigmentos como | (PULZ e GROSS, 2004)
ficobiliproteinas, carotenoides como B-

caroteno, zeaxantina nostoxantina,
equinenona e cantaxantina (WADA et al.,
2013)..
Proclorofitas O grupo das proclorofitas ou | Apenas trés géneros sao

Prochlorophyta sdo descritas como | atualmente reconhecidos:
"cloroplastos de vida livre" devido a | Prochloron, Prochlorothrix e
auséncia de ficobiliproteinas e a presenca | Prochlorococcus) (PULZ e
de clorofila a e b na maioria dos casos. GROSS, 2004).

FONTE: A autora

2.1.2. Microalgas eucariotas

Existem nove divisbes eucaridticas (Glaucophyta, Rhodophyta,
Heterokontophyta, @ Haptophyta,  Cryptophyta, Dinophyta,  Euglenophyta,
Chlorarachniophyta, Caropphyta e Chlorophyta) (TABELA 2).



TABELA 2- GRUPOS DE MICROALGAS EUCARIOTAS E SUAS CARATERISTICAS

Caracteristica

Microrganismos

Classe representantes
Apresentam cloroflas a e d, | Uma das microalgas mais
Rodophyta ficobiliproteinas e amido florideano | representativas é

(Algas vermelhas)

como produtos de armazenamento
acumulados no citoplasma fora do
cloroplasto.

Porphyridium cruentum

Esta classe apresenta cor azul-verde

Uma das espécies mais

Glaucophyta de suas organelas fotossintéticas, isto | representativas é
€ causado pela presenca de clorofila e | Glaucocystis
ficobiliproteinas, como C-ficocianina e | nostochinearum
aloficocianina (JACKSON et al,

2015).
Composta por as algas pardas, algas | Navicula saprofila
Heterokontophyta verde-amarelas, algas douradas e | apresenta potencial na

(Algas marrons)

diatomaceas (PULZ E GROSS 2004).

producdo de lipideos
(KITANO et al.,1998).

Incluem todos os  organismos | Isochrysis e Paviova sao
Haptophyta fotossintéticos com um haptonema | representantes do grupo
(apéndice e forma de microtibulo que | (ANDERSEN, 2004)
fica entre dois flagelos
aproximadamente iguais).
Inclui por 20 géneros com 60 espécies | Ochromonas malhamensis
Cryptophyta de 4gua doce e marinhas. Atualmente, | tem sido usada como
0 uso biotecnolégico n&do vai além do | modelo de ensaios para a
alimento para rotiferos e moluscos | vitamina B12 (RICHMOND,
(PULZ e GROSS, 2004). 2004)
Dinophyta Apresentam clorofilas a e ¢, | Uma das representantes é
carotenoides (RICHMOND, 2004) | Crypthecodinium cohnii
acidos graxos e outros metabdlitos | (HU et al., 2009)
com elevado potencial para a
biotecnologia (PULZ e GROSS, 2004).
Cerca de 70% das espécies ndo | Euglena gracilis produz
Euglenophyta contém pigmentos fotossintéticos e | paramido e  o-tocoferol
utiizam matéria organica (PULZ e | (CLEMENS e WALTER,
GROSS, 2004). 2012).
Microalgas deste grupo armazenamde | Uns dos representantes
Chlorarachniophyta | p-13-poliglucano no  citoplasma | deste grupo é
(DOAN et al., 2012). Chlorarachnion reptans
(MCFADDEN et al., 1997).
Charophyta As Caréfitas sdo uma divisdo das | Uma das espécies
algas verdes, junto com as cloréfitas. | destacada pela producao
Também se encontram nos ambientes | de lipideos é Cosmarium
terrestres (HOLZINGER e | sp. (HEMPEL et al., 2012).
PICHRTOVA, 2016).
Possuem clorofila a e b e varios | Dunalliela salina é uma das
Chlorophyta carotenoides, que podem  ser | representantes, usada na

sintetizados e acumulados fora do
cloroplasto. S&o dos grupos mais
promissores para aplicacdes em
biotecnologia (FU et al., 2016).

producdo de B-caroteno.

FONTE: A autora
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No entanto, os grupos de algas mais importantes em termos de abundancia
sdo. Chlorophyta (algas verdes) e Heterokontophyta (diatomaceas e algas
douradas) (MUTANDA et al., 2011).

As Cloréfitas (Chlorophytas) representam o maior grupo, com cerca de
2.500 espécies em 350 géneros (PULZ e GROSS, 2004). Este grupo compreende
quatro classes: Micromonadophyceae, Charophyceae, Ulvophyceae e
Chlorophyceae. As chlorophytas s&o dos grupos mais promissores para
aplicacbes em biotecnologia, jJunto com as algas marrons e as vermelhas, pois séo
fonte de diversos produtos naturais (FU et al.,, 2016), consequentemente é um
grupo amplamente explorado (TABELA 3). Além do anterior, este grupo € versatil,
sendo que estudos prévios relataram que as clorofitas tém melhor capacidade de
adaptacdo a diversas condigdes como cultivo em esgoto com alta eficiéncia de
remocé&o de nutrientes (ZHOU et al., 2011; HAN et al. 2014).

TABELA 3- COMPOSTOS DE INTERESE BIOTECNOLOGICO DE DIFERENTES TIPOS DE

CLOROFITAS
Espécies Produto Areas de aplicacio
Chlorella vulgaris Biomassa, Pigmentos Alimentos saudaveis,
Chlorella spp. Suplementos alimentares.
Chlorella ellipsoidea
Coccomyxa acidophila Luteina, B-caroteno Farmacéuticos, nutricao.
Coelastrella striolata var. Cantaxantina, astaxantina, B- Farmacéuticos, nutricao,
multistriata caroteno cosméticos.
Dunaliella salina Carotenoides, p-caroteno Alimentos saudaveis,
suplementos alimentares,
racdo animal
Haematococcus pluvialis Carotenoides, cantaxantina, Alimentos saudaveis,
astaxantina, luteina farmacéuticos, aditivos
para racao animal.
Muriellopsis sp. Luteina Farmacéuticos, nutricao.
Nannochloropsis gaditana Acido eicosapentaenoico Farmacéuticos, nutricio
Nannochloropsis sp.
Parietochloris incisa Lipideos, acido Nutricdo, producio de
eicosapentaenoico, acidos biocombustiveis.
graxos
Scenedesmus almeriensis Luteina, B-caroteno Farmacéuticos, nutricao,
cosméticos.

FONTE: CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015



22

2.2.NUTRICAO NAS MICROALGAS

Os nutrientes fornecidos as culturas de algas devem incluir fontes de carbono e
nitrogénio, além de micronutrientes, vitaminas e oligoelementos (SINGH e DHAR,
2011). Embora existam relatorios limitados sobre niveis ideais de nutrientes
necessarios para culturas de algas em massa, normalmente os macronutrientes
mais importantes para o crescimento autotréfico sédo C, N e P, e sua oferta é
fundamental para o cultivo de microalgas (RICHMOND, 2004). O carbono, o
nitrogénio e o fésforo geralmente devem estar presentes em uma proporcéo 106
C: 16 N: 1P; para alguns grupos de microalgas como as diatomaceas € importante
a adicdo de silicio (propor¢édo € 106C:16N: 16Si: 1P) (REDFIELD, 1934;
BRZEZINSKI, 1985; ANDERSEN, 2005). No entanto, para evitar a limitacdo de
nutrientes, esses sdo geralmente adicionados em excesso e indices muito
diferentes sdo usados mesmo quando a mesma alga é cultivada (SINGH e DHAR,
2011).

2.2.1. Carbono

As microalgas podem fixar o didxido de carbono de diferentes fontes,
incluindo CO2 atmosférico, de gases de escape da industria e em forma de
carbonatos soluveis (BITTENCOURT et al, 2010). O diéxido de carbono e a
energia da luz, através da fotossintese, podem ser convertidos em varias formas
de energia quimica (polissacarideos, proteinas, lipideos e hidrocarbonetos)
(Huang et al., 2010). Comparado com as plantas superiores, as microalgas tém
maior eficiéncia na fotossintese e maior velocidade de crescimento (CHISTI,
2007).

2.2.2. Nitrogénio

Apds o carbono, o nitrogénio € o nutriente mais importante para produzir
biomassa (CHEN e CHEN, 2006). O teor de nitrogénio da biomassa pode variar de
1% a mais de 10% e ndo soO varia entre diferentes grupos, mas dentro de uma
determinada espécie, dependendo da disponibilidade (RICHMOND, 2004). A
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amoénia, a uréia e 0 nitrato sdo frequentemente selecionados como fontes de

nitrogénio para o cultivo em massa de microalgas (LIN e LIN, 2011).

2.2.3. Fosfato

O fésforo € um nutriente importante para o crescimento de algas. No cultivo
de microalgas, a fonte de fdésforo € principalmente fornecida na forma de
ortofosfato (PO4>). O fosfato é responsavel pela transferéncia de energia nas
células e para a formagdo de membrana celular e acidos nucleicos (CHEN e
CHEN, 2006). Embora o teor de fosforo de microalgas seja inferior a 1%, sua
deficiéncia no meio de cultura € uma das principais restricbes ao crescimento
(HERNANDEZ-PEREZ e LABBE, 2014).

2.2.4. Qutros macro e micronutrientes

Mais de 30 elementos inorganicos e muitos compostos organicos podem
ser necessarios para a nutricdo de microalgas. Nutrientes minerais como S, K, Na,
Fe, Mg, Ca e oligoelementos, tais como: B, Cu, Mn, Zn, Mo, Co, V e Se, s&o
importantes e se veem refletidos na composicao elementar das microalgas. Muitos
dos oligoelementos s&o essenciais para reagdes enzimaticas e para a biossintese
de diversos compostos. Por exemplo, Mg é essencial para a constituicdo da
clorofila, enquanto Co é essencial para a produgao de vitamina B12 (RICHMOND,
2004).

2.2.5. Tipos de metabolismo

As microalgas em geral precisam de uma fonte inorganica de carbono e
energia luminosa para realizar a fotossintese. No entanto, muitas sdo capazes de
utilizar compostos orgénicos como fonte de carbono e de energia (CHOJNACKA e
MARQUEZ-ROCHA, 2004). Existem quatro tipos principais de condi¢bes de
cultivo (TABELA 4) para as microalgas: o cultivo fotoautotréfico, heterotréfico,
mixotréfico e fotoheterotréfico (BENAVENTE-VALDES et al., 2016).

O cultivo fotoautotrofico envolve a utilizagdo da luz como unica fonte de

energia, que € convertida em energia quimica através da reagdo de fotossintese.
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Os substratos que limitam o crescimento neste tipo de cultivo s&o a luz e o COo,
por outro lado, o cultivo heterotrofico € definido como a utilizacdo de uma unica
fonte de energia a partir de compostos organicos. Neste contexto, a exigéncia de
luz é eliminada (CHOJNACKA e MARQUEZ-ROCHA, 2004).

O regime de cultura mixotréfica é caracterizado por microalgas que exigem
luz como fonte de energia e compostos organicos como a fonte de carbono.
Finalmente, o cultivo fotoheterotréfico € uma variante da cultura heterotréfica, em
que o CO;, e a fonte de carbono orgénica sdo simultaneamente assimilados e o
metabolismo respiratério e fotossintético funcionam simultaneamente (YEESANG
e CHEIRSILP, 2011) A principal diferenca entre cultivo mixotréfico e
fotoheterotrofico € que este Ultimo exige luz como fonte de energia, enquanto o
cultivo mixotrofico pode usar compostos organicos para esse fim (BENAVENTE-
VALDES et al., 2016).

TABELA 4- CARACTERISTICAS DOS TIPOS DE METABOLISMOS NAS MICROALGAS

Cultivo Fonte de energia Fonte de carbono
Fotoautotréfico Luz Carbono inorganico
Heterotréfico Carbono organico Carbono organico
Mixotréfico Luz Carbono organico
Fotoheterotréfico Luz e carbono organico Carbono orgénico e inorganico

FONTE: CHEN E CHEN, 2006

2.2.6. Meios de cultura

Muitas formulagbes sdo usadas para o cultivo de microalgas (TABELA 5),
formulagdes especiais s&o usadas na producdo em massa de microalgas, que nao
sao relatadas, pois séo feitas de fertilizantes comerciais, usando aguas naturais,
incluindo agua do solo e do mar (ANDERSEN, 2005). A correta manutenc¢ao dos
cultivos de algas depende da eleicdo do meio e condi¢des de cultivo adequadas
(BARSANTI E GUALTIERI, 2014).

Na pratica, a eleicdo do meio de cultura se faz a partir de uma formulagéo
bem conhecida (e presumivelmente, portanto, bem testada), e os compostos
particulares (vitaminas, silicio, aminoacidos, etc.) sdo adicionados "por garantia"
(BARSANTI e GUALTIERI, 2014).
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TABELA 5. ALGUNS MEIOS DE CULTURA USADOS PARA MICROALGAS.

Meio de Agua Agua Agua Adequado para Referéncia
cultivo doce Marinha  salobra
Meio com amplo espectro para
Chlorophyceae, BARSANTI e
Bold Basal Xantophyceae, GUALTIERI
medium + - - Chrysophyceae, e (2014)
(Bristol) Cyanophyceae;lnadequado
para algas com necessidade
de vitaminas
BARSANTI e
+ + + Cyanophyceae de agua doce, GUALTIERI
BG11 amplo espectro (2014)
Acid
(Allen’s + i i Rodophyta WATANABE
Cyanidium et al. (2004)
Medium)
Chlorococcales, volvocales,
BBM + + + chlorophyta, xanthophyta, ANDERSEN
euglenoides, cyanobacteria (2005)
Vol (Volvox PROVASOLI e
medium) PINTNER
+ - - Chlorophyta, Cryptophyta (1980)
ANDERSEN,
(2005)
Diat COHN et al.
(Diatom + i i Diatomaceas de agua doce (2003)
Medium) ANDERSEN
(2005)
PROVASOLI
ES medium + + + Chlorophyta (1968)
ANDERSEN
(2005)
Dun i + i Dunaliella (chlorophyta) ANDERSEN
(2005)
SWES i + + ANDERSEN
(2005)
% SWES i + + ANDERSEN
(2005)

+ Pode ser usado - N&o pode ser usado

FONTE: Adaptado de MUTANDA et al. (2011)

2.3. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE MICROALGAS

Na atualidade, apenas uma pequena parte das dezenas de milhares de
espécies de microalgas que existem na natureza sdo conhecidas e cultivadas em
larga escala e utilizadas para aplicacbes comerciais (LI-BEISSON e PELTIER,
2013). Neste sentido,

a bioprospeccdo de microalgas, além de permitir o
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conhecimento de novas linhagens e avaliar a diversidade e dindmicas ambientais,

permite estimar o potencial de produgcéo de compostos de interesse industrial.

Umas das etapas determinantes para o conhecimento de linhagens de
interesse sdo o isolamento e purificagcdo. N&o existe uma unica estratégia ou

técnica para isolar as microalgas (ANDERSEN, 2005).

Na figura 1 é apresentada uma estratégia geral para o isolamento de

microalgas, onde se expdem uma serie de etapas e técnicas.

FIGURA 1- FLUXOGRAMA PARA O ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE MICROALGAS

Coleta de amostra

Screnning da amostra,
(predadores, debris)

Separacéo por tamanho ou separagéo

,— por gradiente de densidade

A. Enriquecimento geral B. Enriguecimento seletivo

C. Filtrac&o efou centrifugacdo para separagdo de microalgas ou reducéo de
contaminantes. espbecialmente bactérias heterétrofas

D. Citébmetro de fluxo E. Semeadura por F. Isolamento por G. Diluigdo em cultura
esgotamento ou em micropipeta liquida
profundidade

Cultura de microalgas axénicas ou unialgais

FONTE: Adaptado de GUILLARD e MORTON, 2000

A técnica do enriquecimento geral ou seletivo (A e B) tem sido usada ha
muito tempo, como um passo preliminar para isolamentos de linhagens puras,
mediante a pressdo de selecdo (MUTANDA et al.,, 2011). As substancias
enriquecedoras comumente incluem meios de cultura, extrato de solo, nutrientes

como nitrato, aménio e fosfato ou um metal traco. Uma estratégia de obtencéo de
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culturas de algas sem bactérias é tornar o meio o mais acido possivel sem matar a
alga (SE-KWON, 2015).

A filtragao ou centrifugagao (C) faz parte de uma etapa para separar 0s
microrganismos maiores (microalgas) dos menores (pequenas microalgas e
bactérias) (MUTANDA et al., 2011). O uso de citdbmetro de fluxo (D) durante o
isolamento permite realizar uma versdo rapida e quantitativa dos experimentos
que poderiam ser realizados por microscopia de fluorescéncia. A classificacdo das
células ativadas por fluorescéncia (FACS, por suas iniciais em inglés) permite que
0 processo esteja em um passo adiante, pois as células com uma caracteristica
especifica ou uma combinacdo de caracteristicas podem ser separadas da

amostra para analise ou crescimento posterior (MUTANDA et al., 2011).

A semeadura por esgotamento (streak plate) e a semeadura em
profundidade (pour plate) (E) sdo métodos de isolamento tradicionais de facil
utilizacdo, que permitem obter culturas axénicas sem tratamentos adicionais. Para
a eliminagdo de contaminantes pode-se ter a ajuda de antibidticos ou antifungicos
incorporados ao agar, € também se pode ter a separacdo de organismos como
protozoarios, rotiferos entre outros, que nao conseguem crescer no agar
(ANDERSEN, 2005).

O isolamento por micropipeta (F) € geralmente realizado com uma pipeta
Pasteur ou um capilar de vidro com uma ponta reta, dobrada ou curva. O objetivo
do isolamento de micropipeta € separar uma unica célula da amostra, deposita-la
sem danos em uma série de gotas estéreis, até ter uma unica célula livre de todos
os outros protistas (MUTANDA et al., 2011).

O isolamento por dilui¢des seriadas (G) € eficaz para organismos que sé&o
bastante abundantes numa amostra. O objetivo é depositar apenas uma célula
num tubo de ensaio, frasco ou po¢o de uma placa multipoco depois de varias
diluicbes consecutivas, estabelecendo assim um isolado de célula unica. Se a
concentracéo de células aproximada € conhecida, entdo é facil calcular a diluicdo

necessaria que contera uma unica célula (ANDERSEN, 2005).
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2.4.POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS MICROALGAS

As microalgas sdo bem conhecidas por a sua composi¢do quimica original € o
seu incrivel potencial. As microalgas possuem compostos nutritivos como lipideos,
proteinas, amido, e bioativos como peptideos, pigmentos e carotenoides,
dependendo da espécie (HAMED, 2016). As aplicagcdes destes microrganismos
vao desde a producdo de biomassa para alimentacdo humana e animal até
produtos valiosos para aplicagbes ecoldgicas (PULZ e GROSS, 2004). A seguir se

apresentam as aplicacbes mais relevantes das microalgas:

2.4.1. Proteinas

Analises abrangentes e estudos nutricionais que demonstraram que as
proteinas das microalgas sdo de alta qualidade e comparaveis as proteinas
vegetais convencionais (TABELA 6). O teor proteico das microalgas pode estar na
faixa entre 6 e 71% dependendo da espécie (BECKER, 2007). O conteudo dos
aminoacidos padrées de quase todas as microalgas s&o favoraveis comparadas
com o da referéncia da WHO/FAO e outras proteinas alimentares como da soja e
o ovo (RICHMOND, 2004).

Para consumo humano, as microalgas ainda tém barreiras, por 0 seu sabor
e cheiro ainda ndo superado e que dificultam as preparac¢des culinarias (BECKER,
2007). Porém, o maior mercado de microalgas tem sido o de nutracéuticos, mais
de 75% da producdo anual de biomassa tem sido exclusivamente dedicada a
fabricacdo de pds, comprimidos e capsulas de microalgas (CHACON-LEE e
GONZALEZ-MARINO, 2010).

Quanto a alimentacdo animal, o uso de microalgas € mais recente, mas
promissor: um grande numero de avaliacdes toxicologicas e nutricionais
demonstram a adequacdo da biomassa de algas como um suplemento valioso
para alimentacdo animal ou substituto para fontes de proteina convencionais
(BECKER, 2007).



29

TABELA 6. CONTEUDO DE PROTEINAS DE DIFERENTES MICROALGAS CHLOROPHYTAS (%
DE MATERIA SECA)

Microalga % Proteina Referéncia
Chlorella sp. 44 COSTARD et al., 2012
Dunaliella salina 57 BECKER, 2007
Scenedesmus obliquus 50-56 BECKER, 2007
Tetraselmis chui 46,5 BARKA e BLECKER, 2016
Chlorella pyrenoidosa 57 BECKER, 2007
Haematococcus sp. 21 KIM et al., 2015

FONTE: A autora

Recentemente, ha um enorme interesse na utilizacdo de proteinas
procedentes de microalgas marinhas como uma fonte de peptideos bioativos (FAN
et al., 2014). Dependendo da sequéncia de aminoacidos, o0s biopeptideos
derivados de macroalgas e microalgas marinhas podem estar envolvidos em
varias fungdes bioldgicas, incluindo efeitos antioxidante, anticancerigeno, anti-
hipertensivo, anti-aterosclerético, e imunomodulador (SE-KWON e KYONG-HWA,
2011).

2.4.2. Carboidratos

Os carboidratos séo os principais produtos derivados da fotossintese e do
metabolismo da fixacdo de carbono (ciclo de Calvin). S&o acumulados nos
plastidios como materiais de reserva (por exemplo, amido), ou tornam-se
componentes de paredes de células (por exemplo, celulose, pectina, e
polissacarideos sulfatados) (CHEN et al., 2013). O teor destes compostos varia
bastante entre espécies (TABELA 7).

Apesar do grau de diversidade de carboidratos em microalgas, existe um
grupo comum de monossacarideos (estruturais e fisiologicos) que tém sido
relatados mais comumente como componente desses polissacarideos: pentoses
(xilose, ribose, frutose, arabinose), hexoses (manose, gulose, glucose, galactose),
6-deoxihexoses (ramnose, fucose), agcucares acidos (acido galacturdénico) e agucar
alcodlico (glicerol) (DOAN et al., 2012). Chlorella ellipsoidea, por exemplo, contém
glicose e combinagcbes de galactose, ramnose, manose, arabinose, N-
acetilglucosamina e N-acetilgalactosamina. Acredita-se que esses complexos

tenham propriedades imunoestimulantes (PUGH et al., 2001)
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Certas espécies de microalgas sao conhecidas por liberar grandes
quantidades de EPS (exopolissacarideos), que mostram propriedades unicas e
especiais (HAMED, 2016). Na microalga D. salina o estresse osmético estimula a
secrecdo de EPS (contendo galactose, glicose, xilose, e frutose), que permite a

sua sobrevivéncia em diferentes concentra¢des de sal (LIU et al., 2016).

Os EPS de Chlorella stigmatophora tém uma capacidade de complexagao
de Zn** e Cd**. Essa capacidade é de potencial biotecnolégico, e o EPS pode ser

usado como quelante de metal natural (KAPLAN et al., 1987).

Uma area que vem ganhando interesse significativo € a fermentagéo
anaerobia de biomassa de microalgas por microrganismos solventogénicos, que
convertem carboidratos de microalgas para etanol (DOAN et al., 2012). Microalgas
tem elevado teor de carboidratos/polissacarideos e baixo conteudo de lignina e
hemicelulose, em comparacéo com biomassa de plantas (HALLMANN, 2015).

TABELA 7. CONTEUDO DE CARBOIDRATOS DE DIFERENTES MICROALGAS
CHLOROPHYTAS (% DE MATERIA SECA)

Microalga % Carboidrato Referéncia

Chlorella sorokiniana strain RP 22,2 DO NASCIMENTO et al. 2012

Dunaliella salina 32 BECKER, 2007

Chlorella vulgaris 12-17 BECKER, 2007
Scenedesmus obliquus strain C1S 23,2 DO NASCIMENTO et al. 2012

Haematococcus sp. KORDI0O3 48,8 KIM et al. 2015
Pseudokirchneriella sp. C1D 22,07 DO NASCIMENTO et al. 2012

FONTE: A autora
2.4.3. Lipideos

Os lipideos de microalgas séo tipicamente ésteres de acidos graxos de 12 a
22 carbonos, ligados a glicerol, agucares ou bases (Chacon-Lee e Gonzalez-
Marifio, 2010). Os niveis de lipideos nas microalgas lipidicas (TABELA 8) podem
estar presentes entre 20 e 50% (CHISTI, 2007).

Estes compostos sdo divididos em duas categorias principais, as utilizadas
como biocombustiveis (com 14-20 carbonos) e as utilizadas como alimento

(contendo 12 a 22 carbonos, ricos em insatura¢des) (FIGURA 2), e que contém
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lipidios que nao séo sintetizados por organismos eucariotas superiores (HUANG et
al. 2010; JACOB-LOPES et al., 2015).

TABELA 8. CONTEUDO DE LIPIDEOS DE DIFERENTES MICROALGAS CHLOROPHYTAS (%
DE MATERIA SECA)

Microalga % Lipideos Referéncia
Chlamidomona pitschmannii YSL03 51 ABOU-SHANAB et al. 2011
C. vulgaris YSL04 1.65 26 ABOU-SHANAB et al. 2011
S. obliquus YSL05 1.71 28 ABOU-SHANAB et al. 2011
Haematococcus pluvialis Gk 25 MAHMOUD et al. 2015
Scenedesmus sp. 43,6 LEE et al. 2014
Dunaliella salina 6 BECKER, 2007

FONTE: A autora

Um dos recursos energéticos renovaveis mais proeminentes é o biodiesel,
produzido a partir de lipideos neutros de biomassas renovaveis por
transesterificacdo de triacilglicerdis, produzindo ésteres monoalquilicos de acidos
graxos de cadeia longa com alcoois de cadeia curta, por exemplo, ésteres
metilicos de acidos graxos (FAMEs) e ésteres etilicos de acidos graxos (FAEEs)
(MENG et al., 2009). Dentro dos lipideos neutros, os esterdis e alguns dos seus
derivados tém atividades anti-inflamatérias e anti-oxidantes e participam na
reducdo dos niveis de colesterol (LDL) e sdo precursores importantes de

compostos, incluindo vitaminas (HAMED, 2016).

Os lipideos mais importantes na saude humana sdo os acidos graxos
polinsaturados  (PUFA) essenciais, tais como linoléico (émega-6),
eicosapentaendico (EPA) e docosa-hexaendico (DHA) (CHACON-LEE E
GONZALEZ-MARINO, 2010), os dois Ultimos (Omega-3) importantes no
tratamento da aterosclerose, cancer, artrite reumatdide, psoriase, Alzheimer e a
degeneragdo macular relacionada com a idade (VAZHAPPILLY e CHEN, 1998).

Algumas estratégias como o estresse celular (desvio significativo das
condicdes ideais de crescimento) tém sido desenvolvidas para melhorar a

producao de compostos de alto valor.
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FIGURA 2. CLASSES DE LIPIDEOS E ALGUNS PRODUTOS DE ALTO VALOR

— — u Acidos graxos
Lipideos Fosfolipidios |-
polares de Acidos graxos mono-
membrana Glicolipideos |/ insaturados
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- Acidos graxos N EPA
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Hidrocarboneto
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esterois.

FONTE: ROUX et al., 2017

2.4.4. Pigmentos

Os pigmentos fotossintéticos nas microalgas clordfitas séo classificados em
2 grupos: carotenoides e clorofilas (KOLLER et al., 2014; HAMED, 2016).

Os carotenoides (carotenos e xantofilas) s&o compostos lipofilicos e,
geralmente, sdo amarelos, laranjas ou vermelhos (GONG e BASSI, 2016). Esses
compostos sdo pigmentos acessérios de absor¢cdo de luz, apoiando a clorofila
(pigmento primario) na captura de energia luminosa (KOLLER et al, 2014).
Carotenoides sdo uma familia de pigmentos naturais amplamente distribuida na
natureza. Existem mais de 600 estruturas de carotenoides conhecidas descritas
na literatura (HAMED, 2016). Estes compostos sdo divididos em carotenoides
primarios e secundarios. Além dos carotenoides primarios, que estdo fortemente
associados aos componentes estruturais e funcionais (aparelho fotossintético
celular), existem carotenoides secundarios, que s&o produzidos em niveis
elevados e s&o distribuidos em goticulas oleosas no protoplasma (GONG e
BASSI, 2016). A luteina é considerada um carotenoide primario que mantém a

integridade das células e as protege de muitas formas de estresse, enquanto a



33

astaxantina €& considerada um carotenoide secundario, presente em corpos
lipidicos fora do cloroplasto (MINHAS et al., 2016).

Atualmente, os principais carotenoides de interesse do mercado sao B-
caroteno, astaxantina, Iuteina (com zeaxantina), licopeno e cantaxantina.
Fucoxantina € outro carotenoide que pode ser produzido por microalgas (GONG e
BASSI, 2016). Os carotenoides das microalgas tém grande importancia no
mercado: B-caroteno de Dunaliella em alimentos saudaveis como um precursor de
vitamina A, a astaxantina de Haematococcus em aquicultura para colorir musculos
em peixes, e luteina, zeaxantina e cantaxantina para coloragdo da gema de ovos,
ou para fins farmacéuticos (PULZ e GROSS, 2004). Scenedesmus sp. € uma
importante fonte de carotenoides (TABELA 9), especialmente por seu conteudo de
luteina - molécula conhecida também pelo seu efeito protetor contra o dano

fotoquimico da regido macular do olho (LANDRUM et al., 1990)

TABELA 9. CONTEUDO DE CAROTENOIDES TOTAIS DE DIFERENTES MICROALGAS
CHLOROPHYTAS (mg/g DE MATERIA SECA)

Microalga Carotenoides totais (mg/g) Referéncia
Tetratelmis sp. 46 MAADANE et al. 2015
Dunaliella sp. 10,8 MAADANE et al. 2015
Chlorella sp. 0,3 MAADANE et al. 2015
Chlorella protothecoides 0,6 CAMPENNI et al., 2013
Chlorella minutisima 0,5 ORDOG et al. 2012
Dunaliella salina 3.8 MAADANE et al. 2015

FONTE: A autora

A clorofila € o pigmento de microalgas mais importante. Ha varios tipos de
clorofila, que absorvem a luz principalmente na faixa azul e, em menor medida, na
faixa vermelha do espectro eletromagnético - razdo da coloragido verde tipica e
conhecida das algas verdes (Chlorophytas) (KOLLER et al., 2014).

A clorofila € um composto usado como corante de alimentos e de produtos
de higiene como sabbes ou desodorantes (KOLLER et al., 2014). Apresenta
possivel atividade anticancerigena: um estudo relata o beneficio dos derivados de
clorofila (clorofilina) contra células de cancer de coldén, se fornecido como
suplemento dietético (DIAZ et al., 2003).



34

2.5.CRITERIOS PARA SELECAO DE MICROALGAS

As microalgas possivelmente podem suprir a demanda mundial de
biocombustiveis, junto com a produ¢éo de produtos de alto valor agregado, assim
como podem ser usadas como solugdes ambientais, como em biorremediagéo de
corpos de agua e mitigacéo de didxido de carbono (GOUVEIA, 2014). Tendo em
conta o potencial das microalgas e a grande variedade de produtos que se
poderiam obter, € necessario estabelecer categorias que permitam agrupar as
linhagens de acordo com os produtos potenciais (microalgas lipidicas, proteicas,
carotenogenicas). Neste sentido, para a triagem de microalgas € importante
determinar critérios que permitam agrupar estas linhagens e selecionar as

microalgas para cada grupo de interesse.
2.5.1. Critérios segundo a composi¢céo das microalgas

Microalgas lipidicas: As microalgas lipidicas ou oleaginosas s&o aquelas que
apresentam um teor de lipideos maior que 20% (MENG et al., 2009; FRANCE e
JEAN-MARC, 2013).

Microalgas com potencial carotenogénico: De acordo com a quantidade de
carotenoides produzida, pode ser classificadas como de baixo (menos de 0,1
mg.g™"), médio (0,1 a 0,5 mg.g™") ou de alto potencial (mais que 0,5 mg.g™') (MATA-
GOMEZ et al., 2014).

Microalgas com potencial proteico: Microalgas que contém proteinas em uma

quantidade igual ou maior que 20% (peso seco) (KENT et al., 2015).
2.5.2. Critérios segundo parametros de crescimento

ABOU-SHANAB et al. (2011) isolaram e caracterizaram espécies de
microalgas lipidicas, tendo como principais critérios a velocidade de crescimento,

producdo de biomassa e conteudo de lipideos.

MATA et al.,, (2010) propuseram uma estratégia multicritérios para a

selecdo de microalgas lipidicas tendo como critérios: velocidade de crescimento,
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conteudo lipidico e distribuicdo de acidos graxos e triglicerideos livres, resisténcia
as mudangas nas condicbes ambientais, disponibilidade de nutrientes, facilidade
de separacdo e processamento de biomassa e a possibilidade de obter outros

produtos quimicos valiosos.

2.5.3. Critérios de processo

As microalgas, além de possuir compostos de interesse biotecnoldgico tém
caracteristicas fisicas que podem ser usadas para selecdo com o objetivo de
facilitar futuros processos. Por exemplo, o tamanho e forma da célula afetam o
método de coleta das microalgas (NWOKOAGBARA et al.,, 2015). O tamanho
pequeno das microalgas (2-20 um), além do alto teor de agua do meio de cultura,
faz da separacdo e concentracdo da biomassa um processo dispendioso e
intensivo em termos de gasto energético, ocupando cerca de 20 a 30% do custo
total de producédo (GRIMA et al., 2003).

Por outro lado, os principais compostos de interesse nas microalgas séo de
carater intracelular, por isso, 0s processos de rompimento celular sdo uma etapa
de grande importancia para a liberagdo destes compostos. Moinhos abrasivos e
homogeneizadores de alta pressdo (HPH) sdo os métodos preferidos em escala
industrial para a fragmentacéo de microalgas (GUNERKEN et al., 2015). Uma das
principais vantagens do HPH é a capacidade para lidar com materiais de fase em
suspensao em um fluxo continuo (SAMARASINGHE et al., 2012), sem a adi¢éo de
material abrasivo. Os principais fatores para o controle do sistema do
homogeneizador de alta pressdo sdo 0 tamanho da célula, a geometria da valvula
de rompimento e a presséo aplicada (GONG e BASSI, 2016). Este ultimo aspecto
€ essencial, ja que altas pressbes de operacido resultam em uma redugdo na
capacidade de processamento de em grande escala (YAP et al., 2014), e ao
mesmo tempo, altas pressbes estdo relacionadas com paredes celulares
recalcitrantes e mecanicamente fortes que exigem alta pressédo de

homogeneizacédo (SPIDEN et al.,, 2013). Existem sistemas de escala industrial a
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pressdo moderada <68,948 Mpa (< 680 atm) e a alta pressdo até 310,264 Mpa
(até 3062 atm) (SAMARASINGHE et al., 2012).

Na tabela 10 se mostram diferentes condi¢cdes de processamento para lise

celular de microalgas.

TABELA 10. CONDICOES DE ROMPIMENTO CELULAR POR HOMOGENIZAGAO POR ALTA
PRESSAO (HPH) EM MICROALGAS

Microalga Condicbes % de lise celular
Chlorococcum sp. 850 bares (838,8 atm), 4 ciclos, 90
0,85% solidos.

Nannochloropsis oculata 2760 bares (2723 atm), 4 ciclos, 67

0.023-0.035% sdlidos.
Nannochloropsis oculata 2100 bares (2072 atm), 3 ciclos, =100

0.015-0.023% sdlidos

Nannochloropsis sp. 1500 bares (1480 atm), 6 ciclos, =91

1% sdlidos.

FONTE: GUNERKEN et al., 2015
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ISOLAMENTO DE MICROALGAS

3.1.1. Amostras

Sete coletas foram realizadas em diferentes corpos de agua da cidade de
Curitiba e regides proximas. O critério principal foi que apresentassem visivel
populacéo de microalgas (TABELA 11). As amostras foram coletadas da superficie
das aguas, em frascos de vidro, armazenadas sob refrigeracdo durante um dia e

posteriormente processadas no laboratério.

TABELA 11. DADOS DE LOCAIS DA COLETA DAS AMOSTRAS.

Local da coleta Data da coleta Coordenadas Codificacio
Amostra de Lemna Aquaério LMN
Praia Forte (llha de Mel) 15-10-2015  25°30'37.08”S- 48°18'39.13"W PF
Praia Gr;:f:ngmta' do 16-10-2015  25°46'49.05"S- 48°30'55.65"0 PG
Lagoa do Passeio Publico 16-10-2015 25°25'32.3"S - 49°16'02.5"W PP
Lagoa de Passatina 18-11-2015 25°31'46.6"S-49°22'20.3"W PA
Lagoa de Santa Felicidade 15 11 5015 25°23'47 57 — 49°18'31 8" W SF
(Pesque e pague)
Lagoa de Colombo (Regido 15 15 5015  25°19'17.8275-49°11°57.69"0 coL

metropolitana)

3.1.2. Procedimento de isolamento e purificagao

A estratégia escolhida para o isolamento e purificacdo de microalgas segue
os passos ilustrados na figura 3. A metodologia de isolamento de microalgas
usada foi a sugerida por Lee et al., 2014, na qual se usaram enriquecimento de
meios. Foram usados uma serie de meios de crescimento gerais e seletivos
(TABELA 12) para microalgas. As formulacbes dos meios escolhidos séao
baseados nos meios da Colecdo de Algas da Universidade de Géttingen (SAG) e
WONG, 2000.
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FIGURA 3. PASSOS DE ISOLAMENTO E PURIFICAGAO COM ENRIQUECIMENTO DE MEIOS

| Coleta de amostra | LMN, PF, PG, PP, PA, SF,
| coL
[ Meios enriquecidos [ Bristol, MBB, ES, BG11, Diat. B., %
I SWES, Acid, Dun, Vol Ag., Z, SWES,
MIiEB12

1 Semeadura por esgotamento |« 50 pg/ml e/ou anfotericina 2,5

pg/ml

<{Agar 1,2% Antifungico: Nistatina

1
1
1
:
! . . . =~
I Se se evidencia contaminagdo no

v Linhagem em liquido | _________ ' passo IV, se volta ao passo llI

FONTE: A autora

5 mL da amostra coletadas foram colocadas em tubos com 5 mL do meio
de crescimento, agitando manualmente duas vezes por dia (ll). Quando se
apresentou evidencia visivel do crescimento de microalgas, as amostras foram
diluidas em meio com 0,05% de Tween 80 (BRANDL e HUYNH, 2014) para
facilitar a dispersao das microalgas e o isolamento unialgal. Posteriormente, as
algas foram isoladas em placas com agar 1,2% por esgotamento no mesmo meio
de crescimento, acrescido de 50 ug/ml de nistatina (antifungico) (JAZZAR et al.,
2015) (lll). Quando se evidenciou o crescimento das colbnias, estas foram

transferidas a frascos contendo o0 mesmo meio de crescimento (V).

Quando se verificou ocorréncia de contaminagao das culturas, foi usada
uma solugao antibidtica e antifungica (A5955, Sigma-Aldrich, USA; formulada para
conter 10000 unidades mL™" de penicilina G, 10 mg mL™" sulfato de estreptomicina,
25 ug mL" de anfotericina B) em concentragbes de 0,25-0,5% durante 24 horas,
posteriormente as amostras foram centrifugadas e lavadas (condi¢bes testadas

previamente) para controle do crescimento de bactérias e fungos (lll).

Para o estudo comparativo do potencial biotecnoldgico das microalgas os
isolados foram cultivados em meios BG11 (KAUR et al., 2016). O meio BG11 foi
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escolhido devido a seu alto conteudo de nitrato, com o objetivo de evitar a
limitacdo de nutrientes nas culturas, além da versatilidade do meio (crescimento

de microalgas de agua do mar e agua doce).

TABELA 12. MEIOS DE CRESCIMENTO USADOS NO ISOLAMENTO.

Nomenclatura oficial Caracteristicas* Classe Fonte Codificacio
Diat. Meio para Diatomaceas Especifico SAG A
MBB Meio Bristol + Micronutrientes Geral Wong, 2000 B

B. Meio para Cianobacterias Especifico SAG Cc
BG11 Meio para Cianobactérias Geral SAG D
1/2SWES Meio de Agua Salobra Especifico SAG E
Bristol** Meio Bristol Geral Wong, 2000 F
Acid** Meio para Cyanidiophyceae Especifico SAG G
MiEB12** Meio para Desmidiaceae Especifico SAG H
Dun** Meio de 4gua salina Especifico SAG I
ES** Meio para Chlorophyceae Geral SAG J
SWES Meio de agua salina Especifico SAG K
Spirul. Meio para spirulina Especifico SAg L
Vol Ag.** Meio para microalgas Volvocales Especifico SAG M
Z Meio para Cianobacterias Especifico SAG N

*Formulacdo de meios: Ver anexo 1, **Meios com modificacbes

3.1.3. Identificagdo morfologica de microalgas

Algumas das microalgas isoladas foram identificadas observando os caracteres
morfolégicos usando microscopio (Leica DMLS, China) e usando uma chave
taxonémica padréo (WEHR e SHEATH, 2003). Note-se que nos pontos do texto
em que linhagens isoladas foram identificadas pelo nome, esse nome € uma
identificacdo tentativa e ndo deve ser tomado como uma identidade final do

microrganismo.

3.2. DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICAS E DE PROCESSO
DE MICROALGAS ISOLADAS

3.2.1. Determinagdo de tamanho celular

As microalgas foram examinadas em um microscopio (Leica DMLS, China),

com céamera digital. Fotografias das linhagens foram capturadas por meio do
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software Toupview (Touptek Photonics, Zhejiang, PRC) com a respetiva escala.
As imagens foram analisadas usando o software Image j (Rasband, Image J, U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA), onde se determinou o
tamanho das microalgas com base em medi¢cdes de 10 células para cada uma das
espécies (COSTARD et al, 2012). Além disso, se realizaram fotografias das
microalgas utilizando o microscopio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE),
equipado com software de captura automatizada Metafer 4/VSlide (Metasystems,
Altlussheim, DE). Para essa etapa, se realizou uma fixagcdo prévia das microalgas

em gelatina baseado na metodologia de Foote, (1982).

3.2.2. Determinagao do biovolume

O biovolume das linhagens isoladas foi determinado usando as equacdes
previstas por HILLEBRAND et al. (1999), assumindo uma forma geométrica

adequada para cada espécie. O hiovolume foi expresso em pmf].

3.2.3. Determinacado da eficiéncia de sedimentacao

Ao final do cultivo das microalgas (15 dias) amostras de 10 mL de cada
linhagem foram sedimentados por gravidade em tubos de 15 mL de polipropileno
(12 cm de comprimento e 1,5 cm didmetro interno). Para cada tempo de avaliagdo
(10 ml por cada ponto), 1 mL da amostra foi coletada da superficie (a 1 cm da
superficie). A sedimentacdo foi avaliada a 30, 60, 120, e 240 minutos. As
suspensfes de células foram analisadas por medicdo da densidade 6éptica, e a
equacao 11 foi usada para avaliar a eficiéncia de sedimentacdo aos 240 minutos

(4 horas) (DO NASCIMENTO et al., 2012).

%Efsed=50;x100 <1)

Onde: DOt é a densidade Optica no tempo t, e DOO € a densidade éptica no
tempo inicial.
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3.2.4. Avaliagdo do rompimento celular

Depois dos 15 dias de cultivo, as microalgas foram lisadas por rompimento a
alta pressao com French Press (Thermo Fisher Scientific FA-078A, USA). Avaliou-
se a pressao de rompimento a 272, 544, 816, 1088, 1360 atm (4000, 8000, 12000,
16000 e 20000 psi, respectivamente). Foi feita a contagem de células antes do
rompimento e depois, para cada pressao avaliada. Definiu-se a pressao
necessaria para o rompimento de 50% das células (PRCsp) como um parémetro
de comparacéo de facilidade de rompimento celular. O calculo consiste em uma
regressao das curvas de rompimento (presséo versus concentracio celular) e com

a equacao das retas resultantes se determinou a PRCsxy.

3.3. DETERMINAGCAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
MICROALGAS ISOLADAS

3.3.1. Condigbes de cultivo

Para realizar as cinéticas de crescimento de microalgas, foram
selecionadas as linhagens com maior crescimento aparente. Estas linhagens
foram cultivadas em erlermeyer de 2L com volume de trabalho de 1L. Todas as
linhagens foram adaptadas ao meio BG11 (ANEXO 1). A relagdo inéculo:meio de
cultura foi de 1:3 e a concentracdo inicial do meio foi padronizada para 0,1 g/L de
biomassa. Os cultivos estiveram em um fotoperiodo de 12:12 h luz:escuro com
uma intensidade luminosa de 37,5 umol m2s™, com luz LED branca (Americanled
T8 FO6E 9w 4000k, Brasil). Os cultivos foram agitados manualmente de 2 a 3

vezes por dia. A temperatura foi mantida a 24 £ 2°C.

3.3.2. Condigbes de cultivo para estresse celular

Cada linhagem foi cultivada em erlemeyer de 125 ml com volume de
trabalho de 70 ml, em meio BG11 a 37,5 umol m2s™ (estresse por intensidade
luminosa), com adi¢cé&o de 3% de NaCl (estresse osmético) e com 10% da fonte de

nitrogénio original (estresse por limitagdo de nitrogénio) (BONA et al., 2014). Os
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cultivos foram agitados de 2 a 3 vezes por dia, com um fotoperiodo de 12:12 h e
temperatura mantida em 24 + 2°C. A relagéo in6culo:meio de cultura foide 1:3 e a

concentracdo inicial do meio foi padronizada para 0,1 g/L de biomassa.

3.3.3. Determinacéo do crescimento algal

A densidade optica (DO) a 640 nm foi medida usando um espectrofotdmetro
(Bioespectro SP-200) como indicador da densidade da cultura de algas. Além
disso, se realizaram contagem das células em um hemocitdbmetro Fuchs-
Rosenthal. Os cultivos de microalgas foram acompanhados a cada dois dias

durante 15 dias.

A concentracdo celular foi determinada por peso seco. Para isto, 50 ml da
amostra (no inicio e no final do cultivo) foi filtrada através de um microfiltro de fibra
de vidro G-F1 de 0,7 ym (Macharey Nagel, Alemanha). As membranas foram
previamente secas e taradas, apds a filtragdo foram novamente secas em estufa a
105°C durante 24 h (COSTARD et al., 2012).

Foram calculadas a produtividade média (Q, g L".dia”") e a velocidade
especifica de crescimento maxima (Mdmax, dia‘1), tendo em conta as curvas de
crescimento e especificamente a faixa maxima de crescimento, baseada nas
medidas de DOes (LI et al, 2015). Foi também determinado o tempo de

duplicacéo (i4), através das equacgdes 2, 3 e 4 respectivamente:

— Xt'xo
By (2)

Ln (DOY=p_. .t+Ln(DO,) (3)

max

Ln2

Tg= (4)

Mmaéx.
Onde, X; € a concentragéo de biomassa no tempo final, X, é a concentracao
de biomassa no tempo inicial, t; € o tempo final, t, € o tempo inicial, DO; € a
medicdo da absorbancia no tempo final e DO, é a medi¢cdo da absorbancia no

tempo inicial.
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3.3.4. Determinagdo de consumo de nitrato

Tendo em conta que a fonte de nitrogénio usada no meio BG11 é nitrato, a
determinacdo de anions foi feita com um Cromatografo de ions (Metrohm 761
compact, Suica). Para a analise de anions foi utilizada uma coluna METROSEP A
supps 250/4,0 mm (Metrohm). As condi¢cdes analiticas para anions foram: fase

moével Na,CO3 3,2 mM, NaHCO3 1,0 mM com uma vazéo de 0,7 mL/min.

3.4. DETERMINACAO DE PROPRIEDADES QUIMICAS DAS MICROALGAS
ISOLADAS

3.4.1. Determinacédo de Lipideos

O teor lipidico foi determinado como ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMEs) seguindo um método de transesterificacdo direta adaptado de (LIU e
ZHAQ, 2007). Os FAMEs foram obtidos a partir de biomassa liofilizada: 100 mg
para cultivos normais ou 10 mg para células submetidas a estresse celular. A
biomassa foi transesterificada com 2 ml de solu¢éo a 2% de H>SO4 em metanol, a
70°C durante 20h. Apéds resfriamento até a temperatura ambiente, as amostras
foram extraidas com 4 ml de hexano (grau HPLC). Quando a separa¢cdo completa
das fases ocorreu, a camada superior contendo FAMESs foi coletada para analise

de composicdo FAMEs.
3.4.2. Pretratamento de amostras

Para a determinacido de proteinas, carboidratos e carotenoides, as
amostras liofilizadas foram ressuspendidas em tampéo fosfato (0,05 M, pH 7,0),
em uma concentragcdo de 2 g/L. Aproximadamente 5 ml de amostra foram
submetidos a lise celular usando frech press (Thermo Fisher Scientific FA-O78A,
USA) a 1390 atm. As amostras lisadas foram congeladas a -20°C para posterior

analise.
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3.4.3. Determinacéo de proteinas

A determinagdo de proteinas se realizou usando uma extragdo alcalina
(RAUSCH, 1981; CHEN e VAIDYANATHAN, 2013). Um volume de 0,5 mL da
amostra lisada foi centrifugada a 2000 x g, o0 sobrenadante foi coletado em um
novo tubo, posteriormente se adicionou 0,5 mL de 1 N NaOH ao pellet e a amostra
foi colocada em um banho maria a 80°C durante 10 min com agitac&o ocasional.
As amostras foram resfriadas até temperatura ambiente, centrifugadas, e o
sobrenadante foi transferido a um tubo novo. A extracéo foi repetida nas mesmas

condi¢gdes. Todos os extratos foram coletados e misturados para posterior analise.

O conteudo de proteina foi estimado usando a o método de Bradford
(BRADFORD, 1976; WRIGHT et al., 1996). A uma aliquota (195uL) de reagente
de Bradford foi adicionado a 5 uL da amostra em microplacas, a formacéo de cor
foi monitorada em 495 nm. A curva padréo foi realizada com albumina sérica

bovina (BSA). A equacéo 6 representa a curva padrao com um R2= 0,9962.
Concentragéo de proteina (%): 2,3889 (absorbancia)+0,0402 (6)
3.4.4. Determinacédo de carboidratos

Os carboidratos totais foram determinados pelo método de fenol-sulfurico
(DUBOIS et al.,1956). Para determinar os carboidratos da biomassa também foi
utilizado o sobrenadante apos a lise celular. Para 0,25 mL de amostra diluida foi
adicionado 0,25 mL de solugéo de fenol 5 % p/p seguido de 1,25 mL de HSO4
concentrado. Apds esfriamento foram feitas as leituras em espectrofotdmetro a
490 nm. A curva padrao de carboidratos foi realizada com glicose diluida em agua
e tratada da mesma forma que as amostras. A equacgao 7 representa a curva com
um R?= 0,9976.

Concentragéo de carboidratos (%) = 140,15 (absorbancia) + 6,0872  (7)
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3.4.5. Determinacao de carotenoides totais

Os pigmentos celulares foram determinados usando o método
espectrofotométrico despois de extragcdo com acetona 80% (v/v) (WELLBURN,
1994; CHEN e VAIDYANATHAN, 2013). A 0,4 mL de amostra lisada foi adicionado
1,6 ml de acetona pura para uma solucdo final de 80% (v/v), agitou-se por 2 min
em vortex, incubou-se por 15 minutos no escuro. Apos centrifugacédo a 2000 x g
durante 3 minutos, o sobrenadante foi lido em espectrofotémetro (UV-1601PC,
Shimadzu, Japédo) a 470, 646 e 663 nm. Posteriormente, a quantidade de

pigmentos foi calculada usando as equagdes 8, 9 e 10:
Ca=12,21A663-2,81Acs6  (8)

Cp=20,13Ag46-5,03As63 (9)

1000A470-3,27C,o-104C,,
198

C= (10)

Onde C, é a clordfila a, Cy, € a clorofila b e C; os carotenoides totais (ug/mL).

3.4.6. Determinagéo de Cinzas

O conteudo de cinzas foi medido gravimetricamente (COSTARD et al., 2012),
usando um microfiltro de fibra de vidro G-F1 de 0,7 um (Macharey Nagel,
Alemanha), de acordo com AOAC (1990). As amostras nos filtros foram

incineradas em uma mufla (Quimis, Brasil) a 550 °C por 6 h.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

As anadlises estatisticas foram realizadas usando o software STATISTICA®
(verséo 7,0). Os dados foram analisados usando uma analise de variancia
unidirecional (ANOVA). As diferencas foram consideradas significativas quando P

< 0,05. Todos os valores séo dados como a média * desvio padrao.
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3.6. ANALISE MULTICRITERIO

Para agrupar as microalgas segundo seu potencial biotecnoldgico (microalgas
lipidicas, carotenogénicas, protéicas), os diversos critérios foram agrupados como
primarios, secundarios (TABELA 13).

TABELA 13. CRITERIOS PARA CATEGORIZAGAO DE MICROALGAS.

Agrupamento Critérios primarios Critérios
secundarios
Microalgas lipidicas Teor lipidico Pressdo de
Rompimento 50%
Velocidade de células
méaxima de

Microalgas
carotenogenicas

Microalgas
proteicas

Microalgas ricas em
carboidratos

crescimento

Producédo de
biomassa

Teor de
carotenoides totais

Velocidade
maxima de
crescimento

Producédo de
biomassa

Teor de proteinas

Velocidade
maxima de
crescimento

Producédo de
biomassa

Teor de
carboidratos

Velocidade
maxima de
crescimento

Producédo de
biomassa

% Eficiéncia de
sedimentacéo

Pressao de
Rompimento 50%
de células

% Eficiéncia de
sedimentacéo

Pressao de
Rompimento 50%
de células

% Eficiéncia de
sedimentacéo

Pressao de
Rompimento 50%
de células

% Eficiéncia de
sedimentacéo

FONTE: A autora
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Os critérios primarios de selecdo de microalgas propostos neste estudo, estéo
relacionados com o conteudo de cada um dos compostos de interesse (lipideos,
carotenoides totais, proteinas e carboidratos). Para microalgas lipidicas, por
exemplo, se estabeleceu que o critério primario € o teor lipidico, pois este estudo
representa uma primeira aproximagéo as linhagens isoladas. Outros critérios
importantes s&o o0s parametros cinéticos, pois precisamos microalgas com uma -
caracteristica quimica definida e altos parametros de crescimento. O mesmo tipo
de consideracédo foi usado para as microalgas protéicas, carotenogénicas e ricas

em carboidratos.

Os critérios secundarios para a selecdo de microalgas foram baseados em
parametros de processo (pressdo de rompimento de 50% das células e eficiéncia
de sedimentacdo), que poderiam facilitar a colheita de microalgas e posteriores

processos de “downstream”.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. ISOLAMENTO DE MICROALGAS

As microalgas clordfitas com crescimento abundante foram selecionadas de
cada uma das amostras e sao listadas na tabela 14. As amostras procedentes de
Santa Felicidade (SF) e Colombo (COL), n&o foram selecionadas para
crescimento em escala laboratorial nas condi¢cdes estudadas, devido ao grau de
contaminagdo e ao crescimento de cianobactérias. Verificou-se uma reducdo da
diversidade de microalgas com respeito a amostra original. Isto ocorreu
possivelmente porque para algumas espécies de microalgas, 0 crescimento em
agar solido é dificil (PEREIRA et al., 2011), além da diferenca de condigbes de
crescimento no local de coleta e condigdes de laboratdrio (meio, temperatura,
irradiacéo) (WU et al., 2014). SCHEFFER et al., (2001) preveem que mudangas
graduais no carregamento de nutrientes podem induzir mudancgas catastroficas na

composicdo das espécies do fitoplancton.

O enriquecimento de amostras coletadas no ambiente com meios
conhecidos para microalgas reduz a dificuldade do isolamento, devido a que se
apresenta uma adaptacao prévia das células aos meios, permitindo a economia de
tempo no isolamento (WU et al., 2014). Apesar da perda de diversidade, a presséo
seletiva favorece o isolamento de espécies com maior chance de facil manejo em

meios sintéticos.

TABELA 14. NUMERO DE ISOLADOS COM BASE NO MEIO E LUGAR DE ISOLAMENTO.

ugar de coleta Agua doce Agua do mar
Meio de cultura PP PA LMN PF PG

MBB 1 1 5
BG11 1
Bristol 1 1
Acid 1 5 5
Dun 1
ES 1
Vol Ag.* 3 3
4 2
Total 4 6 1 15 5

*Meio com modificacbes
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Os meios de cultivo que apresentaram maior numero de isolados foram
Acid, Vol e MBB. Este ultimo € um meio rico em nutrientes, que resulta em um

enriquecimento tipico de microalgas cloréfitas (CEA-BARCIA et al., 2014).

A adaptacdo posterior das microalgas ao meio BG11 foi feita pela
versatilidade do meio, ao ser usado para microalgas de diferentes ambientes
(agua doce, agua do mar e agua salobra) (MUTANDA et al., 2011), assim pelo fato
de garantir um excesso de nutrientes (nitrato) para as microalgas (SINGH e
DHAR, 2011).

TABELA 15. LINHAGENS DE MICROALGAS ISOLADAS (ANEXO 2: IMAGENS DE
MICROALGAS).

Lugar de Meio de Coadificagao
coleta isolamento*
PP Acid GPPO1
PP BBM BPP02
PP V4 NPPO1
PP V4 NPPO02
Microalgas PA Bristol FPAO1
de agua PA MBB BPAO1
doce PA Dun IPAO1
PA Vol MPAO1
PA Vol MPAO2
PA Vol MPAO3
LMN BG11 DLMNO1
PF Bristol FPFO1
PF ES JPFO1
PF MBB BPFO1
PF MBB BPFO02
PF MBB BPF03
PF MBB BPF04
PF MBB BPF05
PF Acid GPFO01
PF Acid GPF02
PF Acid GPF03
Microalgas PF Acid GPF04
do mar PF Acid GPF05
PF Vol MPFO1
PF Vol MPFO02
PF Vol MPFO03
PG Acid GPGO01
PG Acid GPG02
PG Acid GPGO03
PG Acid GPGO04
PG Acid GPG05

*O meio de isolamento é diferente do meio de adaptacio (BG11).
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Na tabela 15 sdo listadas as microalgas isoladas, em relacdo ao meio de
isolamento. Foram isoladas 31 microalgas mantidas de forma axénica, das quais,
se escolheram 20 com crescimento aparente maior (abundancia na amostra),

sendo 9 de agua do mar e 11 de agua doce.

A observacdo microscopica (FIGURA 4) dos isolados de microalgas
confirmou cultivos como sendo, aparentemente, unialgais. A andlise microscopica
das amostras permitiu a identificacdo preliminar dos isolados NPP01, NPP02 e
BPAO1 como presuntivos Scenedesmus, e FPAO1, BPP02, FPFO1 e IPAO1 como

Monoraphidium, Chlamydomonas, Chlorella e Stichococcus, respectivamente.

As espécies de Scenedesmus foram isoladas das amostras de agua doce,
concordando com LURLING, (2003), que assegura que trata-se de um dos
géneros mais comuns que podem ser encontradas em corpos de agua doce em

todo o mundo.

FIGURA 4. IMAGENS DA LINHAGENS DE MICROALGAS ISOLADAS.
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GPGO5

4.2. DETERMINACAO DAS CARATERISTICAS FISICAS DAS MICROALGAS

Na tabela 16 sado apresentadas algumas carateristicas fisicas como o
tamanho e biovolume de cada linhagem isolada. A faixa de tamanho das
microalgas avaliadas neste estudo foi de 3,5 - 14,7 “m, carateristico do

nanoplancton (2 - 20 “m) da superficie das aguas (FINKEL et al., 2010).

O tamanho das microalgas estd relacionado com as taxas metabdlicas
(crescimento, fotossintese, respiracao), absorcdo de luz, difusdo, absorcao e
requisitos de nutrientes (FINKEL et al., 2010). Além disso, o tamanho é usado
como estratégia para isolamento (separacdo de microrganismo maiores dos
menores) (EROGLU e MELIS, 2009) e como um fator a se ter em conta para a
recuperacdo de biomassa ap06s o cultivo (sedimentagcdo) (NWOKOAGBARA et al.,

2015).



TABELA 16. CARATERISTICAS FISICAS DAS LINHAGENS ISOLADAS.

Tamanho (um)

Biovolume

%Eficiéncia de

Isolado  Largura Comprimento (umd) sedimentagéo Preso (atm)
em4h
BPP02 28+0,2 51+0,3 20,7+1,0° 95,57 + 0,19 357,23
NPPO1 33+0,3 83+0,9 51,5+ 2,22 81,25+4,4°% 1012,64
NPP02 48+29 47+16 64,4 +93 "> 96,89+16" 372,12
FPAO1 53+1,0 14,7 + 2,1 436,8+15,9 ¢ 99,03+0,2" 336,92
BPAO1 33+04 87+13 128,3+53° 98,06+0,7" 258,33
MPAO1 39+0,3 4004 325+0,5%® 81,56+1,5% 457,02
MPAO02 40+04 46+04 46,8 + 0,3 2° 90,78 +2,8° 453,63
MPAO3 36+0,7 38+0,3 290+1,4°% 84,07 £51%° 1077,17
DLMNO1 43105 47+09 51,0 + 7,6 2 8951+14° 546,43
FPFO01 45+15 49+14 249+15%® 88,28+ 1,7 193,73
JPFO01 47 +04 47+04 49 5+1,5 %™ 97,97+02" 279,53
BPF01 8620 124417 515,7+66" 9868+0,6" 485,19
BPF02 54+06 57+0,3 752 +16 96,35+0,7" 679,21
BPF03 6,1+0,4 6,2+0,5 142,3 +8,1° 9582+04" 533,89
BPF05 58+0,3 58+0,5 834+0,4° 98,01+1,7" 368,25
GPFO05 71+12 70+0,7 257.8+41.4"' 96,94 +14" 248,16
MPFO01 40+0,3 41+0,3 327+15% 80,59+0,1° 124260
MPF02 3,5+ 0,04 37+0,8 231+1,5° 8511 +1,8% 341,05
MPFO03 42 +04 49+04 52,0 + 1,8 2 92,15+1,0" 711,17
GPG02 28+0,4 6,2+0,5 325+1,83°% 8991+12° 572,71
a,b,c.defgh

FONTE: A autora

letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05)

Microalgas de tamanho maior tendem a sedimentar mais rapido, enquanto
que as menores ficam mais tempo em suspensdo (BARROS et al.,, 2015). Na
figura 5 é mostrada uma correlagdo entre a porcentagem de eficiéncia de
sedimentacdo e o biovolume das microalgas estudadas. Pode-se observar que
existe certa correlacdo positiva entre as duas variaveis, embora baixa, porque a
sedimentagcdo das microalgas depende também da viscosidade final do meio de
cultivo, e da densidade das células, que depende da composicdo e tamanho
celular. Microalgas com alto conteudo protéico, por exemplo, sedimentam mais
rapidamente devido a maior densidade (MILLEDGE e HEAVEN, 2013).

A importancia de estudar as carateristicas fisicas das microalgas reside em
que a selecdo de um método de colheita € muito importante para a economia da
producdo de biomassa, ja que a recuperacdo pode compor 20 a 30% do custo
total da producao (RAWAT et al.,

celular podem ser usados como critérios de selecéo de linhagens.

2011). O tamanho, biovolume ou densidade
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FIGURA 5. CORRELACAO ENTRE EFICIENCIA DE SEDIMENTAGAO E BIOVOLUME DE

CELULAS
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As linhagens isoladas apresentaram eficiéncias na sedimentacdo em 4 h
entre 80 e 99%, ou seja, uma velocidade média de sedimentacdo superior a
0,2cm/h. lIsso significa que sdo todas de centrifugacdo relativamente facil. As
linhagens que apresentam maiores eficiéncias em sedimentagcdo foram
Monoraphidium FPAO1, BPFO01, Scenedesmus BPAOl, BPFO05 e JPFO1 com
eficiéncias de 99,0 98,6, 98,0, 98,0 e 97,9%, respectivamente. YU et al., (2012)
estudaram as carateristicas da linhagem Monoraphidium sp. FXY-10 para a
producdo de biodiesel, com uma concentracdo de biomassa de 0,21 g/l
determinaram a eficiéncia de sedimentacdo as 4 e 24 horas apresentando uma
eficiéncia de 50 e 85%, respectivamente. DO NASCIMENTO et al., (2012)
determinaram a eficiéncia de sedimentacdo nas mesmas condi¢cdes usadas no
presente estudo para a bioprospeccdo de microalgas oleaginosas.
Pseudokirchneriella sp. C1D (concentracdo de biomassa 0,45 g/l) e Scenedesmus
C1S (concentracdo de biomassa 0,44 g/l) apresentaram eficiéncias de 60% e 99%

respectivamente.

Dos métodos para a lise celular de microalgas, a homogeneizacdo a alta
pressdo, apresenta eficiente rompimento de parede celular comparado a outros

métodos (SCHWEDE et al., 2011; GUNERKEN et al., 2015). A eficiéncia de
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rompimento varia com a pressdo aplicada, sendo que o numero de células
remanescentes segue um decaimento exponencial. Para uma comparacéo direta
entre microalgas, determinou-se a pressdo capaz de romper 50% das células
(PRCsp). Os valores obtidos estiveram na faixa entre 190 e 1243 atm com uma
concentracdo de células entre 0,02 e 0,03% (p/v). As microalgas que
apresentaram as menores PRCsg foram Chlorella FPFO1, GPF05, Scenedesmus
BPAO1, com valores de 193,7, 248,1 e 258,3 atm, respectivamente, enquanto as
microalgas com maiores PRCsy foram MPFO1, MPAO3 e Scenedesmus NPPO1

com valores de 1242,6, 1077,17 e 1012,64 atm, respectivamente.

SAMARASINGHE et al., (2012) avaliaram o rompimento celular por alta
pressédo de Nannochloris oculata a 4 pressdes (680, 1360, 2041 e 2721 atm), com
6 ciclos e 0,015% de células. A pressdes de 680 e 1360 atm com 1 ciclo de
rompimento, 20 e 50% de células respetivamente, foram lisadas. Por outro lado,
HALIM et al., (2012) estudaram a eficacia de varios métodos de rompimento
celular, entre eles o rompimento com alta pressdo. Através das redugbes na
contagem de células em Chlorococcum sp, usando pressdes de 493 e 838 atm, se

obteve lise celular de aproximadamente 60 e 45%, respectivamente.

A diversidade na resposta de cada uma das espécies, pode ser atribuida as
diferengas na composicao e espessura da parede celular das espécies estudadas
(HALIM et al., 2013). Este estudo é um dos poucos estudos que utiliza o grau de
rompimento de microalgas como um critério de engenharia para a avaliacdo do
potencial de uso de novas linhagens. Note-se ainda que apesar de n&o haver
equivaléncia direta nas condi¢cdes de rompimento para diferentes equipamentos, a
facilidade relativa de rompimento independe de método, e sim de caracteristicas

da célula.
43. DETERMINAQAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A velocidade especifica de crescimento (Mmax) € concentracédo de biomassa
gerada (X), sdo apresentados na figura 5. Todos os parametros de crescimentos

foram avaliados apds 15 dias de cultivo.
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A velocidade especifica de crescimento para as linhagens avaliadas esteve na
faixa de 0,03 e 0,26 dia-1. Os valores mais altos foram atingidos por as linhagens
MPFO1, MPAO1, MPAO2, BPF01, Scenedesmus NPPO1, JPFO1 e
Chlamydomonas BPP0O2 (0,26, 0,14, 0,13, 0,12, 0,11, 0,11 e 0,10 dia-],
respectivamente), consequentemente 0os menores tempo de duplicacdo sdo para

MPFO01 e MPAO1 com 2,7 e 4,7 dias, respectivamente.

A concentracdo da biomassa das linhagens testadas esteve na faixa de
0,02 e 0,24 ¢/l, e a produtividade da biomassa esteve na faixa de 1,3 - 16 mg/l/dia.
As linhagens que apresentaram maior concentragdo de biomassa e
consequentemente maior produtividade foram BPF03, BPF05, Monoraphidium

FPAO1 e Scenedesmus NPPO1.

FIGURA 6. VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO (dia-) E CONCENTRACAO DE
BIOMASSA (g/l)

0,35 0,30
05
0,30 ,,Q
-025 ¢
(o8]
0,25 - §
- 0,20
0,20 - 32
o O
X
0,15 D
o]
X 0,15 %
0,10
0,10 "))
0,05 - 0,05 ?
' >
0,00 0,00

letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0.05)

Na literatura sdo apresentadas concentracdes de biomassa maiores do que
as reportadas no presente estudo, pois aqui o objetivo principal foi comparar as
diferentes carateristicas entre as linhagens, e para isso, todas as cepas foram
cultivadas sob uma condicdo padrdo, sem otimizagdo individual. A velocidade de

crescimento especifico de microrganismos pode ser afetada por muitos fatores,



59

como nutrientes, temperatura, intensidade Iuminosa, ciclo luz/escuro,
enriquecimento de CO, entre outros (LI et al., 2015). Isso pode diminuir as
velocidades de crescimento de algumas cepas e resultar em pequenas diferencas
entre elas. ABDELAZIZ et al., (2014) realizaram um estudo para bioprospecc¢éo de
microalgas para o tratamento de aguas residuais e producdo de biodiesel, com
linhagens isoladas que atingiram de 0,3 a 1,3 g/l, com agitacdo constante de 120
rom, 20°C, com uma intensidade de luz de 96,3 umol m?s™ usando um fotoperiodo
de 12 h de luz: escuro durante 14 dias. CHAICHALERM et al., (2012) isolaram e
identificaram microalgas de habitat naturais da Tailandia alcangando de 0,5 a 0,8
g/l de biomassa em meio BG11, com uma intensidade de luz de 80 pymol m?%s™ e
aeracdo de 1 vvm (450 ml/min) durante 15 dias. Em condi¢cdes de cultivo
melhoradas, a agitagdo mecanica poderia melhorar a produtividade das

microalgas, e consequentemente os parametros de crescimentos dos isolados.

TABELA 17. PARAMETROS DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS ISOLADAS.

Isolado Tq(dia) Q (mg/l/dia) Y.n (9 x/g N)
BPP02 6,79 8,00° 0,82
NPPO01 599" 13,33 1,87
NPP02 g,2%e 8,00° 1,38
FPAO1 9,4 °° 14,00 3,31
BPAO1 9,5 P 11,33 % 1,64
MPAO1 47" 9,33 o 3,94
MPAO02 52 10,67 °° 5,33
MPAO03 10,4 °° 9,33 2,91
DLMNO1 240° 8,00° 1,60
FPFO01 13,1 °° 9,33 o 1,54
JPFO01 6,09" 8,67 1,59
BPFO01 589" 10,0 > 1,95
BPF02 9,4 °° 12,00 ' 3,00
BPF03 7,31 16,00 ¢ 2,04
BPF05 7,5°% 16,00 ¢ 4,09
GPFO05 7,31 2,672 0,65
MPFO01 27! 10,00 * 4,72
MPF02 10,3 ™ 10,00 ° 6,69
MPF03 10,3 ™ 10,67 °° 3,90
GPG02 22,0° 1,33° 0,28

abedelonil etras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05)

As microalgas que atingiram o maior rendimento de biomassa foram as
MPFO1 e MPFO2, obtendo valores de 0,28 e 6,69 (g de biomassa /g de N)
respectivamente (TABELA 17) para o meio BG11 estudado, que apresenta 1,5 g/l
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de NaNOas. LI et al.,, (2008), apresenta rendimentos de biomassa de 12,08 e 13,43
(g de biomassa/g de N), quando empregou um meio com 1,7 e 1,3 g/l de NaNO;
respectivamente, para cultivos de Neochloris oleoabundans. Tendo em conta os
parametros de crescimento avaliados, as linhagens que se destacam para
producdo de cultivos de microalgas sao MPFO1, pois apresenta uma alta
velocidade especifica de crescimento (0,26 dia'1) com respeito as outras
linhagens, além de atingir uma concentracdo de biomassa média e apresentar alto
rendimento de biomassa. Outras linhagens que se destacam s&do BPFO3 e BPF05
por alcangarem a maior concentragcdo de biomassa entre as linhagens testadas
(0,24 g/l), MPAO1, MPAO2 e Scenedesmus NPPO1 por apresentar uma velocidade
especifica de crescimento média comparada com as linhagens testadas, € uma
concentracdo de biomassa média. As concentracdes maximas de biomassa
relativamente baixas indicam que, ao final do cultivo, havia nutrientes e luz
suficientes para crescimento celular, e por tanto as amostras que seguiram para

analise quimica foram representativas das espécies em crescimento vegetativo.

4.4. DETERMINACAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO
4.4.1. Lipideos

Nas condi¢cbes de estudo, com meio BG11 (rico em nitrogénio e fésforo), o
teor lipidico das microalgas esteve na faixa entre 1,7 e 88%. Essa faixa é
comparavel com o estudo feito por DO NASCIMENTO et al., (2012), onde
determinou-se o conteudo de lipideos em meio BG11 de 21 linhagens de
microalgas, encontrando a faixa de 2 a 35% de lipideos. Por outro lado, LI et al,,
(2015) selecionou 37 linhagens de microalgas dentre 1200 candidatos isolados ao

longo de alguns anos, com conteudos de lipideos entre 6 e 42%.

As microalgas que apresentaram maior quantidade de lipideos foram
Monoraphidium FPAO1, BPFO3 e BPFO5 com 8,8, 8,8 e 8,6%, respectivamente
(controle de FIGURA 6).
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Segundo os critérios determinados para microalgas oleaginosas, as
microalgas isoladas ndo apresentaram conteldo de lipideos altos (>20%). Isso
pode ser explicado, por que sob condi¢des 6timas de crescimento, as microalgas
produzem altas quantidades de biomassa, mas ndo substancias de reserva -
portanto, possuem relativamente baixo teor de lipideos (TAN e LEE, 2016).
Justamente por isso, as microalgas isoladas neste estudo foram submetidas a
ensaios de estresse por maior intensidade luminosa, estresse osmatico e limitagao
de nitrogénio, pois a acumulacdo de lipideos € influenciada por fatores de
estresse. Os resultados de teores lipidicos em todas as condicbes sdao

apresentados na FIGURA 8 e 9.

FIGURA 7. CONTEUDO LIPIDICO DAS LINHAGENS ISOLADAS COM E SEM ESTRESSE.

| Sem estresse
H Estresse intensidade luminosa
30 i Estresse osmotico
| | Estresse limitagdo nitrogénio

w
E)ZO

10 -

Todas as microalgas avaliadas apresentaram aumento na porcentagem de
lipideos com respeito as amostras avaliadas em condicbes normais (sem
estresse). A faixa no teor lipidico nestas novas condicdes esteve entre 9 e 33,4%,
comparavel com os resultados obtidos por DO NASCIMENTO et al., (2012), onde
as microalgas submetidas a estresse com limitagdo de nitrogénio apresentaram

maior contetdo de lipideos comparado com as amostras sem limitacdo. Isto
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acontece por que, se o nitrogénio é limitado com respeito a outros elementos, a
fotossinteses continua, mas se sintetizardo uma quantidade pequena de
compostos ricos em nitrogénio, e em maior propor¢cdo, pigmentos e compostos
ricos energeticamente como lipideos e carboidratos (BENAVENTE-VALDES et al.,
2016).

As microalgas expostas a estresse osmotico também apresentaram
aumento na quantidade de lipideos. Quando as microalgas sdo expostas a
ambientes salinos, a recuperacdo da pressdo do turgor faz que o acUmulo de

compostos resistentes a osmose sejam desencadeados, assim, o0 estresse de

salinidade resulta em incremento no contetdo lipidico (ZHU et al., 2016).

FIGURA 8. CONCENTRAGCAO CELULAR (cel/ mL) DE MICROALGAS SEM ESTRESSE
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Finalmente, as microalgas submetidas a uma intensidade luminosa maior
(87,5 gmol mzs} apresentaram maior conteddo de Iiplrdeos comparada com as
condicOes sem estresse. O regime de luz determina a quantidade e qualidade da
energia luminosa disponivel para as atividades metabdlicas dos organismos
fotossintéticos (BENAVENTE-VALDES et al., 2016), e os lipideos s&o substancias
de armazenamento de energia, 0 que poderia explica esse comportamento

(KHOTIMCHENKO e YAKOVLEVA, 2005).
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As respostas quimicas ao estresse celular podem ser benéficas na
producdo de determinados metabdlitos de interesse, porém, também podem ter
incidéncia negativa nos parametros do crescimento do microrganismo (TAN e LEE
et al., 2016). Na Figura 7, € mostrado 0 comportamento das microalgas durante os
7 dias nas diferentes condi¢des de estresse celular. Com respeito as condi¢des
sem estresse, a tendéncia das microalgas com estresse osmotico é de diminuir a
concentracdo celular, enquanto com estresse luminoso e com limitagdo de
nitrogénio houve aumento da concentracao celular. Neste sentido, possivelmente
as condicbes de alta intensidade luminosa e limitagdo de nitrogénio né&o
representaram situacado de estresse para a maioria das microalgas testadas.
Considerando a condigdo normal testada (meio BG11), ricas concentracdes de
nitrogénio poderiam causar uma inibicdo de divisdo celular para algumas espécies
de microalgas (WANG et al., 2016).

Considerando o interesse de encontrar linhagens lipidicas € ao mesmo
tempo com alta velocidade de crescimento, as condi¢cdes de estresse por alta
intensidade luminosa e estresse por limitacdo de nitrogénio representam pontos

de partida para futuros trabalhos na exploracéo das linhagens isoladas.

E importante destacar que linhagens como Monoraphidium FPAO1, DLMN,
Chlorella FPFO1, JPFO1 apresentaram conteudo de lipideos superior a 20% com
estresse por intensidade luminosa e limitagdo de nitrogénio, enquanto BPFO1,
MPF02, e GPGO02 apresentaram teor de lipideos superior a 20%, apenas quando

foram submetidas a estresse por alta intensidade luminosa.
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FIGURA 9. CONCENTRAGAO CELULAR (cel/ mL) DE MICROALGAS COM ESTRESSE
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a) Microalgas com estresse por intensidade luminosa, b) estresse osmatico e c) estresse por

limitacdo de nitrogénio.
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4.4.2. Proteinas

Na figura 10 apresenta-se o conteudo de proteinas das microalgas isoladas.
O teor protéico esteve na faixa de 28,9 e 63,8%. Em geral, o teor de proteinas nas
microalgas isoladas foi alto; a linhagem com maior composicdo protéica foi
Scenedesmus NPPOl1 (63,8%), seguido pelas linhagens MPF01 e BPFO05, com

47,2 e 46,8% de proteina, respectivamente.

FIGURA 10. COMPOSICAO PROTEICA DAS MICROALGAS ISOLADAS.
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*diferencia estatisticamente significativa aos outros linhagens (P<0,05)

Microalgas como Scenedesmus obliquus, Chlorella vulgaris, Spirulina
maxima e Spirulina platensis apresentam teor protéico entre 50-56%, 51-58%, 60-
71% e 46-63%, respectivamente, e sdo as microalgas mais usadas para a
producdo de proteina em escala industrial (BECKER, 2007). DUONG et al., (2015)
isolaram microalgas da regido norte de Austradlia com potencial para a producgao
de biodiesel e alimentagcdo animal, onde Scenedesmus sp. NT1d e Scenedesmus
dimorphus sp. NT8c apresentaram conteddo de proteinas de 22 e 32%

respectivamente. As microalgas apresentam boas propriedades nutricionais,
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funcionais e tecno-funcionais comparadas com concentrados protéicos
convencionais (BARKA e BLECKER, 2016)

E importante ter consideracdo que o meio rico em nitrogénio, apresenta
uma influéncia positiva na producéo de proteina. Neste estudo o meio BG11, pode
favorecer a producao destes compostos, e consequentemente, gerar uma baixa
producdo de lipideos (Secéo 4.4.1). ORDOG et al, (2012) estudaram as
mudangas na composicao de lipideos, proteinas e pigmentos influenciada por o
conteudo de nitrogénio, concluindo que a limitagdo de nitrogénio diminuia a
composicdo protéica das microalgas. Em geral, a estocagem de lipideos,
proteinas e carboidratos permitem as microalgas se adaptar as mudancgas
ambientais (MARKOU et al., 2012).

Por outro lado, a producédo de proteina a partir de nitrogénio inorganico € de
importancia nutricional possivelmente maior que a de produgdo de
biocombustiveis. Considerando que para produzir proteina animal € necessaria
proteina vegetal geralmente derivada de soja, forragens e cereais, verifica-se

entre as microalgas isoladas um possivel potencial para uso em nutricdo animal.
4.4 3. Carboidratos

A faixa na composi¢cdo dos carboidratos das microalgas estudadas foi de
14,9 a 33,6% (FIGURA 11). Esta faixa coincide com os teores de carboidratos de
microalgas como Scenedesmus obliquus, Chlorella sorokiniana, Scenedesmus
sp., Pseudokirchneriella sp. com conteudo de carboidratos de 23,2, 22,2, 29,1 e
22,0%, respectivamente (DO NASCIMENTO et al., 2012). Assim mesmo, Chlorella
vulgaris e Chlorococcum sp, apresentam teor de carboidratos de 37 e 26% (CHEN
et al., 2013).

A producdo de carboidratos nas microalgas esta relacionada com a
formacdo de componentes estruturais da parede celular e estocagem de
compostos de no interior das células (MARKOU et al., 2012). Trata-se de
compostos de reserva que podem ser processados em biocombustiveis ou outras

biomoléculas, especialmente em um processo de biorrefinaria. Segundo CHEN et
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al., (2013) as espécies de Chlorella, Scenedesmus e Chlamydomonas sao

candidatos apropriados para a producao de carboidratos para alimentacdo animal.

FIGURA 11. COMPOSICAO DE CARBOIDRATOS DAS MICROALGAS ISOLADAS.
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4.4.4. Carotenoides totais

As microalgas sdo reconhecidas como uma fonte natural de carotenoides
(GONG e BASSI, 2016). No presente estudo, o teor nos carotenoides esteve na
faixa de 1,4 e 4,2 mg/g (FIGURA 12). Segundo MATA-GOMEZ et al., (2014), esta
faixa é de alta quantidade de carotenoides (> 0,5 mg/g), porém linhagens usadas
industrialmente apresentam microalgas carotenogénicas com contetdo de entre 1

e 14 mg/g (CARVALHO et al., 2014).

As microalgas que apresentaram maior conteddo de carotenoides foram as
Chlorella FPFO1 e GPFO5 com 4,1 e 4,2 mg/g, respectivamente. Estes resultados
sdo similares aos obtidos por MAADANE et al.,, (2015) que relataram conteudo de
carotenoides totais de alguma espécies como Isochrysis sp.(6,1 + 1,7 mg/qg),
Phaeodactylum tricornutum (6.3 mg/g) e Tetraselmis sp. (4,5 £ 0,9 mg/g), e
contetdos mais baixos de Navicula sp. e Chlorella sp.(0,374 £ 0,41 e 0,3 £ 0,4

mg/g), respectivamente. KUMAR et al., (2015) determinaram o conteddo de
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carotenoides totais em espécies selvagens de clorofitas obtendo uma faixa de
0,06 e 1,7 mg/g.

Considerando que esses teores de carotenoides foram encontrados nhas
microalgas em condi¢cdes vegetativas, € possivel que entre os isolados haja
potenciais produtores de carotenoides em maiores concentracdes - trabalhos
futuros devem ser realizados para investigar o efeito de stress osmoético ou alta

irradiacdo no teor de carotenoides da biomassa, comecando com as linhagens

FPAO1, FPFO1 e GPFOS.

FIGURA 12. COMPOSICAO DE CAROTENOIDES NAS MICROALGAS ISOLADAS.
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4.45. Cinzas

As microalgas isoladas apresentaram contetdos de cinzas entre 4,0 e 15,9%
(FIGURA 13). Estes resultados concordam com os reportados por COSTARD et
al,, (2012), que apresentaram conteddos entre 9,8 e 11,9% para microalgas
isoladas da costa brasileira. KENT et al., (2015) apresentam porcentagens de

cinzas de 5,71 e 7,02% para Chlorella sp. e Spirulina sp., respetivamente.
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FIGURA 13. COMPOSICAO DE CINZAS NAS MICROALGAS ISOLADAS.
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Além de carboidratos, proteinas e lipidios, o conteddo de cinzas € um
parametro importante para avaliar a eficiéncia de cultivo de microalgas como
matéria-prima (LIU et al., 2015). O conteddo de excessivo de cinzas em alimentos
€ geralmente indesejavel (KENT et al.,, 2015), porém, nas microalgas isoladas no
presente trabalho, o contetdo de cinzas é comparavel com alimento vegetais, que
apresentam teores de cinzas na faixa de 5 e 10% (matéria seca) (RUPEREZ,

2002).

4.5. SELECAO DE MICROALGAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

4.5.1. Microalgas lipidicas

Microalgas consideradas lipidicas normalmente possuem teor de lipideos
mais baixo em condi¢cdes vegetativas, e passam por uma etapa de lipogénese
com aporte de carbono para aumentar o teor lipidico, apés uma etapa de
crescimento da populacdo. No presente trabalho, quando as condicGes de
crescimento foram modificadas (tentativa de estresse celular) houve um notavel
aumento no teor lipidico; neste sentido, o critérios para a selecdo de microalgas

lipidicas foi o teor lipidico em condicdo de estresse por intensidade luminosa e
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limitacdo de nitrogénio e a velocidade especifica de crescimento nas condi¢bes de
estresse. Distinguiram-se dois grupos: microalgas com porcentagem de lipideos
>20% e outro grupo que apresenta teor lipidico entre 18 e 19%, este ultimo grupo
sao microalgas que poderiam ser exploradas por seu alto teor que apresentam

outras carateristicas de interesse (TABELA 18).

TABELA 18. CLASSIFICACAO DE MICROALGAS LIPIDICAS EM CONDIGCOES DE ESTRESSE.

Grupo Isolado % Lipideos p (dia™)*
IL LN IL LN
Monoraphidium FPA01 25 22 0,12 0,12
Grupo 1: Microalgas DLMNO1 25,7 22 0,23 0,2
com teor lipidico Chlorella FPF01 20,6 21,5 0,22 0,23
>20% JPF01 20,2 20,3 0,22 0,27
BPFO1 259 0,22
MPF02 31,4 0,19
GPG02 20,6 0,18

Grupo 2: Microalgas Scenedesmus NPP0O1 18,9 0,17

com teor lipidico entre BPF03 19,5 0,09
18 e 19% BPFO1 19,7 0,22

*Velocidade especifica de crescimento nas condi¢des de estresse, para estresse por intensidade
luminosa (IL) e estresse por limitacdo de nitrogénio (LN).

Note-se que as condi¢des de crescimento mudaram com a tentativa de
estresse: observou-se uma tendéncia de aumento na velocidade de crescimento
com estresse por intensidade luminosa e limitagdo de nitrogénio. Estes
parametros sdo importantes para inferir as linhagens com potencial para a
exploracdo dos lipideos. Nesse sentido, as microalgas destacadas (em negrito)
além dos lipideos, apresentam altas velocidades especificas de crescimento e
concentrac&o de biomassa com respeito as outras linhagens estudadas (FIGURA
6).

4.5.2. Microalgas proteicas

Todas as microalgas isoladas apresentaram alto teor proteico superior a
20%, considerado como proteico, porém se selecionaram 4 microalgas com
conteudos de proteinas superiores a 40% (TABELA 19), divididas em 2 grupos:
microalgas com conteudo de proteinas entre 40 e 60% e outro grupo com

microalgas com conteudo de proteinas maior que 60%. Além do teor protéico, se
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avaliou a velocidade especifica de crescimento e a concentracido de biomassa

como parametros importantes para sugerir as microalgas com potencial protéico.

TABELA 19. CLASSIFICACAO DE MICROALGAS PROTEICAS.

Grupo Isolado %Proteinas p(dia”) Xmax Eficiéncia  Pgcso
(gl Sed.4 h (atm)
Scenedesmus 63,8 0,12 0,20 81,2 1012,6
. 0, ’ 1 1 ’ 1
Grupo 1: >60% NPAO1
Grupo 2: MPFO01 472 0,26 0,15 80,6 12426
Microalgas
com teor BPF05 46,8 0,09 0,24 98,5 368,2
proteico entre
40 e 60% BPF03 423 0,09 0,24 95,8 533,8

A microalga Scenedesmus NPAO1 foi melhor classificada em relagdo ao
alto teor protéico, enquanto que as microalgas MPF01, BPF05 e BPFO3 foram
classificadas no grupo 2 e apresentaram carateristicas sobressaidas tanto na

velocidade especifica de crescimento, quanto na concentracdo de biomassa.
4.5.3. Microalgas com alto conteudo de carboidratos

Microalgas com alto conteudo de carboidratos foram classificaram na TABELA 20,

em 2 grupos: grupo 1 >30% no teor de carboidratos e grupo 2 entre 20 e 30%.

TABELA 20. CLASSIFICACAO DE MICROALGAS POR SEU ALTO TEOR DE CARBOIDRATOS.

Grupo Isolado % p(dia’) Xmx  Eficiéncia  Pgreso
Carboidratos (g/) Sed. 4 h (atm)
JPFO1 336 011 013 97.9 279.5
S 0, ’ ’ ’ ’ ’
Grupo 1: >30% MPFO1 310 026 0,14 806 12426
BPFO1 23.0 012 015 986 485.2
Grupo 2: entre BPF03 221 009 024 958 5338
20 & 30%
Monoraphidium 211 007 020 99.0 336.9
BPAO1

E importante destacar que as linhagens JPFO1 e MPF0O1 apresentaram maior

conteudo de carboidratos, assim como melhores carateristicas nos parametros de
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crescimento. O grupo 2 apresenta um importante conteudo, mas ainda pode ser

explorado otimizando as condi¢des de crescimento.
4.5.4. Microalgas com potencial carotenogénico

As microalgas com potencial carotenogénico sdo mostradas na TABELA 21.
Segundo os critérios estabelecidos todas as microalgas apresentaram conteudos
altos de carotenoides totais, porém destacaram-se as que apresentam maior
quantidade de carotenoides totais (> 3,0 mg/g) contrastado com os parametros de

crescimento.

As microalgas GPFO05 e Chlorella FPFO1 apresentaram 0s maiores
conteudos de carotenoides, porém, apresentam parametros de crescimento baixos
para as condi¢gbes de crescimento testadas. Monoraphidium FPAO1 e JPFO1,
apresentaram importante conteudo de carotenoides contrastados com bons

parametros de crescimento.

A linhagens Monoraphidium FPAO1, JPFO1 e Scenedesmus NPAO1 foram
as linhagens destacadas: Monoraphiudium na produgéo de lipideos, carboidratos
e carotenoides, JPFO1 na producdo de lipideos, carboidratos e carotenoides e
Scenedesmus NPAO1 na producdo sobressaida de proteinas com producédo
consideravel de biomassa. Adicionalmente, a microalga BPF03, destacou-se na

producéo de lipideos, proteinas e carboidratos.

TABELA 21. CLASSIFICACAO DE MICROALGAS COM POTENCIAL CAROTENOGENICO.

Isolado Carotenoides p(dia”) Xmx(g/l) Eficiéncia Prcso
totais (mg/q) Sed.4h (atm)

GPFO05 42 0,10 0,04 96,9 2481
Chlorella FPFO01 41 0,05 0,14 88,3 193,7
Monoraphidium FPAO1 3,8 0,07 0,20 99,0 336,9
JPFO01 3,6 0,11 0,13 97,9 279,5
BPF05 34 0,09 0,24 98,8 368,2
GPG02 34 0,03 0,01 89,9 336,9
MPAO2 3,1 0,13 0,16 90,7 453,6
MPAO3 3,0 0,07 0,14 84,0 1077,1
MPFO03 3,1 0,07 0,16 92,1 711,1
BPF03 3,0 0,10 0,24 95,8 533,9
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As eficiéncias de sedimentagdo forma altas para todas as microalgas
selecionadas em relacdo a cada parametro quimico, mas ha importante diferenca
na facilidade de rompimento. Este ultimo pardmetro deve ser considerado, porque

afeta os processos de downstream.
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5. CONCLUSOES

Das 31 microalgas isoladas, 20 foram caracterizadas fisica e quimicamente
quanto a seu teor lipidico, carboidratos, proteinas, carotenoides, tamanho, pressao
para rompimento de 50% das células, e eficiéncia de sedimentacdo, em meio
BG11.

As condicbes de estresse por intensidade luminosa e limitacdo de nitrogénio
testadas no presente estudo nao significaram estresse celular para as microalgas
testadas, pelo contrario se evidenciou um aumento na concentragdo celular com
respeito ao meio sem estresse. Na condigdo de estresse osmoético, foi mostrada

uma tendéncia das microalgas a diminuir a concentracao celular.

Todas as linhagens testadas ao serem submetidas a estresse por intensidade

luminosa, osmoética e limitacdo de nitrogénio aumentaram o teor lipidico.

Em condigbes normais de crescimento (sem estresse), as linhagens isoladas
nao apresentaram conteudo de lipideos comparaveis com microalgas lipidicas
(>20%). As microalgas Monoraphidium FPAO1 e JPFO1, apresentaram potencial
como microalgas lipidicas em condi¢cdes de estresse por alta luminosidade e
limitagdo de nitrogénio. As microalgas JPFO1 e MPFO1 apresentaram potencial
para producdo de carboidratos. Ja Scenedesmus NPAO1 e MPFO1 apresentaram

alto teor proteico (63%), com potencial como microalgas proteicas.

As microalgas Monoraphium FPAO1, JPFO1, BPFO3 apresentaram
versatilidade por que apresentaram potencial em varios parametros quimicos

avaliados.

Para varredura rapida de linhagens € importante considerar como parametros
principais 0s quimicos como a porcentagem de lipideos, carboidratos e proteinas
ao mesmo tempo que a cinética de crescimento e produgdo de biomassa.
Parametros fisicos como tamanho, biovolume, eficiéncia de sedimentagcdo e
pressdo de rompimento, poderiam considerar-se parametros secundarios para

potencializar ainda mais a procura de linhagens promissoras.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A bioprospecgao em si mesma tem como objetivo abrir um campo de estudos
que se desconhece. Neste caso, das microalgas testadas em determinadas
condi¢cdes, se selecionaram algumas com potencial biotecnoldégico em diferentes

areas.

Num primeiro momento, sugere-se a exploracdo das linhagens sugeridas
dentro de cada grupo (microalgas lipidicas, carotenogenicas, proteicas e com teor
de carboidratos). Nessa avaliacdo, explorar 0 comportamento dos lipideos e

carotenoides em estresse resulta importante.

Outro campo de estudo é a otimizagdo de meios, procurando aumentar a
produtividade de biomassa e metabolitos, assim mesmo, o estudo morfolégico e a

identificacdo por biologia molecular para as linhagens sobressaidas.
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8. ANEXOS
8.1. ANEXO 1. MEIOS DE CRESCIMENTO DE MICROALGAS

TABELA 22. MEIO BRISTOL MODIFICADO (BRISTOL) SEM MICRONUTRIENTES (WONG, 2000)

Reagente* Quantidade (g/L)
NaNO3 0,25
CaClz.2H20 0,025
MgSO4.7H20 0,075
KzHPO4 0,075
KH2POa4 0,17
NaCl 0,025
Agua destilada 1000 ml

TABELA 23. MEIO BRISTOL MODIFICADO (MBB) (WONG, 2000)

Reagente Quantidade (g/l)
NaNO3 0,25
CaCl2.2 H20 0,025
MgSO4.7TH2O 0,075
K2HPO4 0,075
KH2PO4 0,17
NaCl 0,025
Solucéo de micronutrientes* 10 ml
Agua destilada 990 ml
*Solucédo de Micronutrientes
Reagente Quantidade (mg/l)
EDTA.Naz 540
FeCls.s HXO 500
CaClz.6s HXO 26,55
Colz.6 H2O 0,02
CuS04.5H20 0,01
MnCl2.4H20 0,3
Naz:MoOQOas.. H.O 0,05
ZnS04.7H20 0,04
Agua destilada 1000 ml

TABELA 24. MEIO ES MODIFICADO (SAG).

Reagente* Solugéo stock Volume em
(g/100 ml) solucédo (ml)
KNOs 1 20
KaHPOa4 0,1 20
MgSO4.7H2O 0,1 20
Agua destilada 940

*Meio sem micronutrientes e sem extrato de solo



TABELA 25. MEIO BG11 (SAG)

Solucédo stock Volume em
(9/100 ml)__ solucédo (ml)
NaNO3 15 10
K2HPO4. 3H20 0,4 10
MgS04.7H20 0,75 10
CaCl2.2H20 0,36 10
Acido citrico 0,06 10
Citrato de amonio férrico 0,06 10
EDTA 0,01 10
Na2CO3 0,2 10
Solucéo de micronutrientes* 1
Agua destilada 919
*Solucdo de micronutrientes
Reagente Quantidade (mg/l)
HsBOs 61,0
MnS04.H20 169,0
ZnSO4.7TH2O 287,0
CUSQOs.5 H20 2,5
(NH4)aMo7024.4H20 12,5
Agua destilada 1000 mi

TABELA 26. MEIO DIAT. (SAG)

Reagente* Solucéo stock Volume em
(g/100 ml) solucédo (ml)
Ca(NO3)2 0,2 20
K2HPO4 0.1 10
MgS0O4.7H20 0.1 25
Na2CO3 0,1 20
Na2Si03.9H20 0,1 50
Fe-citrato 0.1 10
Acido citrico 0.1 10
Extrato de solo** 30
Solucéo de micronutrientes*** 5
Agua destilada 820
***Solucdo de micronutrientes
Reagente Solucéo stock Volume em
(9/100ml) solugéo (ml)
ZnS04.7H20 0,1 1
MnS0O4.4H20 0,1 2
H:BOs 0,2 5
Co(NO3)2.6H20 0,02 5
Na2Mo0O4.2H20 0,02 5
CuS04.5H20 0,0005 1
Agua destilada 981
FeS0O4.7H20 0,79
EDTA (Triplex Ill, Merck) 089

*Foi adicionado 1 ml de solug&o de Tiamina (0,19/100ml)
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*Extrato de solo: O extrato foi preparado seguindo as instru¢cdes de SAG. Se escolheu um
solo com baixa quantidade de humus e baixo teor de arcila. Em um erlermeyer de 6 L se
agregou o solo (terceira parte do recipiente) e se adicionou agua até 5 cm acima do solo,
posteriormente, se esterilizou durante 1 hora, duas vezes, com intervalos de 24 h. A
solucdo foi filtrada e centrifugada. O extrato foi distribuido em frascos e autoclavado
durante 15 min a 121°C e armazenado na geladeira.

TABELA 27. MEIO B (SAG).

Reagente Solucgédo stock Volume em

(g/100 ml) solucédo (ml)
NHACI 0,4 20
K2HPO4 0,1 10
MgSO04.7H20 01 20
CaSU4 Solugéo saturada 10
Acetato de Sodio 1 10
Asparagina 1 50
Solucédo de micronutrientes* 5
Agua destilada 875

*A solucdo de micronutrientes usada foi a mesma do meio Diat.

TABELA 28. MEIO 1/2SWES (SAG).

Reagente Solucgao stock Volume em

(9/100 ml) solugéo (ml)
KNOa 1 20
K2HPU4 01 20
MgSO04.7H20 01 20
Extrato de solo* 30
Solucdo de micronutrientes** 5
Agua destilada 450
Agua marinha*** 455

*A formulagéo do extrato de solo foi a mesma usada para o meio Diat.
** A solucdo de micronutrientes usada foi a mesma do meio Diat.
***A agua marinha se realizou com 36,24 g/l de uma mistura de sais.

TABELA 29. MEIO ACID MODIFICADO (SAG).

Reagente* Solucgéo stock Volume em
(9/100 ml) solugéo (ml)
(NH4)2504 1 100
k2hp04 0,1 20
MgSO4.7H2O 0.1 20
Extrato de solo** 30
Agua destilada 830

* O meio a pH neutro e adicdo de 5x104 g/l de tiamina.
**A formulagéo do extrato de solo foi a mesma usada para o meio Diat.



TABELA 30. MEIO DUN MODIFICADO (SAG).

Reagente* Solucao stock Volume em
(9/100 ml) solugéo (ml)
kno3 11,8 10
kZhpo4 4 10
KCl 5 10
Agua marinha** 964

*O meio foi preparado sem extrato de solo.
** A agua marinha se realizou com 36,24 g/l de uma mistura de sais.

TABELA 31. MEIO VOL AG MODIFICADO (SAG).

Reagente* Solucgéo stock Volume em
(9/100 mi) solugdo (ml)
Ca(NOs)2.4H20 11,8 10
MgSO4. 7TH20 4 10
KCI 5 10
Solucéo de micronutrientes 6
Glicina 500 mg
Agua destilada 964

*O meio foi preparado sem glicerolfosfato de sédio e adicdo de 5x10-4g/l.

TABELA 32. MEIO Z (ZENDLER) (SAG)

Solucgéo stock

Reagente (ma/l)
NaNOs 467,0
Ca(NOs)2.4H20 59,0
K2HPO4 31,0
MgS04.7H20 25,0
Na2COs 21,0
Complexo Fe-EDTA* 10,0
Solucéo de micronutrientes** 0,08 ml
Agua destilada 1000 ml
*Solucdo de micronutrientes
Reagente Quantidade (mg/l)
HsBOs 310,0
MnSO4.4H20 223,0
Na2aw04.2H20 3,3
(NH4)6Mo07024.4H20 8,8
KBr 11,9
Kl 8,3
ZnSO4.7H20 28,7
Cd(NOs)2.4H20 15,4
Co(NO926H20 14,6
NiSO4(NH4)2S04.6H20 19,8

AI2(SO4)SK2S04.24H20 47,4

89
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*Complexo Fe-EDTA: 5 ml de uma solucédo de FeCI26H20 0,1M em O0,1N de HCl e 5 ml
de uma solucédo de EDTA 0,1M, adicionado em agua destilada ate completar 500 ml.

TABELA 33. MEIO SWES (SAG).

Reagente* Solucéo stock Volume em

(9/100 ml) solugéo (ml)
NaNOS 10 10
KH2PO4 0,5 10
MgSO4.7H2O 24,4 10
KCl 6,0 10
CaCl22H20 SG 10
Solucédo de micronutrientes** 6
944

Agua marinha***
**Solugdo de micronutrientes
Quantidade (mg/l)

Reagente
FeCIS.6H20 97.0
MnCI24H20 41.0

ZnCI2 5.0
CoCI26H20 20
NaMoO4.2H20 4,0

*Se adicionou 0,5ml/I de de uma solucéo de tiamina (0,12g/100ml)
"*A agua marinha se realizou com 36,24 g/l de uma mistura de sais.

TABELA 34. MEIO MIEB12 (SAG)

Reagente* Solucgéo stock Volume em
(g/100 ml)___ solucdo (ml)
KNOS 1 10
(NH4)2HPO4 0,2 5
MgS04.7H20 01 10
CaS0O4 Solucéo saturada 10
Extrato de solo** 20
Solucédo de micronutrientes*** 5
940

Agua destilada
*O meio foi preparado sem extrato de turfa e adicdo de 5x10-4 g/l de tiamina.

**A formulacdo do extrato de solo foi a mesma usada para o meio Diat.
***A solucdo de micronutrientes usada foi a mesma do meio Diat.



