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RESUMO 
 
 

Microalgas apresentam capacidade de se desenvolver em diferentes 
condições de temperatura, salinidade, disponibilidade de nutrientes e intensidades 
luminosas, permitindo seu bom desenvolvimento em cultivos em laboratório em 
pequena e grande escala. Têm sido foco de grande destaque em pesquisas visando 
sua aplicação na indústria biotecnológica. Apresentam um grande número de 
espécies, porém há uma limitação na correta identificação, pois esta ainda depende 
quase que exclusivamente de análises morfológicas. A identificação de microalgas 
por meio de metodologias que envolvam análises moleculares ainda está em 
desenvolvimento, na busca por sequências informativas para este grupo polifilético, 
visando contribuir para uma identificação robusta quando associada a estudos de 
morfologia. Decorrente destes estudos associados, a taxonomia de vários gêneros 
de interesse biotecnológico está sendo revista. As microalgas produzem em sua 
biomassa compostos com aplicações biotecnológicas como pigmentos, lipídios, 
carboidratos e proteínas. Dentre estas, destaca-se o gênero Tetradesmus pela sua 
capacidade de produção de biomassa e por conter macromoléculas de interesse, 
principalmente lipídeos e carboidratos. Neste sentido, este trabalho teve por objetivo 
identificar e avaliar o potencial biotecnológico para a produção de carboidratos, 
lipídeos e pigmentos pelo isolado Tetradesmus LGMM12, isolado da represa do Iraí 
– PR. Para a identificação taxonômica deste isolado foram realizadas análises 
morfológicas, por microscopia de luz e eletrônica de varredura, e moleculares, por 
sequenciamento da região ITS do DNA ribosomal. A morfologia do isolado LGMM12 
é compatível com o gênero Tetradesmus, pois apresenta células fusiformes, 
formação de cenóbios coma morfologia típica de disposição das células. Na análise 
molecular, foi gerada uma árvore filogenética por inferência bayesiana com 
sequências da região ITS das espécies disponíveis de Tetradesmus no banco de 
dados GenBank. Na árvore gerada, o isolado LGMM12 formou um ramo isolado, 
indicando se tratar de uma nova espécie de Tetradesmus. Nas análises de 
composição de biomassa de LGMM12 foram utilizadas diferentes concentrações de 
carbono (C), nitrogênio (N) e fósforo (P) no meio de cultivo CHU, em um total de 12 
combinações. O tratamento composto por 5g/L de glicerol como fonte de C, metade 
da concentração padrão de P (0,125 g/L) e o dobro da concentração padrão de N 
(0,5 g/L) apresentou produtividade diária de 0,09 g/L de biomassa e o tratamento 
composto por 5g/L de glicerol, 0,5 g/L de N e 0,5 g/L de P apresentou produtividade 
diária de 0,10 g/L de biomassa. Foi observado que o isolado LGMM12 teve uma 
produção de carboidratos superior a 30% na biomassa seca em nove tratamentos 
testados e no controle. Para a produção de lipídeos a condição composta por 10g/L 
de glicerol, 0,125 g/L de N e 0,125 g/L de P possibilitou a recuperação de 26% de 
lipídeos da biomassa seca. A condição composta por 0,5 g/Lde N, 0,25 g/L de P e 
ausência de C, possibilitou a recuperação de 2,83% de clorofila da biomassa seca 
deste isolado. Concluindo, Tetradesmus LGMM12 possui capacidade para produzir 
macromoléculas de interesse biotecnológico, e esta produção é modulada por 
alterações nas condições de cultivo, fornecendo uma base para estudos futuros que 
visem potencializar a produção de moléculas de interesse. 
Palavras-chave: Taxonomia molecular; Tetradesmus; Bioprodutos; ITS, Inferência 
Bayesiana 
 
 



 
 
 

ABSTRACT 
 

Microalgae can grow under different temperature, salinity, nutrients, and luminous 
intensities, allowing their development in small and large scale laboratory crops. They 
have been the focus of research due to their application in the biotechnology 
industry. This polyphyletic group has a large number of species, but the correct 
identification still depends almost exclusively on morphological analysis. The 
identification of microalgae using molecular analysis is being developed to contribute 
to a robust identification when associated with morphology studies. As a result of 
these studies, the taxonomy of several genera of biotechnological interest is being 
revised. Microalgae produce compounds in their biomass with biotechnological 
applications such as pigments, lipids, carbohydrates, and proteins. The genus 
Tetradesmus stands out for its biomass production and contains macromolecules of 
interest, mainly lipids, and carbohydrates. In this sense, this work aimed to identify 
and evaluate the biotechnological potential for the carbohydrates, lipids, and 
pigments production by the Tetradesmus LGMM12, isolated from the Iraí dam - PR. 
For the taxonomic identification of this isolate, morphological analysis was performed, 
using light and scanning electron microscopy, and molecular analysis, by sequencing 
the ITS region of the ribosomal DNA. The isolate LGMM12 morphology is compatible 
with the genus Tetradesmus, as it presents spindle cells, the formation of cenobes 
with the typical cell disposition. A phylogenetic tree was generated by Bayesian 
inference with ITS sequences from Tetradesmus species in the GenBank database. 
In the generated tree, the isolate LGMM12 formed an isolated branch, indicating a 
new species of Tetradesmus. The biomass composition analysis of LGMM12 was 
performed at 12 combinations of different concentrations of carbon (C), nitrogen (N), 
and phosphorus (P) using CHU culture medium as a basis. The treatment consisting 
of 5 g / L of glycerol as a source of C, half the standard concentration of P (0.125 g / 
L) and twice the standard concentration of N (0.5 g / L) showed daily productivity of 
0.09 g / L of biomass and the treatment composed of 5 g / L of glycerol, 0.5 g / L of N 
and 0.5 g / L of P showed daily productivity of 0.10 g / L of biomass. It was observed 
that the LGMM12 had a carbohydrate production above 30% in the dry biomass of 
nine treatments tested and in control. For the production of lipids, the condition 
composed of 10g / L of glycerol, 0.125 g / L of N, and 0.125 g / L of P enabled the 
recovery of 26% of lipids from the dry biomass. The condition composed of 0.5 g / L 
of N, 0.25 g / L of P, and absence of C, allowed the recovery of 2.83% of chlorophyll 
from the dry biomass. In conclusion, Tetradesmus LGMM12 can produce 
macromolecules of biotechnological interest, and changes in culture conditions 
modulate this production. This information can provide a basis for future studies that 
aim to enhance the production of these molecules. 
Keywords: Molecular taxonomy; Tetradesmus; Bioproducts; ITS, Bayesian inference 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A busca por microalgas com potencial biotecnológico encontra desafios quanto à 

identificação dos isolados recuperados no ambiente, uma vez que a identificação 

destes organismos é baseada, majoritariamente, em análises morfológicas. Todavia, 

estudos mais recentes de taxonomia têm unido análises morfológicas e análises 

moleculares,fornecendo informações mais consistentes quanto à história evolutiva 

de cada gênero e suas respectivas espécies. A bioprospecção e subsequente 

identificação de isolados de microalgas do ambiente fornecem à indústria, 

alternativas renováveis e mais sustentáveis de fonte de moléculas com 

aplicabilidade industrial.  

 Microalgas do gênero Tetradesmus são de fácil manipulação em laboratório e 

apresentam potencial para a produção de biomassa rica em uma série de 

macromoléculas de interesse biotecnológico, como lipídeos, carboidratos, pigmentos 

e proteínas (DI CAPRIO et al., 2019). Isolados deste gênero são utilizados pela 

equipe de pesquisa do Laboratório de Genética de Micro-organismos (LabGeM) e 

Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentável (NPDEAS) da 

Universidade Federal do Paraná. 

 Para que os bioprodutos de microalgas possam ser aplicados em escala 

industrial, busca-se entender o metabolismo e a fisiologia destes organismos 

visando encontrar as condições ideais de cultivo que potencializam a produção de 

moléculas de interesse. Alterações no fornecimento de nutrientes para o cultivo de 

microalgas tem se mostrado eficientes para potencializar a produção de moléculas 

como carboidratos e lipídeos.  

Desta maneira, este trabalho buscou entender as respostas fisiológicas de 

uma microalga nativa do Paraná frente ao cultivo com diferentes concentrações de 

três principais nutrientes (Nitrogênio, Fósforo e Carbono). Observou-se o efeito das 

alterações na produção de biomassa, carboidratos, lipídeos e pigmentos. Além 

disso, foi realizada a identificação desta microalga por meio de caracterização 

morfológica e sequenciamento de DNA. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 MICROALGAS 
 

Microalgas são, em sua maioria, autotróficas (BICUDO, MENEZES, 2006), 

todavia, alguns organismos podem ser secundariamente heterotróficos ou 

mixotróficos (TUCHMAN, 1996). Habitam principalmente ambientes aquáticos de 

água doce, salgada ou estuários (BICUDO, MENEZES, 2006). 

As microalgas são responsáveis por cerca de 60% da produção primária de 

energia do planeta, transformando, por meio da fotossíntese, energia luminosa em 

energia química (RAVEN et al., 2001), além de apresentarem grande importância na 

fixação de carbono (BELLINGER, SIGEE, 2010).  

As microalgas apresentam características morfológicas (cloroplastos, 

ultraestrutura celular), bioquímicas (pigmentos, ácidos graxos) e fisiológicas (ciclo de 

vida) bastante diversificadas, as quais, muitas vezes, são utilizadas para diferenciar 

entre os milhares de espécies existentes desses organismos (ANDERSEN, 2004). 

Podem, ainda, ser diferenciadas de acordo com a sua produção de pigmentos, 

Chlorophytas (algas verdes), Cyanophytas (algas azuis), Chrysophytas e 

Bacillariophytas (algas douradas), Phaeophytas (algas castanhas) e Rhodophytas 

(algas vermelhas) (JOHN, WHITTON, BROOK, 2002). 

O filo das Chlorophytas ou algas verdes abriga quatro classes, sendo elas 

Micromonadophyceae, Charophyceae, Ulvophyceae e Chlorophyceae (TOMASELLI, 

2004). As Chlorophytas são microalgas eucariontes, que podem ser encontradas nas 

formas unicelular, colonial, filamentosa, ou com variações destas morfologias 

(BARSANTI; GUALTIERI, 2006).  

As Chlorophytas apresentam clorofilas A e B, vários carotenóides e podem 

formar e armazenar amido e ácidos graxos em seus cloroplastos (TOMASELLI, 

2004). Além disso, possuem sua parede celular composta por celulose e outros 

polímeros, características que despertam grande interesse comercial e 

biotecnológico para o estudo destes organismos (REVIERS, 2010). 

 Além das características morfológicas, estudos utilizando análises 

moleculares têm sido utilizadas para sua classificação. Inicialmente, a classificação 

molecular de microalgas se baseou em estudos comparativos da região 16S do 
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RNAr de uma série de organismos (WOESE et al., 1990). Atualmente, com o avanço 

das técnicas moleculares, a identificação das microalgas em nível de espécie conta 

com análises conjuntas de características genéticas, morfológicas e fisiológicas 

(KOVAČEVIĆ et al., 2010). 

 

 

2.2 FAMÍLIA Scenedesmaceae 

 

 

A família Scenedesmaceae foi descrita por Oltmanns em 1904, pertence ao 

filo das Chlorophytas, classe Chlorophyceae. Hegewaldet. al (2010) haviam 

subdividido a família em cerca de 29 gêneros, todavia Krienitz, Bock (2012) por meio 

de estudos moleculares reconheceram apenas 13 gêneros, dentre eles 

Acutodesmus, Desmodesmus, Scenedesmus e Tetradesmus. 

Os organismos da família Scenedesmaceae podem ser encontrados 

comumente em águas continentais ao redor do globo, apresentando grande 

plasticidade morfológica (JOHNSON et al.,2007). São caracterizados por sua 

capacidade de formar cenóbios, muitas vezes com 4 células, que podem estar 

dispostas em um ou mais planos (KOMÁREK, FOTT, 1983). A parede celular desses 

organismos é formada por uma camada interna de celulose e outra (ou várias 

outras) de esporopolenina (ATKINSON et al. 1972), sendo que na camada mais 

externa podem apresentar ornamentações. O formato das células é variado, sendo 

encontradas células cocóides, elípticas, fusiformes e lunadas (GODINHO, 2009). 

O gênero Scenedesmus inicialmente abrigava os gêneros Acutodesmus e 

Desmodesmus como subgêneros, sendo que organismos do gênero Tetradesmus 

eram identificados como pertencentes ao subgênero Acutodesmus (OLIVEIRA, 

2015). 

Nas últimas décadas, estudos combinados de microscopia eletrônica e 

análises moleculares baseados principalmente nas regiões genômicas 18S rDNA e 

ITS-2 rDNA abriram o gênero Scenedesmus e elevaram os subgêneros 

Acutodesmus (TSARENKO, PETLEVANNY, 2001) e Desmodesmus (AN et al., 1999) 

a gênero.  

 

 



 
15 

2.3 GÊNEROTetradesmus 
 

 

O gênero Tetradesmus foi descrito inicialmente por Smith (1913) baseado 

apenas na espécie Tetradesmus wisconsinensis a partir de cultivo preparado em 

laboratório. Todavia, a espécie apresentou semelhanças com a espécie 

Scenedesmus acutus Meyen (1829), desta maneira CHODAT (1926) fundiu a 

espécie ao gênero Scenedesmus baseado na observação da grande variabilidade 

encontrada nos organismos desde gênero quando cultivados em diferentes 

condições.  

Fott, Komárek (1983) reconheceram o gênero Tetradesmus novamente, ao 

qual incluíram a espécie Tetradesmus cumbricus. Contudo Hegewald, Haganata 

(2000) incluíram Tetradesmus como sinônimo do subgênero Acutodesmus. 

Posteriormente, utilizando técnicas moleculares Tsarenko, John (2011) 

analisaram as relações taxonômicas entre Acutodesmus, Desmodesmus e 

Scenedesmus utilizando análises de ITS-2 (Internal Transcribed Spacer) rDNA, 

servindo como base para estudo  realizado por Wynne, Hallan (2015), que 

reintegraram a nomenclatura original proposta por Smith (1913), recuperando 

espécies ao gênero Tetradesmus.  

Algumas espécies atualmente identificadas como Tetradesmus ainda podem 

ser encontradas na literatura como Acutodesmus ou Scenedesmus, como 

Acudodesmus obliquus e Scenedesmus dimorphus, embora bancos de dados como 

o Algae base as reconheça como pertencentes ao gênero Tetradesmus (GUIRY, 

GUIRY, 2015).  

Os desafios encontrados para identificação das espécies de microalgas 

podem estar relacionados à sua grande plasticidade fenotípica, além disso, por 

muito tempo a identificação e análise das relações taxonômicas das 

Scenedesmaceae eram baseadas somente em características morfológicas.  

As análises morfológicas são de grande importância para a identificação dos 

mais diversos organismos, todavia, a presença de homoplasias pode fazer com que 

organismos diferentes sejam identificados como pertencentes à mesma espécie.  

Concomitantemente, hábitos de vida (POTTER et al. 1997), reprodução 

assexuada (que pode manter mutações), existência de espécies crípticas (KRIENITZ 

et al. 2001), são fatores importantes que tornam a identificação taxonômica de 
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microalgas cada vez mais desafiadora de ser realizada somente pela análise 

morfológica destes organismos. Desta maneira, estudos simultâneos entre análises 

moleculares e morfológicas para a identificação taxonômica se fazem cada vez mais 

necessárias. 

 

 

2.4 IDENTIFICAÇÃO MORFOLÓGICA DE Tetradesmus 

 

 

A análise morfológica de identificação taxonômica clássica, utilizada por 

autores como Fott, Komárek (1974), se baseia na observação de características 

como a capacidade das microalgas em formarem ou não cenóbios (colônias), a 

forma de alinhamento dos cenóbios (um ou mais planos de alinhamento), número de 

células que formam o cenóbio (2,4,6 ou mais células), disposição das células no 

cenóbio e forma com que se unem umas às outras (por uma ou ambas as 

extremidades, paralelas, inclinadas, lineares). Além disso, também são observadas 

características como a presença e o tipo de ornamentação existente na parede 

celular externa (GODINHO, 2009). 
A morfologia do gênero Tetradesmus geralmente se caracteriza por células 

com formato fusiformes e lunado (FIGURA 1-A), formando cenóbios com 2 a 4 

células dispostas em diferentes planos (FIGURA 1-A). As células se unem através 

das margens convexas (FIGURA 1-B), formando um padrão cruciforme em vista 

apical (FIGURA 1-C). Com ápices pontiagudos a arredondados, que se curvam na 

direção oposta ao cenóbio (FIGURA 1-D)(GODINHO, 2009). 

Atualmente a lista das espécies descritas para o gênero Tetradesmus pode 

ser encontrada no banco de dados Algae Base (www.algaebase.org). Existem 26 

nomes de espécie no banco de dados, sendo 9 deles intraespecíficos e 14 delas 

aceitas taxonomicamente (GUIRY, GUIRY, 2020). 

A análise das características morfológicas das espécies listadas mostra 

espécies com padrões variados de formato celular, com formas elipsoides (T. crocinii 

(FOTT, KOMAREK, 1974); T. dissociatus (VERSES, TRAINOR, 1966)), formas 

fusiformes (T. bernardii (SMITH, 1916); T. dimorphus (TURPIN, 1828). São descritas 

também espécies que não formam cenóbios, como T. adustus (TERLOVA, LEWIS, 

2019), T. deserticola (LEWIS, FLECHTNER, 2004), entre outras. Tais variações 
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morfológicas demonstram a grande variabilidade fenotípica encontrada nos 

indivíduos do gênero Tetradesmus. 

 
FIGURA 1- CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DA ESPÉCIETIPO DO GÊNERO 

Tetradesmus (Tetradesmus wisconsinensis) 

Legenda: Figura A mostrando o formato lunado das células unidas formando um cenóbio de 4 

células. Figura B, flechas verdes apontando a união das células através das margens 

convexas. Figura C mostrando a vista apical do cenóbio, evidenciando o formato cruciforme. 

Figura D, flechas vermelhas apontando para os ápices com formato pontiagudos das células. 

FONTE: Adaptado de FOTT, KOMÁREK, 1974. 

 

2.5 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE Tetradesmus sp. 
 
 
Para que as análises genéticas sejam eficientes na identificação de 

microalgas em nível de espécie, é indispensável utilizar regiões do DNA 

suficientemente informativas (EVANS et al. 2007). Um barcode eficaz de DNA, por 

exemplo, precisa conter regiões flanqueadoras conservadas, facilitando desenho de 

primers (MACGILLIVARY, KACZMARSKA, 2011). 

A utilização de COX I (cyclooxygenase-1) para algas verdes não se mostrou 

muito eficaz por ser uma região muito variável, exigindo a utilização de primers 

diferentes para cada táxon (FUČÍKOVÁ et al. 2011), além de apresentar muitas 

regiões intrônicas que tornam o desenho de novos primers uma tarefa complicada 

(TURMEL et al. 2002; SAUNDERS, KUCERA 2010). Embora muito utilizado, o gene 

18S rDNA exige a utilização de outros genes para auxiliar na identificação das 

relações filogenéticas em algas verdes (FUČÍKOVÁ et al. 2011). O gene rbcL (large 

subunit of Ribulose Bisphosphate Carboxylase), utilizado em alguns estudos para 

macroalgas verdes marinhas mostra-se um potencial marcador para microalgas 
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verdes. Contudo, também pode apresentar muitos íntrons, o que pode dificultar a 

sua aplicação para taxonomia de microalgas (HANYUDA et al., 2000). O fator de 

alongamento plastidial (tufA) também vem sendo usado como potencial marcador 

para análises filogenéticas em espécies de algas verdes, porém sua eficácia ainda 

não foi confirmada (FAMA et al., 2002).  

Outras regiões muito utilizadas e que apresentaram eficácia na identificação 

de algas verdes são ITS1 e ITS2 do rDNA (ANet al. 1999, VAN HANNEN et al. 2000, 

2002, HEGEWALD, WOLF 2003, JOHNSON et al., 2007; ZOU et al., 2016, 

TERLOVA, LEWIS, 2019).  

JOHNSON et al., (2007), por exemplo, analisaram 100 cultivos e isolaram 24 

tipos de sequências diferentes, correspondendo a diferentes unidades taxonômicas. 

Tais resultados foram superiores aos obtidos nas análises morfológicas em 

microscópio óptico, demonstrando a eficácia da análise utilizando a região ITS na 

identificação de microalgas da família Scenedesmaceae, a qual pertence o gênero 

Tetradesmus. 

A identificação molecular do gênero Tetradesmus atualmente tem sido 

realizada principalmente por análise das regiões ITS1 e ITS2 (ANet al., 1999; VAN 

HANNEN et al., 2002; LEWIS E FLECHTNER, 2004; BUCHHEIM et al., 2011), e 

parte das regiões ribossomais 5,8S e 18S (TERLOVA, LEWIS, 2019).  

Algumas espécies do gênero Tetradesmus identificadas molecularmente 

utilizando a região ITS são Tetradesmus deserticola (LEWIS, FLECHTNER, 2004); 

Tetradesmus bajacalifornicus (LEWIS, FLECHTNER, 2019), entre outras. 

 A espécie Tetradesmus obliquus, amplamente pesquisada por seu potencial 

na produção de macromoléculas de interesse industrial, teve seu genoma completo 

sequenciado por Carreres et al., 2017, abrindo caminho para uma série de 

pesquisas voltadas ao melhoramento genético e identificação de genes de interesse. 

 

2.6 CULTIVO DE MICROALGAS 
 

 

Muitas microalgas apresentam grande capacidade de adaptação, o que torna 

seu cultivo em laboratório bastante acessível. A produção de moléculas de interesse 

pelas microalgas também pode estar relacionada a fatores ambientais e de cultivo, 
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fatores como a privação de nutrientes, alterações no pH, temperatura e incidência de 

luz podem afetar diretamente a produtividade (WASE et al.,2018).  

O cultivo de microalgas pode ser realizado principalmente por meio de 

sistemas abertos, como tanques ou sistemas fechados, como os fotobiorreatores 

(KUMAR et al. 2011). Os sistemas fechados permitem ao pesquisador um controle 

maior das variáveis que afetam o crescimento. Pois a intensidade de luz é mais bem 

distribuída, a temperatura, a adição de nutrientes e a injeção de CO2 podem ser 

controladas, além disso, cultivos fechados são menos suscetíveis a contaminantes 

como bactérias e fungos, por exemplo. Entretanto, esse sistema ainda possui custos 

elevados de manutenção e necessita manuseio por mão de obra especializada 

(UGWU, AOYAGI, UCHIYAMA, 2008). O cultivo em tanques, apesar de mais atrativo 

economicamente, não permite ao pesquisador o total controle dos parâmetros de 

cultivo (STEPHENSON et al. 2011). 

As microalgas geralmente são cultivadas em sistemas fotoautotróficos, no 

entanto, a possibilidade de outras formas de cultivo como heterotróficos e 

mixotróficos podem elevar a produtividade e reduzir os custos de produção de 

biomassa. Segundo Ren et al. (2013) o cultivo heterotrófico permite que as 

microalgas acumulem mais biomassa e produzam maior quantidade de lipídeos em 

menos tempo. Além disso, a redução dos custos ocorre, pois, o cultivo heterotrófico 

pode ser realizado em reatores independentes de luz, além de permitir o uso de 

águas residuais, dejetos zootécnicos, esgotos urbanos, ente outras como fonte de 

carbono e outros nutrientes. O uso de águas residuais para o cultivo heterotrófico 

torna-se promissor quando considerada a sustentabilidade econômica e ambiental 

do processo (DICAPRIO et al. 2019). 

Quando utilizado, o cultivo heterotrófico encontra alguns desafios, como a 

contaminação por bactérias e fungos, principalmente pela grande disponibilidade de 

carbono no meio. Desta maneira, algumas estratégias como a esterilização do meio 

de cultivo, dos materiais utilizados, a filtração dos gases fornecidos e o uso de 

antibióticos podem ser adotadas (DICAPRIO et al. 2019). 

O cultivo de microalgas em laboratório permite o controle e padronização da 

temperatura de cultivo. Cultivos de larga escala em tanques e fotobiorreatores estão 

sujeitos às alterações sazonais e diurnas, que acabam sendo um fator limitante para 

a produção de biomassa e lipídeos, principalmente os ácidos graxos (SOARES, 

2010).  
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Assim como a temperatura, a luminosidade é um fator importante no cultivo 

das microalgas. A incidência de luz recebida pelos organismos tem influência direta 

na fixação de carbono, produção de biomassa e taxa de crescimento das culturas 

(DERNER, 2006). Sendo que alterações na intensidade luminosa podem favorecer o 

crescimento das microalgas e potencializar a produção de pigmentos (DANESI et al., 

2004). 

Altas luminosidades podem causar foto inibição (RICHMOND, 2004) e a 

absorção de luz pelas células depende de sua distribuição no meio de cultura 

(RUBIO et al., 2003), já que o aumento da concentração celular pode levar ao 

autossombreamento (SOARES, 2010) 

Para evitar fatores como o auto sombreamento, o cultivo realizado com 

agitação permite que a luminosidade atinja as células das microalgas do cultivo de 

forma mais homogênea (DANESI et al., 2004). 

 

2.6.1 Nutrientes 
 

 Os meios de cultura devem ser produzidos permitindo a disponibilidade de 

micro e macronutrientes, equilibrando aqueles que são essencialmente necessários 

e aqueles que não afetam diretamente o crescimento dos organismos. Os 

macronutrientes são encontrados em maiores concentrações na composição das 

células, sendo eles carbono, hidrogênio, oxigênio, nitrogênio, silício, potássio, 

fósforo, sódio, cálcio, enxofre e ferro(COSTA et al., 2014). 

Considerando a capacidade fotossintetizante das microalgas, a presença de 

uma fonte de carbono nos meios de cultivo não se faz necessária. Ao adicionar N e 

P no meio de cultivo o crescimento das microalgas pode ser potencializado, o que 

aumenta o consumo de C e consequentemente leva a alterações na relação entre  

C: N: P (COSTA et al., 2014). 

O carbono, por seu papel fundamental na fotossíntese, está relacionado ao 

crescimento das microalgas, consequentemente, a ausência ou diminuição da 

concentração de carbono implica na redução na taxa de crescimento e pigmentos 

nas células. Enquanto que o aumento na concentração deste nutriente pode levar ao 

acúmulo de ácidos graxos e aumento do conteúdo de carboidratos (BERMAN-

FRANK, DUBINSKY, 1999).  
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Segundo Converti et al., (2009), a deficiência de nitrogênio no cultivo leva ao 

aumento da biossíntese e acúmulo de lipídeos e triglicerídeos. Outro efeito seria a 

diminuição na fixação de dióxido de carbono e produção de clorofila. 

A limitação do fósforo leva a redução na taxa de utilização de luz necessária 

para fixação de carbono e ao acúmulo de lipídeos e astaxantina (LI et al., 2010). A 

deficiência de fósforo também demonstrou causar diminuição na taxa de clorofila, 

conteúdo proteico e crescimento de microalgas (KOBAYASHI, KAKIZONO, NAGAI, 

1993). 

Estudo realizado por Gao et al. (2018) com Tetradesmus bernardii, 

demonstrou que cerca de 25 % do carbono no cultivo foi alocado para a produção de 

carboidratos e 19% para a produção de lipídeos. O mesmo estudo mostrou que 

quando cultivado em depleção de nitrogênio, a alocação de carbono ocorreu 

principalmente para a produção de carboidratos, chegando a 43%, e em depleção de 

fósforo a alocação de carbono ocorreu principalmente para a produção de lipídeos, 

chegando a 45%. Nota-se a importância da estequiometria entre C:N:P e sua 

relação fundamental com a produtividade das microalgas. Assim como, a adição de 

uma fonte de carbono ao sistema de cultivo pode potencializar a produção de 

moléculas de interesse (FIGURA 2). 

 
FIGURA 2 - CULTIVO MIXOTRÓFICO DE MICROALGAS COM ALTERAÇÃO NA 

CONCENTRAÇÃO DE MACRONUTRIENTES E BIOPRODUTOS FORMADOS

 
FONTE: A Autora, (2020). 
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2.7 IMPORTÂNCIA BIOTECNOLÓGICA DO GÊNERO Tetradesmus 

 

 

Na pesquisa biotecnológica, os indivíduos do gênero Tetradesmus despertam 

interesse devido a sua grande capacidade adaptativa, tolerando diversas faixas de 

temperatura, pH e condições de cultivo. Tais características permitem seu cultivo e 

manipulação em laboratório e até mesmo em largas escalas de cultivo, em 

fotobiorreatores.  

A grande adaptabilidade das microalgas deste gênero permite que sejam 

cultivas em águas residuais, com dejetos, esgotos urbanos, entre outras condições 

estressantes e ainda assim manter sua capacidade de produzir biomoléculas (Di 

Caprio et al. 2019). 
A facilidade do cultivo em laboratório permite entender melhor a cinética da 

produtividade de biomoléculas por organismos do gênero Tetradesmus. Estudos 

demonstram a capacidade dos indivíduos deste gênero para a produção de lipídeos, 

como triacilgliceróis (TAG) e acúmulo de carotenoides (GRAMA et al., 2014). 

Indivíduos do gênero Tetradesmus apresentam capacidade de acumular até 

55% de seu peso seco na forma de lipídeos e até 40% na forma de amido, segundo 

estudos realizados por Breuer et al. (2014). Ainda, Pignolet et al. (2013) 

demonstraram que dependendo da condição de cultivo, foi possível observar a 

produção de até 60% do peso seco de Tetradesmus obliquus na forma de proteínas. 

Outras moléculas de interesse produzidas por organismos desse gênero são 

pigmentos do tipo carotenóides, como astaxantinas (PIRASTRU et al. 2012). 
Na corrida por alternativas sustentáveis para a produção de combustíveis, 

organismos do gênero Tetradesmus ganham destaque não somente por seu 

potencial de produzir elevadas quantidades de lipídeos, entre eles os TAG para 

produção de biodiesel, mas também por sua capacidade de metabolizar hidrogênio, 

permitindo sua utilização na produção de biohidrogênio (VARGAS et al., 2016). Rosa 

et al.(2019) em seu trabalho desenvolvido no NPDEAS-UFPR demonstrou 

capacidade do isolado de Tetradesmus obliquus de produzir hidrogênio quando 

cultivado em meio TAP com depleção de enxofre. 
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2.8 BIOPRODUTOS DE MICROALGAS 
 
 

As microalgas são seres ricos em pigmentos como clorofila e carotenóides, 

são fontes de inúmeras vitaminas, como nicotinato, biotina e vitaminas do complexo 

B (SPOLAORE et al., 2006), também apresentam a capacidade de produzir lipídeos, 

como os triacilgliceróis (TAG) (JAEGER et al., 2014). Segundo Bahadar, Khan, 

(2013) as microalgas possuem capacidade para a produção de moléculas que 

servem como matéria prima para a produção de vários tipos de combustíveis, como 

biometano, biodiesel e bioetanol. Também podem produzir ácidos graxos poli-

insaturados, o que as tornam uma fonte alternativa para suplementar a alimentação 

tanto de humanos quanto animais (SPOLAORE et al., 2006). 

 

2.8.1 Carboidratos 
 

 A parede celular das microalgas de forma geral apresenta uma camada 

externa, que pode ser composta por polissacarídeos como pectina, ágar e alginato. 

Uma camada interna, composta principalmente por celulose, hemicelulose, 

glicoproteínas (YAMADA, SAKAGUCHI, 1982) e plastídios na forma de amido 

(RISMANI-YAZDI et al., 2011) (QUADRO 1). A celulose e o amido da parede interna 

permitem a produção de polímeros de glicose, que são produtos de armazenamento 

de algumas microalgas (METTING, 1996).  

 Os carboidratos de microalgas apresentam baixo teor de lignina e alto teor 

de açúcares fermentáveis. Essas características permitem a utilização das 

microalgas na indústria da biotecnologia. Já foram reportadas a utilização de 

carboidratos provenientes de microalgas para a produção de biocombustíveis, como 

o bioetanol (CHEN et al., 2013), aplicações terapêuticas e farmacêuticas (ß-1,3-

glucano), fabricação de alimentos e bebidas, produção de Agar gelificante, 

espessante, estabilizador e aditivo em alimentos (KOLLER, MUHR e BRAUNEGG, 

2014). 
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QUADRO 1- COMPOSIÇÃO DA PAREDE CELULAR E PRODUTOS DE ARMAZENAMENTO EM 

DIFERENTES GRUPOS DE MICROALGAS.  

DIVISÃO 
COMPOSIÇÃO DA PAREDE 

CELULAR 
PRODUTO DE 

ARMAZENAMENTO 
Cyanophyta Lipossacarídeos, peptidoglicano Amido 
Chlorophyta Celulose, Hemicelulose Amido, lipídeos 

Dinophyta Ausência ou pouca celulose Amido 

Cryptophyta Periplasto Amido 

Euglenophyta Ausência Paramilo, lipídeos 

Rhodophyta 
Agar, celulose, carbonato de cálcio, 

carragena 
Amido florideano 

Heterokontophyta 
Escamas com altas quantidades de 

sílica 
Leucosina, lipídeos 

Nota: Em negrito, o filo ao qual pertence à microalga utilizada neste estudo. 

FONTE: Adaptado de CHEN et al.( 2013). 

 
 Indivíduos do gênero Tetradesmus demonstram capacidade produtiva de 

carboidratos de cerca de 50 mg/L/dia em condições de cultivo com elevada 

concentração de nitrogênio (NADZIR et al., 2019). Quando cultivado em águas 

contaminadas provenientes de rede de esgoto, foi observada uma produção de 

carboidratos de cerca de 60% pela microalga T.obliquus (MA et al., 2018). 

Singh,Goyal e Moholkar, (2020), cultivando T.obliquus em meio de cultura BG-11, 

identificaram uma produção de carboidratos de cerca de 25%. 

 

2.8.2 Lipídeos 
 

As microalgas apresentam em média entre 1% e 70% de conteúdo lipídico em 

suas células, sendo que esse valor pode atingir até 90% do peso seco do organismo 

(SPOLAORE et al., 2006). 

 Os lipídeos provenientes das microalgas são estudados como uma fonte 

sustentável para a produção de biocombustíveis e outros hidrocarbonetos  

(WASE et al.,2018). Dentre os principais lipídeos produzidos por microalgas, pode 

ser citado o Triacilglicerol (TAG), o qual está intimamente relacionado ao 

armazenamento de carbono por esses organismos. O TAG é geralmente 



 
25 

armazenado em corpos oleosos citoplasmáticos e é uma das matérias primas para a 

produção de biodiesel (GRAMA et al., 2014). 

 Devido às altas concentrações lipídicas identificadas para espécies do gênero 

Tetradesmus, uma série de estudos vem sendo realizados visando potencializar a 

produção deste tipo de metabólito. Ferrigo et al., (2015) identificaram uma 

composição lipídica de cerca de 47% em isolado da espécie T.obliquus cultivado em 

meio padrão. Em cepa de T.obliquus isolada de região subártica, foi identificada por 

Ismagulova et al. (2018), uma produção lipídica de até 40%.   

Segundo Ren et al., (2013), quando cultivado com deficiência de nitrogênio, 

Tetradesmus sp. apresentou uma concentração lipídica de cerca de 53 %, ainda, 

Gao et al. (2018) identificaram para Tetradesmus bernardii conteúdo lipídico de até 

85% quando cultivado em depleção de nitrogênio e de até 77% em depleção de 

fósforo.  

 

2.8.3 Pigmentos 
 

 As microalgas apresentam em sua composição grande quantidade de 

pigmentos fotossintetizantes, sendo os principais deles as Clorofilas A e B. 

Pigmentos acessórios como carotenoides, betacaroteno, luteína, astaxantinas, 

anteraxantina, zeaxantina, neoxantina, entre outros, também já foram isolados de 

diferentes espécies de microalgas (BROWN, JEFFREY, 1992).  

 Os pigmentos produzidos pelas microalgas podem ser utilizados em diversas 

áreas industriais, para aplicações alimentares, em produtos farmacêuticos e 

cosméticos, como corante para indústria têxtil e até mesmo tintas de impressão 

(DUFOSSÉ et al. 2005). Os pigmentos podem ser utilizados como uma fonte 

nutricional devido a grande quantidade de vitaminas A e E em sua composição. Na 

área farmacêutica, já foram demonstrados os efeitos anti-inflamatórios e anti-

oxidantes dos pigmentos extraídos de microalgas (KOLLER, 2014). 

A produção de pigmentos carotenóides por microalgas também tem sido foco 

de inúmeros estudos, uma de suas aplicações seria como um corante industrial 

alternativo, além de sua aplicabilidade na área estética (KOLLER, 2014). Alguns 

exemplos de sucesso são a produção em escala industrial de β-caroteno produzido 

por Dunaliella salina e astaxantina produzido por Haematococcus pluvialis 

(DUFOSSÉ et al. 2005). 
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 O gênero Tetradesmus é utilizado em inúmeros estudos pela sua capacidade 

de produção lipídica, todavia, resultados recentes têm demonstrado que espécies 

deste gênero também apresentam uma grande capacidade para a síntese de 

pigmentos, como β-caroteno e astaxantina.  

Patnaik, Mallick (2015) por meio de cultivo mixotrófico de T.obliquus 

obtiveram cerca de 0,6 mg/100g de β-caroteno na biomassa seca do isolado. 

Gonçalves (2019) observou produção de 12,1 mg L-1 de astaxantina, 12,8 mg L -1 de 

β-caroteno e 5,5 mg L-1 de licopeno por Tetradesmus sp. cultivado em meio BG-11 

com alterações no pH. Singh et. al (2020) identificaram um rendimento de β-

caroteno de 0,67mg/ g na biomassa seca de T.obliquus. 

 

2.9 PESQUISA DE MICROALGAS NPDEAS-UFPR 
 
  

O Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentável 

(NPDEAS) fica localizado no campus politécnico da Universidade Federal do 

Paraná. Nele são realizadas pesquisas multidisciplinares focadas no entendimento 

da fisiologia e aplicação de tecnologias para a extração de bioprodutos de 

microalgas. 

 Os grupos de pesquisa são formados por diversas áreas de estudo, como 

Química, Engenharias Ambiental, Elétrica, Mecânica, Bioprocessos e Biotecnologia, 

além de pesquisadores da área de Genética e Bioquímica. 

 As pesquisas em larga escala são realizadas em fotobiorreatores tubulares 

compactos para o cultivo das microalgas, trazendo bons resultados na aplicabilidade 

de microalgas como Tetradesmus obliquus para a produção de biocombustíveis, e 

ainda, a exploração de biomassa para produção de biogás, alimentação animal, 

entre outras (NPDEAS- http://npdeas.blogspot.com/). 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

 Identificar e avaliar o potencial biotecnológico para a produção de 

carboidratos, lipídeos e pigmentos pelo isolado Tetradesmus LGMM12 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

● Caracterizar a morfologia do isolado LGMM12 por microscopia de luz e de 

varredura. 

● Sequenciar a região ITS do DNA ribosomal do isolado LGMM12.  

● Realizar a análise filogenética do isolado LGMM12 a partir da sequência de 

ITS obtida neste trabalho e com sequências de Tetradesmus disponíveis em 

banco de dados. 

● Combinar dados morfológicos e moleculares para identificação da espécie de 

LGMM12. 

● Avaliar os efeitos fisiológicos da alteração das concentrações de carbono, 

nitrogênio e fósforo na produção de carboidratos, lipídeos e pigmentos pelo 

isolado LGMM12. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
 

 

Este trabalho foi desenvolvido utilizando o isolado LGMM12, que pertence à 

coleção de microalgas do Laboratório de Genética de Micro-organismos (LabGeM) e 

foi coletado por Passos (2018) na Represa do Iraí (coordenadas S25° 25' 31,1" 

W49° 06' 22,7"), localizada na região metropolitana de Curitiba-PR. Estudos prévios 

indicaram que este isolado é promissor na produção de lipídeos e adaptável às 

condições de cultivo laboratorial. 

 
 

4.2 IDENTIFICAÇÃO DO ISOLADO LGMM12  
 

4.2.1 Identificação Morfológica 
 
 

O isolado foi identificado morfologicamente por meio de microscopia ótica e 

microscopia eletrônica de varredura. Para as análises de microscopia ótica as 

lâminas foram preparadas adicionando gelatina glicerinada juntamente com a 

amostra para fixá-la. As lâminas foram visualizadas e fotografadas em microscópio 

ótico Olympus BX40 com câmera de captura Olympus DP71 acoplada no 

Laboratório de Ficologia da UFPR.  

Para as análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi realizada a 

preparação do material com base na metodologia descrita por RAMOS et al. (2017). 

Foi adicionado CTAB 1:1 na amostra, a qual foi deixada em repouso por 12 horas. 

Posteriormente foi adicionada Poli-L-lysinana lamínula, sobre a qual uma gota da 

amostra foi adicionada. Após essa etapa, foi realizada a desidratação da amostra até 

seu ponto crítico, utilizando etanol em concentrações variadas de 50 a 100 %. Após 

a desidratação, a lamínula foi colada em suporte de alumínio com fita de cobre e 

posteriormente foi metalizada com ouro em aparelho Balzers Union SCD 030. A 

amostra foi visualizada em microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM6360 no 

centro de microscopia eletrônica da UFPR. 
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A identificação morfológica foi realizada por meio da análise de características 

como, morfologia do cenóbio, número de células, morfologia das células marginais, 

morfologia das células medianas, comprimento (μm), largura (μm) e presença ou 

ausência de cerdas e estrias longitudinais. Foi realizada a corrida da chave de 

características de acordo com a literatura pertinente, como Smith, (1916); Komárek, 

Ludvík, (1971); Comas, (1996); Oliveira, (2015); Nandi, Basu, Pal, (2017). 

Importante ressaltar que a identificação morfológica foi realizada com o 

mesmo cultivo do qual foi retirada a alíquota para extração de DNA e identificação 

molecular, visando garantir a correta relação entre os achados morfológicos e 

moleculares. O cultivo foi realizado em meio de cultivo TAP (GORMAN, LEVINE, 

1965) (QUADRO 2), por 7 dias em câmara de cultivo a 24 °C.  

 
QUADRO 2 – COMPOSIÇÃO MEIO DE CULTIVO TAP 

 
FONTE: A autora (2020). 

 
 
 

VOLUME  PARA 
1 L DE MEIO

1 mL 

SOLUÇÃO 
ESTOQUE 

Solução de sais

NH4Cl Cloreto de Amônio 15 g.L -1 

KH2PO4   Fosfato de Potássio monobásico 14,4 g· 100 mL-1

25 mL 

0, 375 mL 

Solução de Fosfato
K2HPO4   Fosfato de Potássio dibásico 28,8 g· 100 mL-1

MgSO4   7H2O Sulfato de Magnésio heptahidratado 4 g.L -1 

CaCl2   2H2O Cloreto de Cálcio dihidratado 2 g.L -1 

Solução de metais
Na2EDTA EDTA dissódico 50 g· 250 mL-1

ZnSO4.7H20 Sulfato de Zinco heptahidratado 22 g· 100 mL-1

REAGENTE

CH3COOH Ácido Acético ***

CuSO4.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 1,57 g· 50 mL-1

(NH4)6MoO3 Molibdato de de Amônia tetrahidratado 1,1 g· 50 mL-1

FeSO4.7H2O Sulfato de Ferro heptahidratado 4,99 g· 50 mL-1

CoCl2.6H2O Cloreto de Cobalto hexahidratado 1,61 g· 50 mL-1

H2NC(CH2OH)3 Base Tris 2, 42 g.L -1 

Complementos

1 mL 

H3BO3 Ácido Bórico 11,4 g· 200 mL-1

MnCl2.4H2O Cloreto de Manganês tetrahidratado 5,06 g· 50 mL-1
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4.2.2 Purificação e quantificação de DNA 

 

 

Foi utilizado 5 mL do cultivo em fase estacionária, para a remoção do meio de 

cultura foi realizada a centrifugação da amostra e retirada do sobrenadante, com 

posterior liofilização da biomassa. Para a extração de DNA foi utilizado o protocolo 

de Raeder e Broda, (1985). Posteriormente foram realizadas análises eletroforéticas 

em gel de agarose 1,5 %, em tampão TAE 1X, utilizando o marcador de peso 

molecular Invitrogen, 1Kb Plus DNA Ladder 

 

 

4.2.3 Taxonomia molecular baseada no sequenciamento do DNA 
 
 
 

Para a amplificação do DNA foram utilizados os primers ITS VG9 e LS266 

(HOOG, GERRITS VAN DEN. ENDE, 1998) e o Kit TopTaq Master Mix (Qiagen). A 

amplificação do DNA foi realizada em Termociclador Bio-Rad modelo T100™ 

ThermalCycler. As condições utilizadas foram 94° C por 3 minutos, 94° C por 30 

segundos, 55° C por 30 segundos (temperatura de anelamento específica para cada 

par de primers, de acordo com o descrito na literatura), 72 ° C por 1 minuto, 

repetidos em 35 ciclos. A extensão final foi realizada a 72 ° C por 10 minutos 

(QUADRO 3). 

 
 

QUADRO 3 - PRIMERS UTILIZADOS, SEQUÊNCIA 5’ - 3’, TEMPERATURA DE ANELAMENTO E 

REFERÊNCIAS. 

Região Primer Sequência 5' - 3' 
Temperatura
Anelamento Referências 

Internal 
transcribed 
spacer(ITS) 

VG9 TGCGTTGATTACGTCCCTGC 55oC Hoog, Gerrits van den. 
Ende, 1998 

LS266 GCATTCCCAAACAACTCGACTC 55oC Masclauxet al. 1995 

FONTE: A autora (2020). 
 
 

O sequenciamento foi realizado com BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) em sequenciador automático ABI3500 
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pelo método de Sanger. O alinhamento e análise das sequências foi realizado nos 

softwares Molecular Evolutionary Genetics Analysis - MEGA 10.1 

(https://www.megasoftware.net/) e BioEdit 7.1 (https://bioedit.software.informer.com). 

As sequências obtidas foram comparadas com as sequências disponíveis no banco 

de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e AlgaeBase (www.algaebase.org). 

A análise filogenética das sequências foi realizada pelo método de inferência 

Bayesiana no software Mr Bayes versão 3.2.7 (http://nbisweden.github.io/MrBayes/). 

Na análise filogenética foi utilizado o modelo evolutivo Kimura dois parâmetros. A 

árvore foi gerada com o software GARLI 2.01, através da plataforma CIPRES 

(http://www.phylo.org/). 

 

 

4.4 PRÉ-CULTIVO 
 

 

 O isolado foi cultivado em meio CHU, em câmara de cultivo a 25ºC com luz 

contínua e aeração. Foi coletado 5 mL deste pré inoculo em triplicata para a 

quantificação da concentração do isolado no cultivo. Com esse resultado, foi definida 

a concentração inicial para realizar o experimento com variações na concentração 

de nutrientes (FIGURA 3). 

 

4.3 TESTES COM DIFERENTES CONDIÇÕES DE CULTIVO 
 

 

O experimento com o cultivo utilizando diferentes fontes de C, N e P foi 

realizado com uma concentração inicial de 0,01 g/L de biomassa obtida de pré-

inóculo em meio CHU (QUADRO 4). Os isolados foram cultivados em erlenmeyer de 

2 L com 1,5 L de meio de cultivo CHU alterado. 

Foi adicionado ½ e 2x a concentração de N e P ao meio, além disso, foram 

adicionadas duas concentrações diferentes de glicerol (5g/L e 10g/L) como fonte de 

C ao meio, que tradicionalmente não tem nenhuma (QUADRO 5). Os isolados foram 

cultivados em câmara de incubação a 25 ºC, com luz contínua (400 lux) e aeração. 
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QUADRO 4 – COMPOSIÇÃO MEIO DE CULTIVO CHU PADRÃO E VARIAÇÕES UTILIZADAS 

 
FONTE: A autora (2020). 

 

 
FIGURA 3: PROCEDIMENTOS INICIAIS PARA O CULTIVO DO ISOLADO LGMM12 EM 

DIFERENTES FORMULAÇÕES DE CHU 

Nota: Alíquota contendo 0,01 g/ L do pré-inóculo foi adicionada a cada um dos diferentes 

tratamentos.  
FONTE: A autora (2020). 

 

  

MEIO PADRÃO
MASSA (g/L)  1/2 2X

Nitrogênio (N) Nitrato de sódio (NaNO3) 0,25 0,12 0,5
Fosfato de Potássio dibásico 0,075 0,0375 0,15

Fosfato de Potássio monobásico 0,175 0,0875 0,35

Sulfato Ferroso (FeSO4 . 7H2O) 0,005

Cloreto de manganês (MnCl2.4H2O) 1,44x10-5

Sulfato de cobre (CuSO4.5H2O) 1,57x10-5

Sulfato de zinco (ZnSO4.7H2O) 8,82x10-5

Cloreto de cobalto (CoCl2.6H2O) 4,9x10-6 

Molibdato de sódio 7,1x10-6

EDTA (C10H14N2O8 Na2.2H2O) 0,05

Hidróxido de Potássio (KOH ) 0,031

Cloreto de Cálcio (CaCl2 2H2O) 0,025
Sulfato de Magnésio 0,075

Cloreto de Sódio (NaCl) 0,025

Ácido Bórico (H3BO3) 0,01142

Carbono Glicerol (C3H8O3) *** 5 10

FONTE COMPONENTE VARIAÇÕES (g/L)

Outros

Fósforo (P)

Metais

***

***

***

***

***

***

***

***

***

***

***

***
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Para avaliação da cinética do crescimento nos diferentes tratamentos foi 

realizada análise de peso da biomassa seca em triplicata, a cada 3 dias até 

completar 16 dias. Ao final do período de cultivo foi avaliada a produção de lipídeos, 

carboidratos e pigmentos. Todos os controles foram realizados utilizando o meio de 

cultura CHU sem alterações, seguindo as mesmas condições de cultivo. 

 
QUADRO5: TRATAMENTOS COM SUAS RESPECTIVAS CONCENTRAÇÕES DE 

CARBONO, NITROGÊNIO E FÓSFORO 

 
Nota: No quadro ½ se refere à metade da concentração utilizada no meio padrão, 2x se refere ao 

dobro da concentração utilizada no meio padrão e 0 se refere à concentração normal dos nutrientes 

no meio Chu. Foram testadas duas concentrações de glicerol como fonte de carbono,  

FONTE: A autora (2020). 

 

 

4.5 QUANTIFICAÇÃO DA BIOMASSA SECA 

 

 

A quantificação da biomassa seca foi realizada em triplicata pelo método 

gravimétrico. Foram utilizados microfiltros de fibra de vidro, do tipo GF1, com 

capacidade de retenção de 0,7 μm. Os filtros foram mantidos em estufa a 60° para 

remover toda umidade e posteriormente foram pesados em balança analítica. Após a 

pesagem dos filtros uma alíquota de 5 mL de cada amostra foi filtrada através de um 

sistema de vácuo. Posteriormente, os filtros com as amostras foram mantidos em 

C N P
 (Controle) 0 0 0

1 5 g/L  1/2  1/2
2 10 g/L  1/2  1/2
3 5 g/L 2x  1/2
4 5 g/L  1/2 2x
5 10 g/L  1/2 2x
6 5 g/L 2x 2x
7 0 0  1/2
8 0 0 2x
9 0  1/2 0
10 0 2x 0
11 5 g/L 0 0
12 10 g/L 0 0

[  ] NUTRIENTESTRATAMENTOS

LEGENDA: 5 g/L 10 g/L 1/2 2X Sem alteração
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estufa a 60° novamente antes de serem pesados. Com os dados obtidos foi 

realizada a aplicação da seguinte equação: 

 

 

 

Em que: 

BS = biomassa seca (g/L); 

m1 = massa do microfiltro vazio (g); 

m2 = massa do microfiltro com biomassa de microalga (g); 

V = alíquota filtrada (L). 
 
 

4.6 TRATAMENTO ESTATÍSTICO DOS DADOS  
 

 

Para analisar os dados referentes à biomassa seca foi utilizada a média dos 

resultados das três repetições de cada amostra e o desvio padrão, calculado pela 

equação abaixo:  

 

 

 

 

Em que:  

S = Desvio padrão;                                    Xi= Valor individual das amostras; 

X= Média dos valores das amostras;        n= Número de amostras. 

 

Com o auxílio do programa Graph Pad Prism 8.2.1 (https://www.graphpad.com/) 

a normalidade dos dados obtidos foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. 

Posteriormente foi realizada a análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey. 
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4.7 QUANTIFICAÇÃO DE CARBOIDRATOS 
 

 

A quantificação de carboidratos foi realizada em triplicata para todos os 

tratamentos, de acordo com a metodologia descrita por Dubois et al.(1956), a qual 

utiliza fenol e ácido sulfúrico na extração.  

Em 20 mg de biomassa seca liofilizada em frascos de vidro foi adicionado 1 

mL de ácido sulfúrico (H2SO4) a 80%. Os frascos com as amostras e o ácido foram 

mantidos em gelo por 4 horas, para evitar carbonização das amostras. Após esse 

período, o material foi retirado do gelo e deixado em temperatura ambiente por mais 

16 horas. 

Após esse período, as amostras foram diluídas em 9 mL de água destilada. 

Foi retirada uma alíquota de 1,5 mL em micro tubos eppendorf e centrifugada a 

8.000 G por 10 minutos. Após esse período, foram retirados 50 μL do sobrenadante 

e colocados em tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 500μL de solução de 

fenol 5% (m/v) e 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado. As amostras foram 

imediatamente colocadas em espectrofotômetro a 490nm. 

A curva padrão foi feita com uma solução de glicose em concentração de 

1mg/mL, utilizando volumes de 10 a 50 μL da solução.A curva padrão foi lida em 

quintuplicata. Após a leitura das amostras, foi aplicada a seguinte equação aos 

resultados: 
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4.8 QUANTIFICAÇÃO DE LIPÍDEOS TOTAIS 
  

 

A extração de lipídeos totais foi realizada pela metodologia descrita por Bligh 

e Dyer (1959) de extração a frio, adaptada por Soares (2010). Em 50mg de 

biomassa seca das amostras em tubos de 15 mL, foram adicionados 3 mL de 

solução clorofórmio:metanol (2:1) e 10 μL de butil hidróxi tolueno (1% em metanol). 

Após essa primeira etapa, as amostras foram submetidas a 3 ciclos de 

sonicação em banho de ultrasson (Única Ultra Cleanner 1400, frequência 40 kHz) 

por 15 minutos. Para facilitar a extração dos lipídeos, as amostras foram mantidas a 

4° C, ao abrigo da luz, por 24 horas após a sonicação. 

Completado esse período, as amostras foram novamente submetidas a 3 

ciclos de sonicação por 15 minutos e posteriormente foram centrifugadas a 2.000 G 

por 5 minutos a 5° C. Para recuperar o sobrenadante composto pela fase lipídica, foi 

utilizado outro tubo de 15 mL. 

Após 3 ciclos de centrifugações e lavagens com a solução de clorofórmio, as 

amostras recuperadas contendo clorofórmio e a porção lipídica foram mantidas em 

capela de exaustão, até a completa evaporação do clorofórmio. Após esse período a 

massa lipídica foi mensurada por meio da equação abaixo: 

 

 

 

 

Onde: 

LT = lipídeos totais da amostra seca utilizada (%); 

m0 = massa do frasco de vidro vazio (g); 

mf = massa do frasco de vidro contendo lipídeos (g); 

mb = biomassa seca utilizada na extração de lipídeos. 
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4.9 QUANTIFICAÇÃO DE PIGMENTOS  
 

 

A quantificação de pigmentos foi realizada de acordo com metodologia 

descrita por Lourenço (2006). Em 10 mg de biomassa seca das amostras em tubos 

de 15 mL foram adicionados 6 mL de etanol absoluto. Posteriormente as amostras 

foram aquecidas e mantidas a 60ºC por 40 minutos e imediatamente resfriadas a 

0ºC por 15 minutos. O sobrenadante foi gentilmente recuperado por inversão dos 

tubos. Para melhor extração, o procedimento foi realizado duas vezes. 

Após a extração, a absorbância dos sobrenadantes foi medida em 

espectrofotômetro nos comprimentos de 665 nm, 649 nm e 470 nm. As 

concentrações de clorofila e carotenóides foram quantificadas pelas seguintes 

equações: 
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5.  RESULTADOS  
 

5.1 IDENTIFICAÇÃO MORFOLÓGICA 
 
 
 Para a identificação morfológica do isolado LGMM12 foi criada uma tabela 

com a descrição das características morfológicas de todas as espécies de 

Tetradesmus descritas pelo Algae Base (ANEXOS 1 e 2). Os principais caracteres 

observados foram selecionados com base na literatura clássica de identificação 

morfológica (FOOT, KOMAREK, 1974) e em trabalho de levantamento florístico e 

identificação realizada no Brasil (GODINHO, 2009).  

 As características observadas são as principais utilizadas para identificação 

taxonômica de Scenedesmaceae, sendo eles: forma da célula; tamanho do cenóbio 

e das células (comprimento e largura máximos); ausência ou presença de 

“decoração” na parede celular (espinhos, protrusões e estrias). 

Pela análise morfológica foi possível identificar o isolado LGMM12 como 

pertencente ao gênero Tetradesmus, devido principalmente ao seu formato fusiforme 

e a formação de cenóbios. A análise mais aprofundada de características como 

formato e disposição das células que compõe o cenóbio permitiu identificar sua 

proximidade morfológica com as espécies T.bernardii, T.dimorphus, T.incrassatulus 

e a espécie utilizada pelo grupo de pesquisa do NPDEAS T.obliquus (QUADRO 6). 

A principal característica que difere o isolado LGMM12 da espécie T.obliquus 

é a presença de estria longitudinal nas células e o padrão alternado de fixação das 

células no cenóbio (FIGURA 4-C), enquanto T. obliquus apresenta um padrão linear 

e ausência de estria na parede celular (FIGURA 4-A). Além disso, não foram 

observados cenóbios com mais de 4 células nas condições de cultivo utilizadas para 

LGMM12. Assim como, suas células mantém formato fusiforme, com variações 

semi-lunadas nas células medianas (FIGURA 4-B). 
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FIGURA 4- IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DO ISOLADO LGMM12 
APÓS 7 DIAS DE CULTIVO A 24°C, EM MEIO TAP LGMM12  

 
Nota: Obtida em microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM6360. 

Legenda: Figura A mostra uma célula isolada de LGMM12, as flechas indicam a estria longitudinal. 

Figura B, flecha azul mostra célula com formato fusiforme e flecha verde mostra célula com formato 

semi-lunado. Figura C mostra padrão alternado de disposição das células no cenóbio. 
FONTE: A autora (2020). 

 
QUADRO 6-COMPARAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DO ISOLADO LGMM12 E 

DE ESPÉCIES PRÓXIMAS. 

 
Nota: Destacados em verde o isolado LGMM12 e T. obliquus. Em vermelho, características 

morfológicas que os diferem. Destacada em azul a espécie tipo do gênero Tetradesmus. 

FONTE: A autora (2020). 

Espécies LGMM12 T. bernardii T. dimorphus T. incrassatulus T. obliquus T. wisconsinensis

Cenóbio Alternado Linear 
ou alternado

Linear 
ou alternado

Linear 
ou alternado

Linear 
ou alternado

Linear

N° Células cenóbio 2;4 2;4;8 2;4;8 2;4;8 2;4;8 2;4

Célula Marginal Fusiforme Fusiforme ou 
lunada

Fusiforme, 
Elipsóide, lunada ou 

semi-lunada

Fusiforme 
semi-lunada ou 

lunada

Fusiforme, 
Elipsóide, 
lunada ou 

semi-lunada

Fusiforme, 
Elipsóide, 
lunada ou 

semi-lunada

Célula Mediana  Fusiforme ou 
semi-lunada

Fusiforme ou 
lunada

Fusiforme, 
Elipsóide ou elíptica 

Fusiforme 
semi-lunada ou 

lunada

Fusiforme, 
Elipsóide

Fusiforme, 
Elipsóide, 
lunada ou 

semi-lunada

 Célula Isolada  Fusiforme ou 
semi-lunada Ausente Ausente

Fusiforme 
semi-lunada ou 

lunada
Ausente Ausente

Ápices Cuneado Cuneado ou 
Pontiagudo

Cuneado ou 
Pontiagudo

Pontiagudo
Arredondado 

cuneado ou 
Pontiagudo

Cuneado ou 
Pontiagudo

Estria Longitudinal Presente Ausente Presente Ausente Ausente Ausente

Protrusões no ápice Ausente Ausente Ausente Presente Ausente Ausente

Referência Descrição *** Smith, 1916 Turpin, 1828 Bohlin, 1897 Turpin, 1828 Smith, 1913



 
40 

 

O ápice das células do isolado LGMM12 mantém um padrão cuneado 

(FIGURA 5-A,C,H). Não foram observadas células com ápices arredondados ou 

células com formato elipsóide (FIGURA 5-B). 

 
FIGURA 5-IMAGENS DE MICROSCOPIA ÓTICA DO ISOLADO LGMM12 APÓS 7 DIAS DE 

CULTIVO A 24°C, EM MEIO TAP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Figura A,C e H, flechas vermelhas sinalizando os ápices com padrão de formato cuneado 

das células. Figura B, flecha amarela indicando célula em formato fusiforme e flecha azul incidando 

célula em formato semi-lunado. 
FONTE: A autora (2020). 

 

Como apontado por Johnson et al. (2007) as microalgas apresentam grande 

plasticidade fenotípica, assim como ampla distribuição pelo mundo inteiro, podendo 

apresentar alterações em sua morfologia dependendo da região onde são coletadas, 

e das condições de cultivo em laboratório.  

 

5.2 TAXONOMIA MOLECULAR 
 
 

A análise comparativa das caracteríscas morfológicas observadas no isolado 

LGMM12 com as espécies atualmente aceitas para o gênero Tetradesmus indicam 
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que o isolado é uma espécie nova do gênero, o que pode ser embasado pela análise 

molecular.  

Krienitz et al. (2003) abordam que as inúmeras mudanças de gênero ou 

táxons que ocorreram dentro da família Scenedesmaceae, tornaram a identificação 

destes organismos mais desafiadora, pois muitas vezes os dados moleculares e 

morfológicos não contam a mesma história evolutiva, evidenciando a necessidade 

de mais trabalhos de identificação unindo abordagens moleculares e morfológicas. 

Das 26 espécies de Tetradesmus citadas no banco de dados Algae base, 9 

não possuem sequências genéticas disponíveis, desta maneira, foi realizada apenas 

a analise morfológica comparativa com o isolado LGMM12. 

Para as análises filogenéticas foi realizado um levantamento das principais e 

mais confiáveis sequências genéticas disponíveis no Genbank, partindo de bancos 

de dados para o gênero Tetradesmus. Foram selecionadas principalmente 

sequências utilizadas em artigos de identificação (Hegewald, Bock, Krienitz, 2013; 

Lewis, Flechtner, 2004; Hall, Fucikova, Lo, Lewis, Karol, 2010; Terlova, Lewis, 

2019)(QUADRO 7), com cepas identificadas provenientes de coleções como Culture 

Collection of Algae and Protozoa (CCAP), Culture Collection of Algae (SAG), Culture 

Collection of Algae at the University of Texas at Austin (UTEX). A seleção de 

sequências foi realizada apenas para as regiões ITS-1 e ITS-2. 

Para gerar a árvore filogenética, o melhor modelo indicado pelo software 

MEGA foi Kimura 2 parâmetros. A árvore filogenética gerada por inferência 

Bayesiana mostra o isolado LGMM12 em um ramo isolado das outras espécies, 

corroborando a análise morfológica e fornecendo maior suporte para a hipótese de o 

isolado ser uma nova espécie (FIGURA 6). 

Ao realizar uma investigação mais atenta da árvore gerada, é possível 

perceber que as cepas identificadas como T. dimorphus (UTEX 1237), T. dimorphus 

(UTEX 417), T. incrassatulus (CCAP 276 43) e T. wisconsinensis (SAG 22 81) 

ficaram no mesmo ramo que T. obliquus (FIGURA 7). Todas as cepas são 

provenientes de coleções reconhecidas, todavia nas coleções, as cepas em questão 

estão identificadas como Tetradesmus obliquus ou a tem como sinônimo. Desta 

maneira, pode-se considerar que as cepas dessas espécies alinhadas com T. 

obliquus, realmente pertencem a essa espécie, porém a identificação delas no 

Genbank está equivocada. 
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FIGURA 6-ÁRVORE FILOGENÉTICA GERADA POR INFERÊNCIA BAYESIANA PARA 

SEQUÊNCIAS DA REGIÃO ITS DE Tetradesmus spp 

 

Legenda: Destacado em verde o isolado LGMM12 em ramo isolado das demais espécies.Outgroup 

utilizado: Chlorella vulgaris, sequência tipo SAG 211-11 b (AY591508). 

FONTE: A autora (2020). 
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FIGURA 7: DESTAQUE DAS SEQUÊNCIAS IDENTIFICADAS EQUIVOCADAMENTE NOS 

BANCOS DE DADOS, QUE ALINHAM COM A ESPÉCIE T. obliquus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2020). 

 

As falhas de correspondência entre sequências de T. dimorphus,  

T. incrassatulus e T. wisconsinensis disponíveis no banco de dados Genbank e as 

cepas depositadas nas coleções, as quais estavam identificadas como T. obliquus, 

embora não tenham afetado nosso resultado final, podem ser geradoras de confusão 

na identificação futura de novas espécies. Evidenciando a necessidade de maior 

curadoria no momento de submissão das sequências e das cepas dos isolados nos 

bancos de dados disponíveis para microalgas. Apesar das incongruências 

encontradas, as espécies T. dimorphus e T. wisconsinensis possuem outras 

sequências disponíveis, pelas quais geraram ramos isolados na árvore filogenética, 

mostrando que o isolado LGMM12 não pertence a essas espécies. 

Terlova, Lewis (2019) concluem sobre a necessidade de mais pesquisas 

voltadas para a identificação molecular de organismos do gênero Tetradesmus, 

abordando que a morfologia simplificada de grande parte das espécies de 

Scenedesmaceae torna a identificação por meio dos dados de DNA mais confiável.  

Desta maneira, as análises realizadas com abordagem molecular e morfológica 

tornam os resultados encontrados neste trabalho mais robustos. 
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QUADRO 7: ESPÉCIES DE Tetradesmus COM SEQUÊNCIA DA REGIÃO ITS DISPONÍVEIS NO 

BANCO DE DADOS GENBANK 

 

Nota: T** = Sequência tipo da espécie; *** Sequência não contém a região ITS 1 

FONTE: A autora (2020) 

 

ESPÉCIE CEPA REFERÊNCIA ITS 1 5.8S ITS 2
JT2-VF28 T** ***

JT2-VF29 ***
Krienitz 1979-344 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

CCAP 276/30 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

UTEX 415 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

Ru-6-2 Mikhailyuk et al., 2019

WD-1-6 Mikhailyuk et al., 2019

Hg-6-1 Mikhailyuk et al., 2019

BCP-LG2VF16 T** Hall, Fucikova,Lo, Lewis, Karol, 2010

BCP-MX7-VF7 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

Tetradesmus bernardii CCAP 276/34 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013 ***
BCP-YPG-Cha Lewis, Flechtner, 2004

BCP-SNI-2  T** Lewis, Flechtner, 2004

959_4 Zou et al . 2016

959_3 Zou et al . 2016

959_2 Zou et al . 2016

UTEX417 Rosenberg et al. 2014

UTEX 1237 Bohutskyi et al. 2015

Tetradesmus dissociatus UTEX 1537 Lewis, Flechtner, 2004

CCAP 276/37 T** Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

CCAP 276/52 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

Tetradesmus incrassatulus CCAP:276/43 Toledo-Cervantes et al. 2018

CCAP 276/50 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

CCAP 276/62 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

CCAP 276/49 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

Krienitz 1979/301 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013 ***
UTEX 393 van Hannen, Fink, Luerling Unpublished

UTEX 1450 van Hannen, Fink, Luerling Unpublished

CCAP 276/66 Hegewald, Bock, Krienitz,L. 2013

Genova 165 An, Friedl, Hegewald, 2003 ***
Tetradesmus wisconsinensis An 41 An, Friedl, Hegewald, 2003

Tetradesmus wisconsinensis SAG 22.81 Sciuto et al. 2015

OUTGROUP CEPA REFERÊNCIA ITS 1 5.8S ITS 2
Chlorella vulgaris SAG 211-11 b T** Luo et al. , 2010

KT778102

KT778101

AJ237950

AY591508

AJ249505

AJ249506

Tetradesmus reginae 
JQ082326

AJ237951

Tetradesmus obliquus 

JQ082319

JQ240279

HG514430

Tetradesmus adustus
MK291430

MK291427
Terlova, Lewis, 2019

JQ240282

Tetradesmus acuminatus 

JQ082330

AY510472
Tetradesmus deserticola 

JQ082312

AJ249511

Tetradesmus bajacalifornicus 
AY510468

AY510469

Tetradesmus arenicola

MH703744

MH703774

MH703772

AY510471

KJ676128

KP645232

Tetradesmus nygaardii 
JQ082320

JQ082325

Tetradesmus distendus 
JQ082313

JQ082322

KP318982

AY510466

Tetradesmus dimorphus 

KT778103
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5.3 QUANTIFICAÇÃO DE BIOMASSA EM DIFERENTES CONDIÇÕES DE 

CULTIVO 

 
 

No experimento delineado utilizando diferentes concentrações de nutrientes 

para o cultivo do isolado LGMM12 todos os tratamento foram iniciados com uma 

concentração de 0,01 g/L de biomassa. Foi observada maior produtividade diária de 

biomassa no tratamento 4 (5g/L de glicerol, metade da concentração padrão de P e 

o dobro da concentração padrão de N) com produtividade diária de 0,09 g/L de 

biomassa (QUADRO 8) e no tratamento 6, com cerca de 0,10 g/L (5g/L de glicerol, e 

o dobro das concentrações padrões de N e P) (FIGURA 8). 

 
QUADRO 8: PRODUÇÃO E PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA SECA (g/L) POR Tetradesmus 

LGMM12 EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE NUTRIENTES EM MEIO CHU 

Legenda: Destacados em verde, os tratamento 4 e6 que apresentaram maior produtividade diária de 
biomassa e maior quantidade total de biomassa observada após 16 dias de cultivo de 
LGMM12.Valores se referem a média das triplicatas analisadas em casa tratamento. 

FONTE: A autora, (2020). 
 
 

Foi observado que a adição de glicerol em uma concentração de 5 g/L como 

fonte de carbono no meio de cultivo teve efeito positivo na produtividade de 

biomassa pelo isolado LGMM12, os tratamentos 4, 6 (p<0,05) quando comparados 

ao controle) apresentaram o dobro de produtividade de biomassa. Resultado 

semelhante foi observado por Gao et al. (2019) para a microalga da espécie 

C (g/L) N P
0 0 0  (Controle) 0,10 0,24 0,39 0,53 0,70 0,05
5 1/2 1/2 1 0,14 0,32 0,49 0,68 0,82 0,06
10 1/2 1/2 2 0,05 0,20 0,41 0,59 0,60 0,05
5 1/2 2x 3 0,08 0,18 0,34 0,57 0,75 0,06
5 2x 1/2 4 0,10 0,71 0,71 0,93 1,22 0,09
10 2x 1/2 5 0,07 0,22 0,33 0,47 0,79 0,06
5 2x 2x 6 0,12 0,21 0,37 1,20 1,37 0,10
0 1/2 0 7 0,09 0,27 0,29 0,44 0,56 0,04
0 2x 0 8 0,10 0,24 0,31 0,48 0,54 0,04
0 0 1/2 9 0,09 0,28 0,35 0,57 0,70 0,05
0 0 2x 10 0,09 0,24 0,32 0,42 0,52 0,04
5 0 0 11 0,06 0,27 0,47 0,68 0,94 0,07
10 0 0 12 0,16 0,34 0,56 0,84 0,90 0,06

Tratamentos Produção de biomassa g/L -1 Produtividade
g/L-1 dia-1[  ] Nutrientes Identificação 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 16 dias
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Tetradesmus bernardii em cultivo mixotrófico utilizando glicerol como fonte de 

carbono. Os autores observaram maior produção de biomassa, chegando a cerca de 

10 g/L, após 21 dias de cultivo em meio contendo glicerol. 
 

FIGURA 8: PRODUÇÃO DE BIOMASSA PARA OS TRATAMENTOS COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE C, N e P APÓS 16 DIAS DE CULTIVO DE LGMM12. 

FONTE: A autora, (2020). 
 
 

Como explorado por Di Caprio et al. (2019) o cultivo heterotrófico de 

microalgas aumenta significativamente contaminações, principalmente por bactérias, 

em taxas de crescimento superiores em relação às microalgas. 

Apesar dos cuidados com esterilização dos materiais de cultivo, assim como 

do meio de cultura e utilização de um pré-inóculo purificado, não foi possível impedir 

o desenvolvimento de contaminações em 2 tratamentos do experimento. Como 

abordado por Di Caprio et. al (2019), os desafios encontrados no cultivo mixotrófico 

de microalgas poderia trazer problemas a sua aplicabilidade em escala industrial 

considerando os altos cultos para esterilização do cultivo. 
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5.4 QUANTIFICAÇÃO DE BIOPRODUTOS EM DIFERENTES CONDIÇÕES DE 
CULTIVO 
 
 

Foi avaliado o potencial do isolado para a produção de carboidratos, lipídeos 

e para os pigmentos clorofila e carotenóides (QUADRO 9). O isolado apresentou 

potencial para a produção de lipídeos, clorofila e carboidratos, sendo este último o 

que apresentou as maiores porcentagens na biomassa seca do isolado LGMM12. 

 
QUADRO 9: COMPOSIÇÃO DA BIOMASSA SECA DO ISOLADO LGMM12 APÓS 16 DIAS DE 

CULTIVO EM MEIO COM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE NUTRIENTES. 

Legenda: Destacados em vermelho os melhores resultados (p<0,05). 
FONTE: A autora (2020). 

 

Dos 12 tratamentos analisados, os tratamentos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 9 

apresentaram taxas de carboidratos acima de 30% na biomassa seca do isolado, 

além do controle, que apresentou taxa superior a 40% e os tratamentos 11 e 12 com 

taxas superiores a 50% (FIGURA 9). 

 

 

5.4.1 Carboidratos 

 

Os tratamentos que apresentaram maior porcentagem de sua biomassa 

convertida em carboidratos foram os tratamentos 9 (ausência de glicerol e 

concentração normal de N e ½ da concentração de P) com 49,69 %, tratamento 11 

C (g/L) N P
0 0 0 Controle 16,92 1,55 0,29 44,93 36,31 0,70
5 1/2 1/2 1 19,87 0,32 0,15 19,43 60,23 0,82
10 1/2 1/2 2 26,66 0,39 0,18 31,07 41,69 0,60
5 1/2 2x 3 16,28 0,70 0,23 36,34 46,45 0,75
5 2x 1/2 4 12,43 0,66 0,18 33,99 52,74 1,22
10 2x 1/2 5 19,46 1,43 0,24 33,61 45,26 0,79
5 2x 2x 6 12,91 0,52 0,14 38,31 48,12 1,37
0 1/2 0 7 15,93 0,82 0,24 37,68 45,33 0,56
0 2x 0 8 16,57 2,83 0,26 23,30 57,04 0,54
0 0 1/2 9 14,59 0,56 0,18 49,69 34,98 0,70
0 0 2x 10 11,72 1,90 0,28 8,48 77,62 0,52
5 0 0 11 16,65 0,93 0,20 54,11 28,11 0,94
10 0 0 12 15,56 0,72 0,22 50,55 32,95 0,90

Carotenóides Carboidratos Proteínas + outros

Bioprodutos % Biomassa 
seca 
g/L-1

[  ] Nutrientes Identificação

Tratamentos

Lipídeos Clorofila
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(5 g/L de glicerol e concentrações normais de  N e P) com 54,11% e tratamento 12 

(10 g/L de glicerol e concentrações normais de  N e P) com 50,55 % (FIGURA 9). 

É possível inferir que a alteração nas concentrações de nitrogênio não foi um 

fator potencializador para a produção de carboidratos pelo isolado LGMM12, 

diferentemente do encontrado por Ho, Shang (2012), que observaram uma produção 

de carboidratos de 46 % para a microalga T. obliquus cultivada em ausência de 

nitrogênio.  

A depleção de fósforo teve efeito positivo para a produção desta 

macromolécula no tratamento 9, em que essa foi à única alteração do meio. 

Resultado semelhante foi observado por Gao et. al (2018) para a microalga  

T. bernardii cultivada em redução de fósforo, recuperando cerca de 44% de 

carboidratos. 

 
FIGURA9: CARBOIDRATOS (%) RECUPERADOS NA BIOMASSA SECA APÓS 16 DIAS 

NOS DIFERENTES TRATAMENTOS UTILIZADOS NO CULTIVO DE LGMM12. 

FONTE:A autora (2020). 

 

Quando observado os resultados em que apenas glicerol foi adicionado ao 

meio (tratamentos 11 e 12), foram obtidas as maiores taxas de produção de 

carboidratos, 54,11% e 50,55% respectivamente. Valores semelhantes foram 



 
49 

observados por Patnaik, Mallick (2015) para a microalga T.obliquus quando cultivada 

em meio contendo uma combinação de acetato e citrato, chegando a cerca de 55% 

carboidratos e 44% quando cultivada em meio contendo apenas citrato como 

suplemento. 

 

 

5.4.2 Lipídeos 

 

A melhor produção de Lipídeos foi observada para o tratamento 2 composto 

por 10 g/L de glicerol e metade das concentrações normais de N e P (p<0,05) 

(FIGURA 10). Sabe-se que a ausência ou pouca disponibilidade de nutrientes como 

fósforo e nitrogênio tendem a levar ao acúmulo de lipídeos nas células dos isolados 

(CONVERTI et al., 2009; LI et al., 2010).  

Nossos resultados estão de acordo com o observado na literatura (Ren et al., 

2013; Gao et al., 2018) em que microalgas do gênero Tetradesmus apresentaram 

maiores taxas de produção de lipídeos quando cultivadas em estresse pela ausência 

ou diminuição nas concentrações de fósforo e principalmente nitrogênio. 

A adição de uma fonte de carbono ao meio juntamente com a limitação de 

nitrogênio e fósforo parece ter um efeito positivo na produtividade de lipídeos pelo 

isolado LGMM12 quando comparado aos demais tratamentos e controles. Esse 

resultado comprova a relação entre carbono, nitrogênio e fósforo em sistemas 

biológicos (FIELDS et al., 2018), assim como, fortalece o efeito positivo que a 

privação de macronutrientes tem sobre o acúmulo de lipídeos em diferentes 

espécies de microalgas (FENG et. al, 2012; LIANG et. al, 2012; REN et al., 2013; 

GAO et al., 2018). 
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FIGURA10: LIPÍDEOS (%) RECUPERADOS NA BIOMASSA SECA APÓS 16 DIAS NOS 

DIFERENTES TRATAMENTOS UTILIZADOS NO CULTIVO DE LGMM12. 

FONTE: A autora (2020). 

 

5.4.3 Pigmentos 

 

Na quantificação de pigmentos, o melhor resultado foi observado para o 

tratamento 8 (p>0,05) composto pelo dobro da concentração padrão de nitrogênio, 

concentração normal de fósforo e ausência de glicerol, no qual foi recuperado 2,83% 

de clorofila na biomassa seca do isolado. O tratamento 10, composto pelo dobro da 

concentração de padrão de fósforo, concentração normal de nitrogênio e ausência 

de glicerol também apresentou uma taxa significativa de clorofila se comparado aos 

outros isolados, nele foi recuperado 1,90% de clorofila na biomassa seca. O controle 

e o tratamento 5 (10 g/L de glicerol, o dobro da concentração normal de nitrogênio e 

metade da concentração padrão de fósforo)  não apresentaram diferenças 

significativas entre eles, porém apresentaram diferença quando comparados aos 

outros tratamentos, no controle e tratamento 5 foram recuperados 1,55% e 1,43% de 

clorofila na biomassa seca, respectivamente (FIGURA11). 
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FIGURA11: CLOROFILA TOTAL (%) RECUPERADA NA BIOMASSA SECA APÓS 16 DIAS 

NOS DIFERENTES TRATAMENTOS UTILIZADOS NO CULTIVO DE LGMM12. 

FONTE: A autora (2020). 

 

A porcentagem de clorofila observada na biomassa seca do isolado LGMM12 

é bastante significativa, considerando que o valor está bastante próximo ao 

observado para espécies já utilizadas na indústria farmacêutica e alimentícia para a 

produção desse tipo de pigmento, como a cianobactéria  Aphanizomenon que 

produz cerca de 1-2% de clorofila em sua biomassa seca (PULZ, GROSS, 2004) e a 

microalga Spirulina que produz cerca de 1-1,5 % de clorofila em sua biomassa seca 

(HARUN et al. 2010).  
Na análise de carotenóides foi observado que o isolado LGMM12 não 

apresentou uma boa produção, com porcentagens abaixo de 0,30% deste pigmento 

na biomassa seca do isolado. Como apontado por Pang et al. (2019), a presença de 

uma fonte de carbono orgânica no cultivo mixotrófico pode gerar alterações tanto no 

metabolismo fotossintético quanto heterotrófico das microalgas, alterando sua 

produtividade. 
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Sabe-se que espécies do gênero Tetradesmus apresentam capacidade para 

a produção destes tipos de pigmentos, como demonstrado por Gonçalves et al. 

(2019) que conseguiu extrair cerca de 12,8 mg L -1 de β-caroteno  de T. acuminatus 

cultivado em meio BG-11 e Singh et. al (2020), que obtiveram  0,67mg/ g de  

β-caroteno na biomassa seca de T. obliquus. Desta maneira, alterações na 

metodologia de cultivo para a produção de pigmentos carotenóides pelo isolado 

LGMM12 podem ser buscadas. 

Como observado para os outros bioprodutos quantificados neste trabalho, 

houve uma resposta diferente do isolado aos diversos tratamentos testados, 

indicando que possíveis alterações nas condições de cultivo, como luminosidade, 

pH, temperatura e outras concentrações de nutrientes, assim como meios de cultivo 

diferentes, podem ser uma alternativa para potencializar a produção de 

macromoléculas de interesse (FIGURA 12). 

 
FIGURA 12: PORCENTAGEM DE BIOPRODUTOS RECUPERADOS NA BIOMASSA SECA DE 

CADA TRATAMENTO APÓS 16 DIAS DE CULTIVO EM MEIO DE CULTURA ALTERADO. 

FONTE: A autora (2020). 
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6. CONCLUSÕES 
 

 

● A identificação do isolado LGMM12 por meio de análises morfológicas indica 

que o isolado pertence ao gênero Tetradesmus apresentando características 

como formato fusiforme, formação de cenóbios e forma de disposição das 

células no cenóbio. Foram observadas características que o diferenciam das 

demais espécies descritas para o gênero, indicando que o isolado LGMM12 é 

uma nova espécie do gênero Tetradesmus. 

 

● Corroborando os resultados da análise morfológica, na análise molecular o 

isolado LGMM12 formou um ramo isolado na árvore filogenética gerada por 

inferência Bayesiana, utilizando o modelo Kimura 2 parâmetros com 

sequências da região ITS. Dando mais suporte à proposta de que o isolado 

LGMM12 é uma nova espécie do gênero Tetradesmus. 

 

● Foi observado que o isolado LGMM12 possui potencial para produção de 

carboidratos, lipídeos e clorofila. Sendo que a produção de carboidratos foi 

superior a 30% na biomassa seca de 9 tratamentos testados e o controle. 

Para a produção de lipídeos a condição 2, composta por 10g/L de glicerol e a 

metade das concentrações de fósforo e nitrogênio possibilitou a recuperação 

de 26% de lipídeos na biomassa seca. Para a produção de clorofila, a 

condição 8, composta pelo dobro da concentração de nitrogênio e 

concentrações padrão de fósforo e carbono possibilitou a recuperação de 

2,83% de clorofila na biomassa seca do isolado. 

 

 As condições de cultivo 4 e 6 apresentam maior produtividade de biomassa 

quando comparadas ao controle. A condição 4, composta por 5 g/L de C,  

2x [ ] de N e ½ [ ] de F apresentou produtividade de 0,09 g/ L / dia de 

biomassa. A condição 6, composta por 5 g/L de C, 2x [ ] de N e 2x [ ] de F 

apresentou produtividade de 0,10 g/ L / dia de biomassa. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

As variações de produtividade de macromoléculas nas diferentes condições 

de cultivo testadas neste trabalho indicam a possibilidade de modulação da 

produtividade do isolado LGMM12. O isolado se mostrou promissor para produção 

principalmente de carboidratos, todavia, encontrar a condição ideal de cultivo para 

aumentar a produção de lipídeos e pigmentos pode ser o foco de estudos futuros. 

Como também análises de produção de proteínas, assim como a identificação 

dos tipos de lipídeos e carboidratos que o isolado produz são áreas a serem 

exploradas para o isolado LGMM12. 

Concomitantemente com análises de diferentes concentrações de nutrientes, 

a alteração de condições como luminosidade e pH também podem ser promissoras 

na busca por uma condição de cultivo ideal para o isolado LGMM12. 

Além das alterações no cultivo, técnicas de manipulação genética, como 

transformação genética e CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) também podem ser aplicadas para aumentar a produtividade e 

facilitar a extração ou secreção dessas moléculas de interesse. 
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