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RESUMO

Microalgas apresentam um grande potencial para suprir demandas como
energia e produtos de interesse biotecnoldgico. Apesar de ja serem conhecidas
milhares de espécies de microalgas, estima-se que ainda existem muitas
desconhecidas, e que possam ser promissoras em diversos aspectos. No intuito
de buscar novas espécies, trabalhos de bioprospeccao tém sido realizados nos
mais diversos ambientes. As microalgas tém potencial para aplicacédo na
industria energética substituindo os combustiveis fosseis, de diferentes formas,
desde pela produgéo de biodiesel e biohidrogénio e até mesmo para a produgéo
de etanol, quando a sua biomassa é rica em carboidratos. Outros produtos
obtidos a partir do cultivo de microalgas, como pigmentos e acidos graxos, tem
alto valor agregado, sdo de grande importancia para a industria farmacéutica.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo, a avaliagcdo do potencial
biotecnolégico da microalga LGMM13, isolada na Represa do Irai — Parana e
depositada na colecdo do LabGeM. Também foi realizada a identificacédo
taxondmica desta microalga, por meio de analises morfologicas e de sequéncias
de DNA. Foi possivel identificar este isolado como pertencente ao género
Desmodesmus por meio de microscopia de luz e eletrbnica. Nao foi possivel
identificar a espécie pois, apesar de morfologicamente este isolado ser
semelhante a outras trés espécies, D. asymetricus, D. spinosus e D. subspicatus,
foram observadas caracteristicas divergentes dessas espécies. Considerando-
se a analise filogenética, baseada em sequéncias ITS, este isolado poderia ser
uma nova especie. Considerando que a taxonomia de microalgas ainda é
suportada principalmente por dados morfoldégicos e nem todas as espécies do
género Desmodesmus tém sequéncias depositadas, novos estudos deverao ser
conduzidos no intuito de comprovar se este isolado € uma nova espécie. Para
avaliar a producdo de biomassa total, lipideos, proteinas e carboidratos,
diferentes condigbes de cultivo foram ensaiadas, restringindo nitrogénio e
adicionando Bicarbonato de Sdédio. Para a producdo de biomassa seca,
Desmodesmus sp. LGMM13 atingiu 1,50 g/L apds 22 dias em meio CHU. Nas
mesmas condi¢des de cultivo, o isolado de Tetradesmus obliquus utilizado nos
fotobiorreatores do NPDEAS produziu 0,98g/L de biomassa seca. Ainda
comparando estes dois géneros, Desmodesmus sp. LGMM13 produziu mais
carboidratos, proteinas, lipideos e clorofila que T. obliquus. Variando as
condicdes de cultivo, a produgdo de carboidratos totais de Desmodesmus sp
LGMM13 atingiu 66,58% da biomassa seca em meio CHU com privagdo de
nitrogénio, valor superior ao descrito na literatura para condi¢cbes de cultivo
semelhantes, indicando que esta microalga possui grande potencial para a
producgao de bioetanol.

Palavras-chave: Biocombustiveis; Bioetanol; Desmodesmus; Bioprospecgéo.



ABSTRACT

Microalgae show great potential to supply demands such as energy and
products of biotechnological interest. Although thousands of microalgae species
are already known, it is estimated there are still many undiscovered species, and
that they can be promising in several aspects. In order to search for new species,
bioprospection has been carried out in the most diverse environments.
Microalgae have the potential to meet energy demand by replacing fossil fuels in
different ways, from the production of biodiesel, biohydrogen and even to the
production of ethanol, when its biomass is rich in carbohydrates. Other products
obtained from the cultivation of microalgae, such as pigments and fatty acids,
have high value, areof great importance to the pharmaceutical industry. In this
context, this work has for objective to evaluate the biotechnological potential for
the production of lipids, carbohydrates, pigments and proteins of the microalgae
LGMM13, deposited in the collection of LabGeM and isolated in Irai Dam -
Parana. Taxonomic identification of this microalgae was also carried out by
means of morphological and DNA sequences analysis. It was possible to identify
this isolate as belonging to the Desmodesmus genus by identifying
characteristics using light and electron microscopy. It was unable to identify the
species because, despite this isolate being morphologically similar to other three
species, D. asymetricus, D. spinosus and D. subspicatus, divergent
characteristics of these species were observed. By phylogenetic analysis, based
on ITS sequences, this isolate could be a new species. Considering that the
taxonomy of microalgae is still supported mainly by morphological data and not
all species of the genus Desmodesmus have deposited sequences, further
studies shall be conducted in order to prove whether this isolate is a new species.
To evaluate the production of total biomass, lipids, proteins, pigments and
carbohydrates, different cultivation conditions were tested, by restricting nitrogen
and adding sodium bicarbonate. For the production of dry biomass,
Desmodesmus sp. (LGMM13) went up to 1,50g/L after 22 days in CHU medium.
Under the same cultivation conditions, the isolate of Tetradesmus obliquus used
in the NPDEAS photobioreactors produced 0.98 g/L of dry biomass. Sitill
comparing these two genera, Desmodesmus sp. LGMM13 produced more
carbohydrates, proteins, lipids and chlorophyll than T. obliquus. By varying the
cultivation conditions, the production of total carbohydrates from Desmodesmus
sp LGMM13 reached 66.58% of the dry biomass in CHU medium with nitrogen
deprivation, a value higher than that described in the literature for similar
cultivation conditions, indicating that this microalgae has great potential for the
production of bioethanol.

Keywords: Biofuels; Bioethanol; Desmodesmus; Bioprospection.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICO DO POTENCIAL DE
FOTOBIORREATORES NO CULTIVO DE
MICROALGAS.......cciiiieeieee 21

FIGURA 2 - DIFERENTES METABOLISMOS PRESENTES NAS
MICROALGAS ...ttt e e e e s e e e e e aae
..... 23

FIGURA 3 - MICROSCOPIA OPTICA DA LINHAGEM
LGMMA3. . 33

FIGURA 4 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO ISOLADO
LGIMMI S, e

FIGURA 5 - ARVORE FILOGENETICA DE ESPECIES DE Desmodesmus POR
INFERENCIA BAYESIANA UTILIZANDO SEQUENCIAS ITS. VALORES DE
PROBABILIDADE POSTERIORI EM NEGRITO E BOOTSTRAP, QUANDO
DISPONIVEL, ESTAO A ESQUERDA DOS

FIGURA 7 - CARACTERIZACAO DOS BIOPRODUTOS DA BIOMASSA SECA
EM PORCENTAGEM DOS ISOLADO LGMMO1 E LGMM13 EM MEIO CHU
APOS 22



FIGURA 8 - PRODUCAO DOS BIOPRODUTOS (mg/L) DE MEIO CHU, APOS
22 DIAS DE CULTIVO DAS LINHAGENS LGMMO1 E
LGMM13 e 39

FIGURA 9 - PORCENTAGEM DE LIPIDEOS, CLOROFILA, CAROTENOIDES E
CARBOIDRATOS NA BIOMASSA SECA DO ISOLADO LGMM13 PARA CADA
TRATAMENTO APOS 16



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1: CONTEUDO LIPIDICO (% DA BIOMASSA) DE DIFERENTES
ALGAS VERDES EM MEIOS DE CULTIVO
DISTINTOS. ... 18

QUADRO 2: CONTEUDO DE CARBOIDRATOS NA BIOMASSA SECA DE
DIFERENTES LINHAGENS DE
MICROALGAS.......ieite e 19

QUADRO 3: ISOLADOS UTILIZADOS NO ESTUDO COM SUAS
RESPECTIVAS IDENTIFICACOES E LOCALIZACAO DE
COLETA. ... 25

QUADRO 4: TRATAMENTOS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO DE
VARIACAO DE NITROGENIO E BICARBONATO DE SODIO COM AS
CONCENTRAGOES DAS
MESMAS e

QUADRO 5: RELACAO DE CARACTERISTICAS DO ISOLADO LGMM13 E
OUTRAS Desmodesmus MORFOLOGICAMENTE
PROXIMAS. .. oo, 34

QUADRO 6: RELACAO DOS BIOPRODUTOS POR TRATAMENTO DO
ISOLADO LGMM13 APOS 22



LISTA DE SIGLAS

CO2 — Gas carbobnico

DNA - Acido desoxirribonucleico
NaNOs - Nitrato de Sédio
NaHCO; - Bicarbonato de sédio

NPDEAS - Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia
Autossustentavel

TAG - Triacilglicerol



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt sanes 12
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA...........coomiriiimieiiereimneesiseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssees 14
2. 1. MICROALGAS ...ttt ettt 14
2.2. IDENTIFICACAO DE MICROALGAS.........oooeeeeeeeeeeieeeseeeessesses s es s sessas s 14
2.2. ALGAS VERDES ...ttt 15
2.3. FAMILIA SCENEDESMACEAE (CHLOROPHYCEAE).......ccocosvomiieveeieerserennane. 15
2.3.1. Género Desmodesmus (Chodat) S. S. An, T. Friedl & E. Hegewald, 1999. 16
2.4. BIOPRODUTOS DE MICROALGAS ...ttt 17

D g T I o (o [ o SRS 17
2.4.2 CarDOIAratos ......c.ooveuirieiieeeee e 19
2.4.3 PigIMENTOS ..uutiiiieeeeeiiiiiteee e e esstttee e e e e s ss ssabbareeeeesssabbbaeeeeesasassbtaaeaeeseasnbataeaeessannarnnnre 20
24,4 PrOtINGAS .e.eeeetieteet ettt ettt sttt e nnees 20

2.5. CULTIVOS DE MICROALGAS ...ttt ettt 20
3. OBUETIVOS ...ttt bbbt 24
3.1. OBJETIVO PRINCIPAL ..ottt 24
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es s 24
4, MATERIAL E METODOS..........oomioieeceeeeeeteeseeesieseeesseee s s ssssass e sassssss s 25
4.1. MATERIAL BIOLOGICO........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeesaesses s es s 25
4.2. IDENTIFICACAO DO ISOLADO LGMM13.......cooiieeeiereeeeeeesesiee s, 25
4.3. CONDICOES DE CULTIVO ...t s 26
4.3.1. CUrva de CreSCIMENTO .......cviueirieirieete e 27
4.3.2. Cultivo com variagao de nitrogénio e bicarbonato de sédio........c..ccceeneeeee. 27

4.4. AVALIACAO DOS COMPONENTES CELULARES ........cccooveiirrereeieiesiessesenne 28
4.4.1. Determinacado da biomassa SECA..........ccccecveevieiieieeieeceee et 28
4.4.2. Recuperacao da biomassSa .......ccccecveveeviiiieiic e 29
4.4.3. Quantificagdo de lipideos totais .......ccevveeriririreeeeee e 29

4.4 .4. Quantificacao de carboidratos..........ccceevieiiiiiiiicececec e 30
4.4.5. Quantificacao de PIGMENTOS .......ccovveiiiieieeceeee e 30

4.5. TRATAMENTO ESTATISTICO ..o 31
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .........oooooieieeeeerieeeeeeeee e veesss s 32
5.1 IDENTIFICACAO DO ISOLADO LGMM3........ooimirireieieieeieeiesieeses s 32
5.1.1. Identificac@o MOIfOlOQICA. ........ccveieeririereeiee e 32
5.1.2. 1dentificag@0 MOIECUIAN..........cccooieeeeeee e 36

5.2. CURVA DE CRESCIMENTO ..ottt 36



5.3. CULTIVO COM VARIACAO DE NITROGENIO E BICARBONATO DE SODIO 39
B.0. CONCLUSAOD ..o e e e oo s e e e e e e s e e s et e e e e s e s e e e er s e e rens 42
REFERENGCIAS ..o e e e e v e s e e ses e seseeese s s e seseses s s s sesessseseesesesesssenesseeas 43



12

1. INTRODUCAO

As microalgas sao um grupo de organismos fotossintéticos microscépicos de
origem polifilética (BALDAUF, 2008), unicelulares ou coloniais. Sdo principalmente
aquaticos, podem habitar aguas doces ou salgadas e produzem biomassa por meio
da luz solar, agua, sais e didxido de carbono (DEMIRBAS, 2010). As microalgas tém
potencial para suprir a demanda energética substituindo os combustiveis fosseis, pela
producdo de biocombustiveis. Além de nao precisarem ocupar terras cultivaveis, o
cultivo de microalgas tem vantagens como a velocidade na produg¢ao de biomassa e
a escala de producao sem depender de sazonalidade (CHISTI, 2007). Podem ser
cultivadas em fotobiorreatores utilizando diversas fontes nutricionais, incluindo dejetos
organicos e efluentes provenientes de atividades agricolas e industriais, com o
maximo de aproveitamento de agua e produzindo outros produtos de interesse
humano, permitindo a completa utilizagdo dessa biomassa, o que aplicaria o conceito
de biorrefinaria (KAVA, VARGAS e MARIANO, 2018).

A queima de combustiveis fosseis € a principal matriz energética para a
civilizagdo humana. Sendo que esses combustiveis fosseis sao fonte de energia
pouco renovavel, e um dos responsaveis por produzir gases que causam o efeito
estufa. Além de ser uma commodity finita, seus pregos podem subir quando a
demanda ultrapassar a oferta. Visando um futuro com as mesmas comodidades
proporcionadas pelo consumo energético, fontes de energia renovaveis que possam
competir economicamente com as fontes de energia tradicionais tém sido
pesquisadas. Uma das principais fontes de energia renovavel € a biomassa de
microalgas, que pode ser utilizada como matéria-prima para a produgao de
biocombustiveis. O biodiesel € um biocombustivel produzido a partir de 6leos vegetais
ou animais, porém quando produzido a partir de 6leos vegetais compromete larga
quantidade de terra cultivavel, competindo com a produgao de alimentos (CHISTI,
2007; GEORGIANNA e STEPHEN 2012).

O uso de espécies endémicas de microalgas traz como vantagem uma grande
competitividade em cultivos como em fotobiorreatores, uma vez que estas estéo
adaptadas as condigdes climaticas regionais (DUONG et al., 2012). A bioprospecg¢éo
de novas espécies pode favorecer a producao de biocombustiveis, pela sele¢cao de

linhagens mais competitivas, com crescimento mais rapido, maior producao de
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lipideos, além da possibilidade de trazer novos produtos de alto valor agregado (HADI
et al., 2016). Neste sentido, este trabalho visa avaliar o isolado LGMM13, obtidos na
Represa do lIrai, regidao metropolitana de Curitiba, para a produg¢ao de bioprodutos e
biomassa, bem como comparar o desempenho destes isolados com a microalga
Tetradesmus obliquus ja utilizada em fotobiorreatores pelo Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Energia Autossustentavel (NPDEAS) da Universidade Federal do

Parana.



14

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MICROALGAS

O termo alga é utilizado para designar uma enorme variedade de organismos,
0 qual nao é preciso do ponto de vista taxondmico. Neste grupo séo designados como
algas os talofitos, microrganismos eucariontes clorofilados e cianobactérias (BICUDO
e MENEZES, 2005; TOMASELLI, 2004).

Microalgas sao um grupo artificial e extremamente heterogéneo de organismos.
Sao seres fotoautotroficos, ou seja, capazes de realizar fotossintese, podendo ser
procariotas ou eucariotas. Sao os principais produtores primarios do planeta,
possuindo assim uma elevada relevancia ambiental (KAVA, VARGAS e MARIANO,
2018). Além de serem organismos com grande capacidade de adaptagdo e

desenvolvimento em diversos ambientes aquaticos e terrestres (MATA et al., 2010)

2.2. IDENTIFICAGAO DE MICROALGAS

A identificacdo de espécies de microalgas ocorre, tradicionalmente, na
observagdo da morfologia e pigmentos. Entretanto, a biologia molecular vem
ganhando espacgo nos estudos de taxonomia, tornando-se uma poderosa ferramenta
para a discriminagéo de espécies de microalgas (EBENEZER et al., 2012; LARKUM
et al., 2012).

A identificagao por sequenciamento de DNA é considerada a metodologia mais
segura para uma identificagdo precisa, devido a dificuldade de observar diferentes
caracteristicas morfolodgicas e a grande plasticidade morfoldégica (CHEN et al., 2010).
Para uma correta classificagao € importante a escolha de uma regiao informativa do
DNA, como as do DNA ribossomal (rDNA). Os nucleotideos do rDNA sé&o
responsaveis pelos genes que codificam os rRNAs (LEE, 2008). Em algas verdes a
utilizagao da regiao ITS, principalmente ITS2, do rDNA tem sido utilizada com sucesso
em analises filogenéticas para espécies proximas (AN et al., 1999; HEGEWALD e
BRABAND, 2017).

Varias abordagens podem ser aplicadas, como a utilizagdo de genes que

apresentam maior variabilidade como COIl (Cytochrome oxidase |) e ITS1 e 2 (Internal
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Transcribed Spacer) do rDNA. Regides com variagdo moderada como rbcL (Ribulose-
1,6-bisphosphate carboxylase/oxygenase, RuBisCO) e tufA (elongation factor Tu).
Inclusive regides altamente conservadas como 18S rDNA e UPA (Universal Plastid
Amplicon) (CHEN et al., 2010; HALL et al., 2010). Fucikova et al. (2011) demonstrou
que a utilizagdo de COl em algas verdes néo é eficaz para a identificagao de espécies,
devido a alta variabilidade desta regiao.

2.2. ALGAS VERDES

As algas verdes sdao um grupo de algas eucariontes com uma enorme
variedade de niveis de organizagdo, podendo ser flagelados ou aflagelados,
unicelulares ou coloniais, compondo grupos morfolégicos complexos (EBENEZER et
al., 2012).

As algas verdes possuem um cloroplasto de duas membranas, dentro deste é
formado e armazenado amido em associacdo com um pirendide, se presente. Seus
tilacoides sdo agrupados em bandas de trés a cinco tilacoides sem grana. No
cloroplasto estao presentes as clorofilas a e b. Estes organismos sao principalmente
encontrados em ambientes aquaticos de agua doce, sendo estas geralmente
cosmopolitas (LEE, 2008; LELIAERT et al., 2012)

Este grupo é dividido em dois subgrupos, Chlorophyta e Charophyta. O filo
Charophyta contém sete classes, enquanto Chlorophyta contém trés classes
diferentes, sendo Scenedesmaceae a maior familia dentro das cloroficeas (KRIENITZ
e BOCK, 2012).

2.3. FAMILIA SCENEDESMACEAE (CHLOROPHYCEAE)

Scenedesmaceae é a maior familia de algas verdes cocoides de aguas
continentais, com ampla distribuicdo, sendo reportadas nos mais diversos ambientes
aquaticos continentais do Brasil (MENEZES et al. 2014). A familia possui 13 géneros,
incluindo Tetradesmus, Scenedesmus e Desmodesmus, sendo os dois ultimos
géneros com o maior numero de espécies. Em Scenedesmaceae a parede celular é
constituida por uma camada interna de celulose e uma ou mais camadas externas de

esporopolenina. Frequentemente possuem ornamentacdes na forma de espinhos
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costelas ou granulagdes (ATKINSON et al, 1972; COMAS, 1984, englobando
individuos unicelulares e/ou cendbios em um ou mais planos (KRIENITZ e BOCK,
2012).

2.3.1. Género Desmodesmus (Chodat) S. S. An, T. Friedl & E. Hegewald, 1999

Inicialmente pertencente ao género Scenedesmus, caracterizado como algas
cocoides, autospodricas e com cendbios (MEYEN, 1829), o qual foi dividido em trés
subgéneros: Scenedesmus, Acutodesmus e Desmodesmus, baseando-se na
ornamentagao e forma dos polos das células. Posteriormente, An et al. (1999) elevou
0 grupo para categoria de género Desmodesmus por meio de estudos moleculares
usando sequéncias de ITS, também mostrando que o grupo é monofilético. Segundo
0 banco de dados AlgaeBase, 0 género possui 63 espécies aceitas taxonomicamente
(GUIRY, 2019).

Entre outras caracteristicas, o género Desmodesmus €& caracterizado pela
presenca de individuos unicelulares ou em grupos (cendbios) e uma quarta camada
de esporolenina na parede celular, que possibilita a formagao de espinhos e outras
ornamentagdes, bem caracteristico do género (AN et al, 1999; HEGEWALD, 2000).
Pode ser considerado cosmopolita e possuir mecanismos para sobreviver a uma
grande variedade de climas. (HENTSCHKE et al., 2010).

Em estudo recente Hu et al. (2019) aumentaram a produgao de lipideos de
Desmodesmus sp. a partir da criagdo de um mutante utilizando a técnica
CRISPR/Cas9, promissora técnica de engenharia genética (RAN et al., 2013). Eles
conseguiram elevar a producgao de lipideos da biomassa seca em 20%, com este novo
mutante, sendo que a linhagem selvagem tinha uma producao total de 50% de lipidios
em sua biomassa seca.

Abinandan et al. (2019) demonstrou que o isolado Desmodesmus sp. (MAS1)
consegue crescer em cultivos com pH acido de 3,5 e com a adi¢do de metais pesados
como Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn) e Zinco (Zn). Conseguindo nestas
condigdes, remover os metais pesados, como também acumular acidos-graxos para

a producéao de biodiesel.
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2.4. BIOPRODUTOS DE MICROALGAS

A grande variedade de microalgas faz delas fonte de uma vasta gama de
bioprodutos, com diversas aplicagdes industriais. Atualmente, a principal utilizacado de
microalgas é direcionada ao consumo humano. Sua biomassa rica em proteinas e
vitaminas permite sua utilizagdo como alimento ou suplemento alimentar para
humanos e também para o consumo animal. Oferecem vantagens significativas de
cultivo significativas em comparagdo com leveduras e bactérias, porque estas
requerem adicao de algum tipo de fonte de carbono como glicose e acetato no meio
de cultura (WASE et al.,2018).

2.4.1 Lipideos

Microalgas podem acumular até 70 % de sua biomassa na forma de lipideos
(CHISTI, 2007). Os lipideos produzidos por elas podem ser classificados em dois tipos,
acidos graxos que podem ser utilizados para a producao de biodiesel, e acidos graxos
poli-insaturados que tem alto valor agregado e podem ser comercializados para
aplicagdes farmacéuticas ou terapéuticas (YEN et al., 2013).

Triacilglicerol (TAG) € uma das principais formas de armazenamento
citoplasmatica de energia em microalgas e € uma das matérias primas para a
producao de biodiesel (GRAMA et al., 2014).

Os fatores conhecidos que mais influenciam a eficiéncia na producédo de
lipideos das microalgas sdo o tipo e intensidade luminosa; a temperatura; a
disponibilidade de nutrientes, como o nitrogénio; o pH do meio; a aeragéo do cultivo;
e a disponibilidade de CO2 (YEN et al., 2013; COSTA et al. 2014).

O acumulo de lipideos em microalgas tende a ocorrer quando estdo sendo
cultivadas em condigdes de estresse. A privagao de nitrogénio é a principal estratégia
de estresse para aumentar a quantidade de lipideos nas microalgas. A acumulagao
chega a ser 10-20% superior em condi¢oes de déficit de nitrogénio em algas verdes,

diatomaceas e algumas outras espécies (HU et al., 2008; YEN et al., 2013).
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QUADRO 1: CONTEUDO LIPIDICO (% DA BIOMASSA) DE DIFERENTES ALGAS VERDES EM
MEIOS DE CULTIVO DISTINTOS

Algas Verdes Conteudo Lipidico (% da Biomassa Seca)
Dunaliella tertiolecta 71%
Tetraselmis suecica 23%
Chlorella sorokiniana 22%
Chlorella protothecoides 58%
Ettlia oleoabundans 42%
Ankistrodesmus falcatus 32%
Nannochloris sp. 56%
Neochloris oleabundans 65%
Scenedesmus sp. 21%
Chlamydomonas sp. 43%
Desmodesmus sp. 50%

FONTE: ADAPTADO DE HESS et al. (2017)

O biodiesel é produzido a partir da transesterificagdo de lipideos de cadeia
longa com o uso de um solvente organico na presencga de um catalisador. E uma fonte
alternativa de energia renovavel com maior taxa de renovagéo, baixa toxicidade e
maior biodegradabilidade comparado com combustiveis fosseis (TER VELD, 2012).

O Brasil possui metas internacionais para a redugao de emissdes de gases do
efeito estufa. Com isso, a lei N° 13.263, de 23 de margo de 2016 (BRASIL, 2016),
estabelece que em 2019 pelo menos 10 a 15% de biodiesel seja adicionado ao diesel
comum. Segundo o consumo de diesel em 2017, a quantidade de litros necessaria
para a meta seria de até 77 mil litros de biodiesel (BRASIL, 2017). Em 2018, o
Conselho Nacional de Politica Energética — CNPE autorizou a Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis - ANP a fixar o percentual de adi¢ao de até
15% (quinze por cento), em volume, de biodiesel ao dleo diesel comum (CNPE, 2018).
Segundo Chisti (2007) um hectare de soja plantada pode produzir 446 L de biodiesel,
totalizando até 63 mil hectares de terra somente para produzir a meta de biodiesel de
2019, competindo com a produgao de alimentos.

Microalgas sdo uma fonte capaz de substituir os combustiveis fésseis. Elas
apresentam crescimento rapido em comparagao com vegetais, também sao ricas em
Oleos e oferecem a vantagem de ndo comprometer o fornecimento de alimentos
(CHISTI, 2007). Porém a extragao dos lipideos da biomassa gera um custo elevado
que inviabiliza sua aplicagdo econémica (LAM e LEE, 2012). Portanto, bioprospectar
novas espeécies de microalgas é uma das estratégias para viabilizar economicamente

a producdo de biodiesel. Além de ser possivel encontrar algas com diversas
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aplicagdes complementares a producao de biodiesel (CHISTI, 2007; ROSALINE et al.,
2012).

2.4.2 Carboidratos

Algumas microalgas podem chegar a possuir 50% de carbono em sua
biomassa seca, e grande parte deste carbono é proveniente da captura de CO:2
atmosférico (CHISTI, 2007; YEN et al.,, 2013). Geralmente, os carboidratos que
compde as microalgas verdes sao amido, glucose, celulose/hemicelulose e outros
polissacarideos. Desses, amido e glucose sao utilizados para a produgao de bioetanol
e biohidrogénio (YEN et al., 2013). Isto é possivel gracas ao teor baixo de lignina e
alto teor de acucares fermentaveis nos carboidratos de microalgas. Outras aplicacées
incluem producdo de agar gelatinoso, espessante, estabilizador e aditivos de
alimentos (KOLLER, MUHR e BRAUNEGG, 2014).

Quando cultivadas em meios com restricdo de nitrogénio a alga tende a
acumular carboidratos e lipideos (GONZALEZ-FERNANDEZ E BALLESTEROS,
2012). Spirulina platensis cultivada por Sassano et al. (2010) em privacdo de
nitrogénio teve ganho de carboidratos de 8-14% para 55-65% de sua biomassa seca.

Rizza et al. (2016) conseguiu uma producdo de 53,5% de carboidratos na
biomassa seca (0,7 g/L) em Desmodesmus sp. Foi testado a eficiéncia na produgao
de bioetanol, apresentando 81,4% de eficiéncia na conversdo de agucar para o

combustivel.

QUADRO 2: CONTEUDO DE CARBOIDRATOS NA BIOMASSA SECA DE DIFERENTES
LINHAGENS DE MICROALGAS

Conteudo de
Microalga Carboidrato (% Referéncia
Biomassa seca)

Gonzalez-Fernandez e

Chlamydomonas sp. 17 Ballesteros, 2012; Markou et
al., 2012
. Dragone et al., 2011; Gonzalez-
Chiorella vulgaris 9-41 Fernandez e Ballesteros, 2012
Tetradesmus obliquus 10 -47
Spirulina maxima 13-16 Gonzalez-Fernandez e
Scenedesmus ecosystem 42-53 Ballesteros, 2012
Porphyridium cruentum 57
Desmodesmus sp. 53,5 Rizza et al. (2016)

FONTE: O autor (2020).
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2.4.3 Pigmentos

Microalgas séo uma importante fonte de pigmentos, principalmente de clorofilas
a e b, que se encontram de 0,5 — 4% da biomassa seca. Também produzem
carotenodides como anteraxantina, astaxantinas, betacaroteno, luteina, neoxantina e
zeaxantina. Os pigmentos possuem varias aplicagdées, sendo comumente utilizados
pela industria farmacéutica, na area de cosméticos e na industria alimenticia
(SPOLAORE et al., 2006; KAVA, VARGAS e MARIANO, 2018). Num cultivo otimizado,
Chlorella vulgaris consegue atingir niveis de 1,67% de clorofilas em sua biomassa
seca (MOHSENPOUR et al, 2019). Rammuni et al. (2018) conseguiu 13% de
carotendides na biomassa seca de Dunaliella salina, microalga ja conhecida pela
producao de carotendides.

A astaxantina é principalmente requisitada pela industria de alimentagao animal
para a racdo de salmao. E uma molécula de alto valor agregado, seu preco em média
é US$ 2500 por quilograma. Este pigmento é comumente produzido de forma
industrial devido ao baixo custo, contudo, outros segmentos da agroindustria entao
buscando astaxantina produzida naturalmente devido a deposigao desses pigmentos
no tecido animal, regulamentagdes legais e demanda por produtos naturais pelos
consumidores (SPOLAORE et al.,, 2006).0 acumulo de carotendides ocorre em

situagdes de deficiéncia de nitrogénio, alta irradiagcéo e salinidade.

2.4.4 Proteinas

A alta concentragao de proteinas em varias espécies de microalgas é uma das
razdes para serem consideradas uma fonte de proteina ndo convencional. As células
das microalgas sdo capazes de produzir todos os aminoacidos, podendo suprir 0s
aminoacidos essenciais em humanos e animais. Também, o perfil proteico de

microalgas € igual ou melhor do que o de plantas (SPOLAORE et al., 2006).
2.5. CULTIVOS DE MICROALGAS
As microalgas apresentam grande capacidade de adaptacao, facilitando o

cultivo delas em ambientes controlados de laboratérios. No campo podem crescer em

regimes fechados como em fotobiorreatores, ja empregado no NPDEAS (GRACIANO
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et al. 2015), ou em regimes abertos, como tanques e lagoas (TREDICI, 2004).
Sistemas fechados permitem maior controle das condicbes de cultivo como
temperatura, nutrientes e CO2. Entretanto, o custo energético elevado de manutencao
ainda torna este processo inviavel economicamente (KAVA, VARGAS e MARIANO,
2018).

FIGURA 1: DESENHO ESQUEMATICO DO POTENCIAL DE FOTOBIORREATORES NO CULTIVO
DE MICROALGAS

FASE GASOSA (0, E
BIOHIDROGENIO)
SOBRENADANTE
FOTOBIORREATOR / (I‘;‘;:J&P’%%’;‘
(MICROALGAS) ¢
€0, \
(SEQUESTRO DE BIOMASSA
CARBONO)
NUTRIENTES E AGUA / \
(EFLUENTES) )
LIPIDEQS COPRODUTOS
(BIODIESELE (PIGMENTOSE
OMEGA 3) RACAO ANIMAL)

FONTE: Adaptado de PASSOS (2018).

Cultivos autotroficos de microalgas tem como fonte de carbono o CO2
dissolvido na agua. Este CO2 pode ser obtido por meio de emissdes industriais ou
motogeradas (BURKHOLDER et al., 2008). Assim, as microalgas podem reduzir a
emissao de CO2 por meio do sequestro de carbono (KAVA, VARGAS e MARIANO,
2018).

As microalgas podem ser cultivadas em cultivos heterotrofico utilizando fontes
de carbono organico, sendo altamente produtivos (CHENG et al., 2009). Entretanto,
requerem o fornecimento direto de fonte de carbono no cultivo, tornando dependente
da produgao primaria de alimentos (KAVA, VARGAS e MARIANO, 2018). Também

crescem em cultivos mixotroficos que utilizam tanto a atividade fotossintética como
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captacédo de energia por meio de compostos orgéanicos externos (CHOJNACKA e
MARQUEZROCHA, 2004).

Devido a natureza fotossintética das microalgas, a luminosidade é um
importante fator que pode limitar a escala de cultivo. Buscando uma produtividade
maxima de biomassa, a faixa de saturagao luminosa deve ser homogénea em todo o
cultivo (OGBONNA e TANAKA, 2000). Contudo, o aumento na concentracdo de
células no cultivo gera autosombreamento, impossibilitando que algumas células
recebam luz necessaria para a atividade fotossintetizante (SOARES et al., 2010)

A temperatura exerce influéncia direta nos cultivos de microalgas. Afeta o
metabolismo e as necessidades nutricionais. Geralmente espécies nativas tem melhor
adaptacao gragas a um metabolismo adequado na faixa de temperatura da regigo. O
isolamento de microalgas que resistam a temperaturas altas é um importante critério
para a bioprospeccgao de novas microalgas (ONO; CUELLO, 2007)

Para uma melhor disponibilidade de nutrientes para as algas o pH do meio de
cultura deve ser mantido proximo a neutralidade (SCHMIDT, 2007). A variagéo do pH
ocorre com a metabolizagao de substratos, solubilizagdo, consumo e concentragao de
COz2 no meio (KAVA, VARGAS e MARIANO, 2018).

O meio de cultivo influencia diretamente no crescimento celular e na
composicao quimica das células. Os elementos mais importantes sao carbono,
nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, fosforo, magnésio, cobre, zinco e molibdénio. O
carbono em cultivos fotoautotréficos vem do CO2 para a demanda fotossintética. Em
alguns cultivos € necessario a adigdo de CO2 gasoso, devido a baixa concentragéo na
atmosfera (LOURENCO, 2006; KAVA, VARGAS e MARIANO, 2018).

O nitrogénio € um importante constituinte da biomassa, chegando até 10% do
peso seco. Compostos nitrogenados podem ser utilizados como fonte de nitrogénio
nos cultivos. A auséncia deste composto acarretaria uma diminuigdo dos aminoacidos
e no teor proteico (KAVA, VARGAS e MARIANO, 2018).

Gardner et al. (2012) mostrou que a adi¢éo de Bicarbonato de Sodio (NaHCO3)
pode provocar a acumulagcdo de TAG em Scenedesmus sp. e Phaeodactylum
tricornutum. Entretanto, a adicdo em demasia de NaHCO; pode suspender a
replicacéo celular. White et al. (2013) testou varias concentracées de NaHCO; em
cultivos, correlacionando maior crescimento celular com 1 g/L de NaHCO; adicionado

nos cultivos de Tetraselmis suecica e Nannochloropsis salina. Suplementagcdo de
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Bicarbonato de Sodio em conjunto com a restrigdo de nitrato aumentam o acumulo de

carboidratos e lipideos nas células de Scenedesmus sp. (PANCHA et al., 2015).

FIGURA 2: DIFERENTES METABOLISMOS PRESENTES NAS MICROALGAS

FONTE DELUZ

Fotossintese

METABOLISMO
AUTOTROFICO

FONTE: Adaptado de KAVA, VARGAS e MARIANO (2018)
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Explorar o potencial biotecnoldgico para a producéo de lipideos, carboidratos,
pigmentos e proteinas da microalga LGMM13, depositada na cole¢cao do LabGeM e

isolada na Represa do Irai - Parana.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a microalga LGMM 13 por analise morfoldgica e molecular.

e Avaliar o crescimento do isolado e a producédo de lipideos, carboidratos,
pigmentos e proteinas do isolado LGMM13.

e Fazer uma analise comparativa de crescimento e obtencdo dos produtos
elencados anteriormente com a linhagem de Tefradesmus obliquus utilizada
nos fotobiorreatores do NPDEAS.

e Investigar possiveis alteragdbes na producdo de lipideos, carboidratos,
pigmentos e proteinas pelo isolado LGMM13, em diferentes condi¢cdes de

cultivo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Os isolados utilizados neste trabalho (QUADRO 3) pertencem a colegcéo de

microalgas do Laboratério de Genética de Microrganismos (LabGeM).

QUADRO 3: ISOLADOS UTILIZADOS NO ESTUDO COM SUAS RESPECTIVAS IDENTIFICACOES
E LOCALIZAGAO DE COLETA.

Isolados Identificagao Local de Coleta
LGMMO1 Tetradesmus obliquus Curitiba — PR
LGMM13 Nao identificada Represa do Irai — PR

FONTE: O autor (2020).

O isolado LGMM13 foi coletado por Passos (2018) na Represa do Irai,
localizada na regido metropolitana de Curitiba entre os municipios de Pinhais e
Piraquara no estado do Parana, coordenadas S25° 25' 31,1" W49° 06' 22,7". Além
desta linhagem, o trabalho utilizara uma cepa da microalga Tetradesmus obliquus
(LGMMO1). Esta cepa é tradicionalmente cultivada em fotobiorreatores para a

producao de biomassa pelo NPDEAS na Universidade Federal do Parana.

4.2. IDENTIFICAGCAO DO ISOLADO LGMM13

A identificacdo morfolégica foi feita por meio de imagens obtidas por
microscopia Optica e de microscopia eletrénica de varredura. Para isso, os isolados
cresceram por 4 dias em meio TAP. As amostras foram coletadas e foi adicionado
lugol para a preservagao. Para a microscopia otica foram preparadas laminas
semipermanentes adicionando gelatina-glicerinada nas laminas com a amostra, a
observagéo foi feita em microscopio 6tico Olympus BX40 e as fotos capturadas pela
camera acoplada Olympus DP71.

Para a analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi adicionado
CTAB 1:1 na amostra e deixado descansar por 12 horas. Na laminula foi adicionada
Poli-L-lysina e uma gota de amostra foi pingada sobre. Posteriormente, foi feita a

desidratacdo em série crescente com alcool etilico de 50% a 100 %. A amostra foi



26

levada para o ponto critico e colada a laminula em um stub com fita de cobre. A
metalizacao foi feita com ouro e a observagao em microscopio eletrénico de varredura
JEOL JSM6360 (Centro de microscopia eletronica da UFPR) (RAMOS et al. 2017).

Para a identificacdo molecular, a biomassa foi recuperada do mesmo cultivo
anterior, centrifugada e liofilizada. Em seguida foi feita a extrag&o por fenol:cloroférmio
adaptado de Raeder e Broda (1985). Foi verificado a integridade do DNA genémico
obtido por eletroforese em gel de agarose 1,5% com marcador de peso molecular
ladder 1 Kb (Invitrogen, 1Kb Plus DNA Ladder), o gel foi corado com brometo de etidio
e visualizado sob luz ultravioleta.

A reacéo de PCR foi conduzida utilizando o Kit TopTaq Master Mix (Qiagen)
utilizando ITS VG9 e LS266 (HOOG, GERRITS VAN DEN. ENDE, 1998). A
amplificagédo foi feita em Termociclador Biorad modelo T100™ (ThermalCycler). O
sequenciamento foi realizado com bigdye em sequenciador automatico ABI3500,
método de Sanger.

O alinhamento das sequéncias foram realizados nos programas BioEdit 7.1 e
Mega10.0. As sequéncias foram obtidas no banco de dados AlgaeBase e GenBank,
buscando dar prioridade para sequéncias confiaveis quando disponiveis (ANEXO 1).
A criacao da arvore filogenética, pelo método Inferéncia Baysiana, foi feita no software
MrBayes utilizando o modelo evolutivo de Kimura 2 parametros com distribuicado em
gama 5 categorias. A arvore de maxima verossimilhanga foi criada utilizando o
software GARLI 2.01, através da plataforma CIPRES. Para a visualizag&o das arvores

foi utilizado o Figtree v1.4.3 e para edigdao Adobe Photoshop versao 21.0.

4.3. CONDICOES DE CULTIVO

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi o CHU liquido (CHU, 1942),
composto de: NaNO3 0,0025 g/L, CaCl2.2H20 0,00025 g/L, MgS04.7H20 0,00075
g/L, K2HPO4 0,00075 g/L, KH2PO4 0,00175 g/L, NaCl 0,00025 g/L, EDTA-Na2
0,00005 g/L, KOH 0,000031 g/L, FeS0O4.7H20 0,00000498 g/L, H3BO3 0,00001142,
ZnS04.7H20 0,0000000882 g/L, MnCI2.4H20 0,0000000144 g/L, CuS0O4.5H20
0,0000000157 g/L, Co.(NO3)26H20 0,0000000049 g/L, NaMoO4. 2H20
0,0000000119 g/L. Os cultivos foram incubados em camara de cultivo a 25°C e luz

continua (400 lux), com aeragao de 500 mL por minuto.
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4.3.1. Curva de crescimento

A cinética de crescimento dos isolados foi avaliada por meio da construgao de
uma curva de crescimento, considerando a biomassa seca.

Foi utilizado um pré-inéculo crescido por 14 dias. A partir deste cultivo os
isolados foram inoculados e mantidos em Erlenmeyer de 2 L com 1,5 L de meio em
triplicata. Todos os cultivos iniciaram com concentragdo de 0,01 g/L de biomassa
celular. A avaliagdo do crescimento dos cultivos foi feita a cada 48 horas ao longo de

22 dias, por meio da determinagao da biomassa seca (ver item 4.4.1).

4.3.2. Cultivo com variagao de nitrogénio e bicarbonato de sodio

Devido a variacdo de producdo dos componentes celulares por microalgas
utilizando o Bicarbonato de Sodio (GARDNER et al. 2012; WHITE et al. 2013;
PANCHA et al., 2015). ), bem como pelo fato do déficit de Nitrogénio no meio de
cultura acarretar o acumulo de pigmentos e lipideos nas células (SPOLAORE et al.,
2006; HU et al., 2008; YEN et al., 2013), este experimento testou o crescimento e
producao de bioprodutos em diferentes concentragdes de nitrogénio e bicarbonato de
sédio. No meio CHU o nitrato de sodio (NaNOs) é o composto nitrogenado e se
encontra na concentragao de 0,0025 g/L. O delineamento deste experimento visou a
utilizagao de trés concentragdes de cada nutriente (NaNOs e NaHCO3), para que todas
as condi¢cbes pudessem ser analisadas (QUADRO 4).

Os cultivos foram inoculados em Erlenmeyers de 2 L contendo 1,5 L de meio
em aeracgao. O experimento iniciou com 0,05 g/L de biomassa, proveniente de uma
aliquota do pré-inéculo em meio CHU, e o cultivo seguiu por 16 dias. Apos este
periodo, foi calculada a biomassa seca de cada tratamento em triplicata (ver item
4.4.1). A biomassa total obtida foi utilizada para quantificar a producao de lipideos

totais, carboidratos, proteinas e pigmentos.



28

QUADRO 4: TRATAMENTOS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO DE VARIAGAO DE NITROGENIO E
BICARBONATO DE SODIO COM AS CONCENTRAGOES DAS MESMAS.

Tratamento Bicarbonato Nitrato de
de sadio (g/L) soédio (g/L)
Controle 0 0,0025
2 0 0,00125
3 0 0,000625
4 1 0,0025
5 1 0,00125
6 1 0,000625
7 1,5 0,0025
8 1,5 0,00125
9 1,5 0,000625

FONTE: O autor (2020).

4.4. AVALIAGAO DOS COMPONENTES CELULARES

4.4.1. Determinac&do da biomassa seca

Para a quantificagdo da biomassa seca, uma aliquota do in6culo de cada
condigao de cultivo é filtrada em microfiltros de fibra de vidro, do tipo GF1, pelo método
gravimétrico. Os filtros sdo previamente secos em uma estufa a 60 °C e
posteriormente pesados em uma balanca analitica modelo SHIMADZU AUW220D.
Ap6s a filtragem da cultura os filtros sdo novamente secos e pesados. Com os dados

obtidos é aplicado a seguinte equacao:
_M,—M
BS = "2 1/V

Onde:

BS = biomassa seca (g/L);

M1 = massa do microfiltro vazio (g);

M2 = massa do microfiltro com biomassa de microalga (g);
V = aliquota filtrada (L).
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4.4.2. Recuperagéo da biomassa

Ao final de cada experimento a biomassa foi obtida por meio do método de
floculagdo pelo floculador Tanfloc (SELESU, 2015). Inicialmente o pH do meio é
ajustado para um valor entre 7,0 e 7,5. O meio € levado a um agitador em velocidade
de rotagao alta e é adicionado o floculador em uma concentragcdo de 210 mg para
cada litro de cultivo. Logo apds a adigao do floculador a rotagdo do agitador é
diminuida para a menor rotacio possivel e permanece por 10 minutos. Posteriormente
€ cessada a agitacao e o cultivo floculado é filirado em panos de tecido comum. A
biomassa retida no tecido é retirada e armazenada em tubos de polipropileno de 15

ml. A biomassa é entéo liofilizada e armazenada para testes futuros.

4.4.3. Quantificagao de lipideos totais

Para a extracao de lipideos totais foi utilizada a metodologia de Bligh e Dyer
(1959). A biomassa seca dos isolados a partir dos diferentes cultivos sera inserida
num tubo de polipropileno de 15 mL (tubo 1). Adiciona-se 3 mL de uma solugao de
cloroféormio:metanol (2:1) se procede a sonicagédo em trés ciclos de 15 minutos. Em
seguida, sdo mantidas em 4° C ao abrigo da luz durante 24 horas.

Apos as 24 horas, as amostras sdo submetidas novamente ao ciclo de
sonicacgao e posteriormente centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
com a fase lipidica sera recuperado e armazenado em outro tubo de polipropileno
(tubo 2). O restante do material ndo recuperado do tubo 1, é adicionado 1,5 mL de
cloroférmio:metanol (2:1) para uma nova extragdo. Onde é centrifugado novamente e
0 sobrenadante recuperado e reservado no tubo 2.

No tubo 2 é adicionado 2 mL de agua destilada e 1 mL de cloroférmio. O tubo
€ agitado e centrifugado para a recuperacao da fase inferior que contém cloroférmio
e lipideos e reservada em um novo tubo (tubo 3). O restante do tubo 2 é lavado
novamente com 1 mL de cloroférmio e centrifugado. A fase inferior € novamente
recuperada e adicionada no tubo 3.

O tubo 3 permanece numa capela de exaustao para que o cloroférmio evapore.

Sobrando apenas a massa lipidica que € mensurada por meio da equagao abaixo:
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Onde:

LT = lipideos totais da amostra seca utilizada (%);
mo = massa do frasco de vidro vazio (g);

ms = massa do frasco de vidro contendo lipideos (g);

mb = biomassa seca utilizada na extracéo de lipideos.

4.4.4. Quantificagao de carboidratos

A metodologia utilizada para a quantificacdo de carboidratos foi descrita por
Dubois et al. (1956), utilizando fenol e acido sulfdrico. Em um tubo, 20 mg de biomassa
liofilizada sao adicionados junto com 1 mL de acido sulfurico (H2SO4) 80% e entao
repousado por 20 horas. Nas primeiras 4 horas, os frascos sdo mantidos no gelo e
nas horas seguintes em temperatura ambiente.

Apos o descanso, a amostra é diluida em 9 mL de agua destilada. Uma aliquota
de 1,5 mL é retirada e centrifugada a 8.000x g por 10 minutos. Do sobrenadante é
removido 50 uL e colocado em um tubo de ensaio, entdo sdo adicionados 500 pL de
solucédo fenol 5% e 2,5 mL de H2SOs4 concentrado. A amostra € lida no

espectrofotdbmetro com absorbancia de 490 nm.

4.4.5. Quantificacdo de pigmentos

Em um tubo de ensaio sera colocado 5 mg de biomassa liofilizada e misturado
com 3 ml de etanol absoluto, entdo é aquecido a 60°C por 40 min e depois resfriado
a 0°C por 15 minutos. Logo, é medida a absorbancia nos comprimentos 665 nm, 649
nm e 470 nm (LOURENCO, 2006). Os dados de cada clorofila e carotenoides sao

dados nas seguintes formulas:

Clorofila, = (13,95.Aggs — 6,88. Agao). fator de diluicio (mg L™1)
Clorofila, = (24,96.Ag49 — 7,32. Aggs). fator de dilui¢io (mg L™1)
Clorofila,, = Clorofila, + Clorofila, (mg L™1)
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Carotendides;,;

_ fator de diluigdo.1000. 4,7, — 2.05. Clorofila, — 114,8.Clorofila,

-1
4T (mg L™)

4.5. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para os dados obtidos foi utilizado médias aritméticas de cada experimento,

com o acompanhamento dos erros (desvio padrdo) das amostras:

S = V Z?=1(xi - X)Z
a (n—-1)

Onde:

S = desvio padrao;

x;= valor individual das amostras;

x= média aritmética dos valores das amostras;

n = numero de amostras.

Para verificar a normalidade dos dados obtidos o0 método de Shapiro foi
aplicado. Comprovando a normalidade das amostras, foi aplicada a analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey utilizando o GraphPad Prism 8.2.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DO ISOLADO LGMM13

5.1.1. |Identificagcdo morfoldgica

O isolado LGMM13 foi identificado como pertencendo ao género
Desmodesmus (FIGURA 3, 4 e 5), por apresentarem células cocoides, de polos
arredondadas, formando cendbios e possuindo ornamentagdes (espinhos) (AN et al,
1999; HEGEWALD, 2000).

Com base nas imagens obtidas foi feito um quadro com as caracteristicas do
isolado LGMM13e as outras espécies do género com caracteristicas semelhantes
(QUADRO 5).

LGMM13 caracteriza-se por possuir células solitarias elipticas, colbnias com
2-4 células, com arranjo linear, células marginais e medianas elipticas, com parede
lisa ornamentada por tubos, costela e por 2-6 espinhos longos dispostos
desordenadamente sobre a superficie celular. Possui pélos arredondados com uma

seta por polo marginal, 2,2-6,2 ym de comprimento e 1,5-4 ym de largura celular.

Morfologicamente as espécies mais proximas do isolado LGMM13 séao
Desmodesmus asymmetricus (Schroder) E. Hegewald C., Desmodesmus spinosus
(Chodat) E. Hegewald C. e Desmodesmus subspicatus (Chodat) E. Hegewald & A.
Schmidt C., no entanto algumas diferengas foram observadas entre o isolado e as trés
espécies. D. asymetricus apresenta maiores medidas celulares do que o isolado
LGMM13, maior numero de espinhos, observa-se a auséncia de costelas e tubo e a
presenca de crista. D. spinosus apresenta maiores medidas celulares do que o isolado
LGMM13, espinhos ordenados nos polos ou sobre a superficie celular e as costelas e
tubos sdo ausentes. D. subspicatus também apresenta maiores medidas celulares do
que o isolado LGMM13, maior numero de espinhos, os espinhos sdo ordenados nos
polos, nas margens ou sobre a superficie celular, observa-se a auséncia de costelas
e tubos (QUADRO 5).
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Nota-se que a morfologia comparada destas espécies n&o € exatamente igual,
mas muitos outros fatores podem modificar a morfologia dos individuos. As condi¢des
do ambiente podem alterar a morfologia celular. No caso do isolado LGMM13, a coleta
foi realizada dois anos atras e desde entdo cultivada em meio sintético (PASSOS,
2018). Assim, a morfologia destas células pode ter sido levemente alterada ao passar

do tempo. Contudo, isto ndo inviabiliza a identificagdo morfoldgica.

FIGURA 3: MICROSCOPIA OPTICA DA LINHAGEM LGMM13.

3

Barra de escala (preta) equivalente a 10 ym. Primeira fileira: célula unica. Segunda fileira: cendbio
com duas células. Terceira fileira: cendbio com quatro células. FONTE: O autor (2020).

Barra de escala equivalente a 5 ym. Primeira foto: Célula unica, presencga de espinhos e tubos.
Segunda foto: Cendbio com duas células, presenga de espinhos. Terceira foto: Cendbio com quatro
células, presencga de espinhos e tubos. FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 5: ARVORE FILOGENETICA DE ESPECIES DE Desmodesmus POR INFERENCIA
BAYESIANA UTILIZANDO SEQUENCIAS ITS. VALORES DE PROBABILIDADE POSTERIORI EM
NEGRITO E BOOTSTRAP, QUANDO DISPONIVEL, ESTAO A ESQUERDA DOS NOS.
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DO 17534 Desritodesrius artficodesiifo
DO417537 Desmodesmus arfhrodem: o
AJ400

0,788 L
r AY461369 Desmodesmus commmini: SAG 2057

b AM410645 Desmodesmus communis EHT0D
b AY481374 Desmodesas commonis Hegewald 1877-14

I KU359283 Desmadesmus commums Hegewald 1973-327
{— KU358282 Desmodesmus communis Hegewald 1977-170
F KU359278 Desmodesatus communis Hegewald 1973-66
b KU358278 Desmodesaus communis Hagewald 1974-35
F KU358280 Desmodesmos communis Hegewald 1880-32
b KUI358285 Dasmodesmus curvatos
KIUUAB9286 Desrmodesrus curvataco

o7 = KUESQZBBDestdssmuspmlu&BransHagsmld

T

0,808

F KU359294 Desmodesmus pseum:m-nmm
KU359285 Dasmodesmus pSeucocommunis

0,967 AM00495 Desmodesmus maximus J.JTEXE

0,836

0,605
AJ400494 Desmodesmus
AJ4D0493 Desimodesmiss subspicatus UTEX 25
TAL W
KX235325 Desmodesmus subspicafos MB 023
AY461358 Desmadesmus subsicatus var

£400498 Desmodesmus bicaliians CCAP 276-14

0,941 £1237956 Desmoddesimtss iceluiaris Hegewald 1930-1
2 L FRE85703 Desmodesmus intermedius GCAP 258-38

DQ417567 Desmodssmus cuneatus Tow 8-18-P-10d

DQ417566 Dosmodesmus cuneatus Tow 8-16-T-2W

L.~ MiTAs2T DecrenesTLS itermecls 2o SRR
MHB33027 Desmodesmys infarmeadips Hoovert

0,572 0,868

\— FR865698 Desmodesmus interimedius CCAP 268-34

1
95|: AJ237958 Desmodesmus denficulatus An 1896-12
MH205843 Desmodesmus denticulatus T. granulatus ACKU Y-81
0,947,

0,98

1~ AM228924 Desmodesimus regutans COAP 258- ;Llf
—W{ AM228875 Dasmodasmus ragulars SAG 24-95
AMZ25312 Desmodasmus regularis GCAP 2
gga] GU182385 Dasmadasmus pardix GCAP 258144
o5 GU192387 Desmodesmus perdix CCAP 258-113
GU192386 Desmodesmus perdix CCAP 256-
0,796 DQ417573 Desmodesmus perdix GALP H-532
| GU182388 Desmodesmus pseudoseriatus CCAP 258-127
b ggz_f GU182391 Desmodesmus pseudoserratus CCAP 258-118
68 710 55aBU192390 Desmodiesiius pseuaoseratys CCAR 258-143
LT GU192388 Desmodesmus santosii CAUP H533
4‘;[ DQA1T7524 Desmodesmus santosii CAUP H-534
GU192398 Desmodesmus santosi ACOI 867
GU192384 Desmodesius serratoies CCAP 258-135
GU192372 Desmodesmus senmaius CCAP«Z1 -5
1 GU192373 Desmodesmus seﬂ'aru&‘CCAP

@
2

0,88
2

0.763,
0,893
B9

0,993
0,829) 5

GU182375 Desmodesmus sematus COAP 258-1

0,747 DQA417538 Desmodesmus itascaensis CAUP H-536
DO417540 Desmodesmus itascagnsis CAUP H-537
DQ417541 Desmodesmus itascaensis CAUP H-538
DQ417539 Desmonesmus itascagnsis CAUP H-536
KC315288 Desmodesmus.

FJ436342 ¢ CAUP H-BOOT

Nota: Em vermelho o isolado deste trabalho. FONTE: O autor (2020).
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5.1.2. Identificagdo molecular

ApOs a obtengao da sequéncia consenso do isolado LGMM13, foi feita uma
pesquisa por sequéncias do género Desmodesmus no GenBank, dando preferéncia
para sequéncias publicadas em artigos de taxonomia. Entretanto, das 63 espécies do
género aceitas, nao foi possivel encontrar sequéncias para 21 espécies.

Com base na arvore filogenética utilizando a sequéncia parcial da regiao ITS
(FIGURA 5) o isolado LGMM13 esta localizado préximo as espécies D. spinosus e D.
asymetricus. Morfologicamente, estas espécies também sao similares ao isolado. Nos
dados moleculares D. subspicatus se encontra mais afastada do isolado que as outras
duas mencionadas. Devido a este distanciamento na arvore filogenética, LGMM13
provavelmente nao pertencga a espécie D. subspicatus. O isolado LGMM13 representa
provavelmente uma nova espécie devido o distanciamento desta em relagcéo as outras

espécies proximas, e baseado nas diferengas morfoldgicas citadas acima.

5.2. CURVA DE CRESCIMENTO

A curva de crescimento dos isolado LGMM13 e da microalga Tetradesmus
obliquus LGMMO1 em meio sintético CHU pode ser observada na Figura 6. O cultivo
foi iniciado com 0,01 g/L de biomassa seca, a partir do décimo dia ocorreu o inicio da
fase exponencial, porém nao esta evidente o inicio da fase estacionaria. O valor de
biomassa seca do cultivo no 22° dia foi de 1,50 g/L para LGMM13 e 0,98 g/L para
LGMMO1 (p <0,05).

A partir da biomassa liofilizada foram obtidos os valores de lipideos totais,
clorofila total, carotendides e carboidratos das amostras (FIGURA 7). O isolado
LGMM13 apresentou resultados promissores em relagao a T. obliquus na produgao
de carboidratos, com 44,3% de carboidratos em sua biomassa seca (p<0,05).
Adicionado o alto crescimento desta microalga comparado com LGMMO1, o isolado
LGMM13 produziu 66,45 mg/L de carboidrato (p<0,05) (FIGURA 8). Este isolado tem
grande potencial para a producao de etanol a partir destes agucares, como ja foi

demonstrado por Rizza et al. (2016) num outro isolado do mesmo género.
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FIGURA 6: CURVA DE CRESCIMENTO DO CULTIVO EM MEIO CHU.
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FONTE: O autor (2020).

O isolado LGMMO01 obteve maior porcentagem de lipideos totais em sua
biomassa, 22,25% (p<0,05). Entretanto, como observado, a obten¢cdo de biomassa no
final do experimento pelo isolado LGMM13 foi superior ao obtido em T. obliquus
(FIGURA 9). Assim, no final do cultivo a produgao de lipideos em mg/L é similar nas
duas microalgas (p>0,05). Mesmo assim, os valores encontrados na literatura para a
porcentagem de lipideos na biomassa seca chegam a 71% em Dunaliella tertiolecta.
Para uma linhagem de Desmodesmus sp. citada por Hess et al. (2017), o acumulo de
lipideos chegou a 50% da biomassa seca. Entretanto, estes valores sdo com

condicdes de cultivo otimizadas, o que ndo ocorreu neste experimento.

A producéo de clorofila total nos isolados LGMMO01 e LGMM13 foi de 0,31%
(0,29 g/L) e 0,51% (0,76 g/L) (p>0,05). Entretanto, a microalga Chlorella vulgaris
consegue atingir niveis de 1,67% de clorofilas em sua biomassa seca em cultivo

otimizado, sendo uma taxa muito maior que a obtida nos isolados (MOHSENPOUR et
al, 2019).

Ambos os isolados atingiram 0,12% de sua biomassa em carotendides.

Entretanto, esses ainda ndo apresentam a eficiéncia de Dunaliella salina, microalga
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ja conhecida pela produgao de carotendides, equivalente a 13% de sua biomassa
seca (RAMMUNI et al, 2018).

FIGURA 7: CARACTERIZACAO DOS BIOPRODUTOS DA BIOMASSA SECA EM PORCENTAGEM
DOS ISOLADO LGMMO01 E LGMM13 EM MEIO CHU APOS 22 DIAS.
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Lipideos mClorofila m Carotendides mCarboidratos Proteinas + Outros

Acima da coluna estao os valores de biomassa seca obtidos. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 8: PRODUCAO DOS BIOPRODUTOS (mg/L) DE MEIO CHU, APOS 22 DIAS DE CULTIVO
DAS LINHAGENS LGMMO01 E LGMM13.
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FONTE: O autor (2020).
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5.3. CULTIVO COM VARIACAO DE NITROGENIO E BICARBONATO DE
SODIO

Neste experimento, o isolado LGMM13 cresceu em 9 tratamentos distintos
incluindo o controle (QUADRO 4). Os cultivos variavam concentragdo de NaNO3 e
NaHCOs no cultivo.

Até o 16° dia o tratamento com maior recuperagéo de biomassa foi o tratamento
2 (tratamento com redugao de 50% de NaNOs) com 1,034 g/L (p<0,05). Uma das
maiores porcentagens de carboidratos na biomassa seca foi obtida neste tratamento,
66,58% (QUADRO 6). A reducéo em 50% de NaNO3 no inicio do cultivo em seu meio
de cultura pode ter sido a causa do acumulo de carboidratos na célula (GONZALEZ-
FERNANDEZ E BALLESTEROS, 2012). Outros tratamentos, também apresentaram
altas taxas de acumulo de carboidratos (p<0,05): tratamento 4 — 69,01%; tratamento
6 — 60,23%; tratamento 7 — 65,96%; tratamento 9 — 62,58%. Superando valores que
se encontram na literatura (QUADRO 2). Os carboidratos de microalgas ja sao visados
para a producao de bioetanol. O tratamento 2 pode chegar a 0,688 g/L de carboidratos
totais no cultivo, superando os valores de Rizza et al. (2016) com 0,371 g/L. A mesma
autora conseguiu atingir conversao de 81.4% de agucares para bioetanol num isolado
de Desmodesmus, mostrando a viabilidade deste género para a produgédo deste

biocombustivel.

Para a producéo de lipideos totais os melhores resultados foram o controle
(22,05%), tratamento 6 (23,42%), tratamento 8 (22,72%) e tratamento 9 (22,69%).
Como ndo houve um aumento de acumulo de lipideos nesses tratamentos, a
estratégia de disponibilizar NaHCO; ou de reduzir o NaNOs, estratégia mais utilizada,
nao seja interessante para este isolado. Principalmente, devido a resultados mais

promissores de producgao de lipideos por outras algas (QUADRO1).

A clorofila obteve as suas maiores concentragées no controle (1,94%) e no
tratamento 3 (1,78%) (p<0,05), tratamento com reducéo de 75% de NaNOs no meio
de cultura. Nessas condi¢gdes, LGMM13 obteve resultados superiores a Chlorella
vulgaris, ja em cultivo otimizado, com 1,67% de clorofilas em sua biomassa seca
(MOHSENPOUR et al, 2019). Esta é uma indicagdo de que esta linhagem seja

interessante para a produgao de clorofila totais. Visto que essas moléculas estéao
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ganhando importancia para a industria de cosméticos, farmacéutica e alimenticia

(LEVASSEUR et al. 2020).

Os carotendides tiveram um decréscimo de acumulagdo em todos os

tratamentos. O controle continuou com o maior valor de acumulo, 1,34% (p<0,05).

Entretanto, outras microalgas apresentam maior concentracdo deste grupo de

biomoleculas, como Dunaliella salina com 13% de carotendides na biomassa seca

(RAMMUNI et al. 2018).

Estes resultados ainda podem ser melhorados, visto que o trabalho se limitou

a melhorar a producao dos bioprodutos modificando condi¢des de cultivo. A utilizacao

de técnicas de engenharia genética, como CRISPR/Cas9, pode elevar a eficiéncia

desta alga, principalmente para a producdo de biomassa e carboidratos (HU et al.

2019).

QUADRO 6: RELAGAO DOS BIOPRODUTOS POR TRATAMENTO DO ISOLADO LGMM13 APOS

16 DIAS.

Biomassa Seca

g/L
Controle 22,05 1,94 0,34 22,07 53,59 0,880
2 17,23 0,25 0,05 66,58 15,89 1,034
3 18,71 1,78 0,22 28,86 50,44 0,896
4 16,49 0,92 0,19 69,01 13,39 0,930
5 18,90 0,22 0,08 50,96 29,85 0,890
6 23,42 0,52 0,10 60,23 15,72 0,617
7 17,85 0,92 0,04 65,96 15,23 0,629
8 22,75 0,18 0,06 48,84 28,18 0,912
9 22,69 0,15 0,04 62,58 14,55 0,775

Em vermelho os melhores resultados (p<0,05). FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 9: PORCENTAGEM DE LIPIDEOS, CLOROFILA, CAROTENOIDES E CARBOIDRATOS NA
BIOMASSA SECA DO ISOLADO LGMM13 PARA CADA TRATAMENTO APOS 16 DIAS.

100
90
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60
50
40
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10

Controle 2 3 4 5 6 7 8 9

Lipideos mClorofila m Carotendides m Carboidratos Proteinas + Outros

(controle) = 0 g/L de NaHCO; e 0,0025¢g/L de NaNOs3; (2) 0 g/L de NaHCO3 e 0,00125g/L de NaNOs;
(3) 0 g/L de NaHCOs; e 0,000625g/L de NaNOs; (4) 1 g/L de NaHCO; e 0,0025¢g/L de NaNOs; (5) 1 g/L
de NaHCO; e 0,00125g/L de NaNOs; (6) 1 g/L de NaHCO; e 0,000625g/L de NaNOs; (7) 1,5 g/L de
NaHCO; e 0,0025¢g/L de NaNOs; (8) 1,5 g/L de NaHCO; e 0,00125¢g/L de NaNOs; (9) 1,5 g/L de
NaHCO; e 0,000625g/L de NaNOs. FONTE: O autor (2020).



42

6.0. CONCLUSAO

Por meio de analises morfolégicas e por analises de sequéncias de DNA, foi
confirmado que a microalga LGMM13 pertence ao género Desmodesmus. Para
confirmar que se trata de uma nova espécie, novos estudos deverdo ser conduzidos.

Desmodesmus sp. LGMM13 demonstrou ter boa produgdo de biomassa em
cultivos com meio CHU, um meio de baixo custo, como também alta concentracéo de
carboidratos, em comparacédo com outros trabalhos com este género. Desmodesmus
sp. (LGMM13) maior produgéo de biomassa seca, e principalmente de carboidratos,
comparada com o isolado de Tetradesmus obliquus (LGMMO01) utilizado no NPDEAS.
A privagao de nitrogénio foi correlacionada com aumento na produgéo de biomassa e
carboidratos em Desmodesmus sp. (LGMM13), denotando seu potencial para a

produgao de bioetanol.
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ANEXO 1: RELAGAO DAS ESPECIES E SEQUENCIAS UTILIZADAS NO TRABALHO.

L Cddigo .
Espécie Isolado NCBI Referéncia
Desmodesmus abundans (Kirchner) UTEX LB
E.H.Hegewald C 1358 AJ400494 i
Desmodesmus aculeolatus (Reinsch) N&0 DOSSUI N80 DOSSUI N80 DOSSUI
P.M.Tsarenko C P P P
Desmodesmus ambuehlii (Hindak) N&O DOSSUI N0 DOSSUI N0 DOSSUI
E.Hegewald C P P P
UTEX2533 AM410662 | Fawl tal. (2013
Desmodesmus armatus (Chodat) a:lv ey e ?d (t I )
E.H.Hegewald C SAG 2329 | JQ240284 eg‘zg’; 3)e al
Desmodesmus arthrodesmiformis Hegewald AJ237961 Vanormelingen et al.
(Schroder) S.S.An, Friedl & E.Hegewald C 1977-34 (2007)
Tow 9/21 P-
DQ41754 Fawl t al. 201
Desmodesmus asymmetricus (Schroder) 12W Q417549 awley et al. 2013
E.Hegewald C Tow 6/16 T- Hegewald et al.
W DQ417576 (2013)
Desmodesmus baconii M.Fawley, K.Fawley | Fawley et al.
& E.Hegewald C 2013 KC315288 | Fawley et al. (2013)
Desmodesmus bicaudatus (Dedusenko) N&0 DoSSUi N&O DoSSUI N80 DoSSUi
P.M.Tsarenko C P P P
Hegewald Vanormelingen et al.
1980-16 AJ237956 (2007)
CCAP 276/14 | AJ400498 Fawley et al. (2013)
Desmodesmus bicellularis (Chodat) S.S.An, | KLL-G009 | KP726230 Kap'anz"afgy etal.
T.Friedl & E.Hegewald C Ko ( 3 ) i
aplan-Levy et al.
KLL-G009 KP726231 (2016)
Kaplan-Levy et al.
KLL-G009 KP726232 (2016)
CCAP 258/44 | FR865708 -
Desmodesmus brasiliensis (Bohlin) GS2L AB917109 -
E.Hegewald C GS2i AB917106 -
GS2n AB917111 -
Desmodesmus caudatoaculeatus (Chodat) N0 DOSSUI N&O DOSSUI N&O DOSSUI
P.M.Tsarenko C P P P
Desmodesmus communis (E.Hegewald) EH70b AM410645 Hegewald & Braband

E.Hegewald C

(2017)
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SAG 2057 AY461369 Sciuto et al. (2015)
Hegewald Hegewald & Braband
1977-140 AY461374 (2017)
Hegewald
1981-14 AY488490 Fawley et al. (2013)
Hegewald Hegewald & Braband
1973-66 KU359278 (2017)
Hegewald Hegewald & Braband
1974-35 KU359279 (2017)
Hegewald Hegewald & Braband
1980-32 KU359280 (2017)
Desmodesmus communis (E.Hegewald) Hegewald KU359282 Hegewald & Braband
E.Hegewald C 1977-170 (2017)
Hegewald Hegewald & Braband
1973-327 KU359283 (2017)
CCAP 258/12 | AM228910 Vanor”zgggg‘;” etal.
CCAP 258/11 | AM228911 Vanongggg‘;” etal.
CCAP 258/21 | AM228914 Vanong'c')gg?” etal.
Desmodesmus costato-granulatus (Skuja) Vanormelingen et al
E.Hegewald C CCAP 258/22 | AM228915 (2003) '
CCAP Vanormelingen et al.
258/199 AM228916 (2007)
Vanormelingen et al.
SAG18.81 AM228917 (2007)
CAUP H542 | DQ417574 | Fawley etal. (2011)
Tow 8/18 P-
Desmodesmus cuneatus (Skabichevskij) 10d DQ417567 i
E.Hegewald C Tow 6/16 T- DQ417566 i
2W
Hegewald Hegewald & Braband
KU359285
Desmodesmus curvatocornis (Proshkina- 1977-144 (2017)
Lavrenko) E.Hegewald C Hegewald Hegewald & Braband
1998-15 KU359286 (2017)
Desmodesmus denticulatus (Lagerheim)
S.S.An, T Friedl & E.Hegewald C An 1996-12 AJ237958 Fawley et al. (2013)
Desmodesmus dispar (Brébisson) - . - . ~ .
E.Hegewald C Nao possui Nao possui Nao possui
Desmodesmus echinulatus (Dedusenko) N80 DOSSUI N&O DOSSUI N80 DOSSUI
P.M.Tsarenko C P P P
Vanormelingen et al.
CCAP 258/10 | AM228906 (2007)
Vanormelingen et al.
Desmodesmus elegans (Hortobagyi) CCAP 258/6 | AM228907 (2003)
E.H.Hegewald & Vanormelingen C CCAP 258/4 | AM228908 | Fawley etal. (2013)
CCAP 258/3 | AM228g0g | 'ancrmelingen etal.

(2007)




CCAP258/20 | AM228918 | Fawley et al. (2013)
Vanormelingen et al.
CCAP 258/8 | AM228919 (2007)
Vanormelingen et al.
CCAP 258/10 | AM228920 (2007)
Vanormelingen et al.
CCAP 258/14 | AM228921 (2007)
CAUP H 539 | DQ417581 Fawley et al. (2011)
Desmodesmus eupectinatus (Dedusenko) N80 DOSSUI N80 DOSSUI N80 DOSSUI
P.M.Tsarenko C P P P
Hegewald
1974-31 AM183952 | Fawley et al. (2013)
Desmodesmus fennicus E.H.Hegew & Hegewald DQ402136 Vanormelingen et al.
Vanormelingen C 1974-31 (2007)
Hegewald Vanormelingen et al.
1982-33 DQ402137 (2007)
Desmodesmus flavescens (Chodat) N&0 DOSSUI N&0 DOSSUI N&0 DOSSUI
E.Hegewald C P P P
Desmodesmus gracilis (Matvienko) N&O DOSSUI N0 DOSSUI N0 DOSSUI
P.Tsarenko C P P P
Desmodesmus grahneisii (Heynig) - . ~ : ~ .
E.Hegewald C Nao possui Nao possui Nao possui
Desmodesmus granulatus (West & N&0O DOSSUI N&O DOSSUI N0 DOSSUI
G.S.West) Tsarenko C P P P
Desmodesmus hystricoides (Massjuk) N0 DOSSUI N30 DOSSUI N0 DOSSUI
P.Tsarenko C P P P
Desmodesmus hystrix (Lagerheim) UTEX 2451 | AJ400504 | Fawley et al. (2013)
E.Hegewald C
Desmodesmus insignis (West & G.S.West) INU24 KU175228 i
E.Hegewald C
Zhalong Salt
Lake 2 MK764927 -
Desmodesmus intermedius (Chodat) Hoover] MH699027 N
E-Hegewald C CCAP 258/38 | FR865703 -
CCAP 258/34 | FR865699 -
CAUP H 535 | DQ417538 | Fawley etal. (2011)
Desmodesmus itascaensis M.Fawley, CAUP H 536 | DQ417539 Fawley et al. (2011)
K.Fawley & E.Hegewald C CAUP H 537 | DQ417540 Fawley et al. (2011)
CAUP H 538 | DQ417541 Fawley et al. (2011)
Desmodesmus kissii (Hortobagyi) ~ . ~ : ~ .
E.Hegewald C Nao possui Nao possui Nao possui
Desmodesmus komarekii (E.Hegewald)
E.H.Hegewald C Hegewald AY458655 Fawley et al. (2013)
Desmodesmus lefevrei (Deflandre) S.S.An, Vanormelingen et al.
T.Friedl & E.H.Hegewald C An 1996-11 AJ237959 (2007)
Desmodesmus lunatus (West & G.S.West) SAG20.81 AM228923 | Fawley et al. (2013)
E.Hegewald C CAUP H546 | GU192393 | Fawley et al. (2011)
Desmodesmus magnus (Meyen) Nao possui N&o possui Nao possui

Tsarenko C
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Desmodesmus maximus (West & HG514417 .
G.S.West) Hegewald C SAG 39.81 A Sciuto et al. (2015)
Desmodesmus maximus (West & Vanormelingen et al.
G.S.West) Hegewald C UTEX 614 AJ400495 (2007)
Desmodesmus microspina (Chodat) N&o possui N&o possui N&o possui
Tsarenko C
Desmodesmus multicauda (Massjuk) N30 possui N30 possui N30 possui
P.Tsarenko C
Desmodesmus multiformis (E.Hegewald & N80 DOSSUI N80 DOSSUI N80 DOSSUI
Hindak) E.Hegewald C P P P
Desmodesmus multivariabilis E.Hegewald, AY461373 .
A.Schmidt, A.Braband, & P.Tsarenko C SAG 2058 A Sciuto etal. (2015)
Desmodesmus opoliensis (P.G.Richter) | o0 \p 576115 | AJ400499 | Fawley et al. (2013)
E.Hegewald C
Desmodesmus pannonicus (Hortobagyi) Hegewald AF348495 Vanormelingen et al.
E.Hegewald C 1994-20 (2007)
CAUP H 532 | DQ417573 | Fawley et al. (2011)
CCAP GU192385 | Fawley et al. (2011)
: 258/144
Desmodesmus perdix M.Fawley, K.Fawley CCAP
& E.Hegewald C 258/120 GU192386 | Fawley et al. (2011)
CCAP
258/113 GU192387 Fawley et al. (2011)
Desmodesmus perforatus (Lemmermann) Hegewald
E.Hegewald C 1980-10 AF421867 Fawley et al. (2013)
Desmodesmus pirkollei E.Hegewald C SAG20.42 | AF348496 Vanongggg‘;” etal.
Desmodesmus pleiomorphus (Hindak) Hegewald
E Hegewald C 2000-2 AY461362 Fawley et al. (2013)
Desmodesmus polyspinosus (Hortobagyi) ~ . ~ . ~ .
E.Hegewald C N&o possui N&o possui N&o possui
Hegewald Hegewald & Braband
1971-23 KU359299 (2017)
Desmodesmus protuberans (F.E.Fritsch & CCAP KU359300 Hegewald & Braband
M.F.Rich) E.Hegewald C 258/270 (2017)
CCAP Hegewald & Braband
258/288 KU359301 (2017)
Hegewald Hegewald & Braband
Desmodesmus pseudocommunis 197643 KU359294 (2017)
Hegewald C CCAP Hegewald & Braband
258/166 KU359295 (2017)
Desmodesmus pseudodenticulatus N80 DOSSUI N80 DOSSUI N80 DOSSUI
(E.Hegewald) E.Hegewald C P P P
Desmodesmus pseudoprotuberans CCAP 258/81 | KU359303 Hegewald & Braband
Hegewald C (2017)
CCAP
258/127 GU192389 | Fawley et al. (2011)
Desmodesmus pseudoserratus M.Fawley, CCAP
K.Fawley & E.Hegewald C 258/143 GU192390 | Fawley etal. (2011)
CCAP GU192391 Fawley et al. (2011)

258/118
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CCAP 258/5

AM228912

Vanormelingen et al.

(2007)
Desmodesmus regularis (L.Péterfi) Vanormelingen et al.
E.H.Hegewald & P.Vanormelingen C CCAP258/18 | AM228924 (2007)
Vanormelingen et al.
SAG24.95 AM228925 (2007)
D 4 tosii E.H i CAUP H 534 | DQ417524 | Fawley et al. (2011)
eSmogesmus saniosil =.Hegewald, CAUP H 533 | GU192388 | Fawley etal. (2011)
K.Fawley & M.Fawley C
ACOI 857 GU192398 | Fawley et al. (2011)
. CCAP Hegewald & Braband
Desmodesmus schmidtii Hegewald C 258/199 AY488490 (2017)

Desmodesmus schmidtii Hegewald C

CCAP 258/79

KU359297

Hegewald & Braband

(2017)
Desmodesmus schnepfii (E.Hegewald & N30 possUi N&o6 possui N&o possul
S.S.An) E.Hegewald C P P P
Desmodesmus serratoides M.Fawley, CCAP
K.Fawley & E.Hegewald C o5g/135 | 0192384 | Fawleyetal. (2011)
Desmodesmus serrato-pectinatus (Chodat) NZo possui | N&o possui N0 possul
P.Tsarenko C P P P
CCAP 258/62 | GU192372 | Fawley etal. (2011)
CCAP
258/128 GU192373 | Fawley et al. (2011)
CCAP
258/129 GU192374 | Fawley et al. (2011)
CCAP
5 ) s (Cordan 8.5 A 258/119 GU192375 | Fawley et al. (2011)
esmodesmus serratus (Corda) S.S.AN. | res o893 | GU192376 | Fawley etal. (2011)
Friedl & E.Hegewald C
UTEX 2894 GU192377 | Fawley et al. (2011)
CCAP
258/112 GU192381 Fawley et al. (2011)
CCAP
258/115 GU192382 | Fawley et al. (2011)
CCAP
258/116 GU192383 | Fawley et al. (2011)
Desmid1 MH699040 -
1268_3 KT778092 -
D d , Chodat 1268_1 KT778091 -
esmodesmus spinosus (Chodat) 1268 2 <T778090 -
E.Hegewald C =
1268 _4 KT778089 -
1268_5 KT778088 -
1283_1 KT778087 -
mma-S27-
QAU MN372208 -
TAU-MAC
Desmodesmus subspicatus (Chodat) 2810 MK496926 -
E.Hegewald & A.Schmidt C MB 023 KX335325 -
Hegewald | Avas1367 i

1991-3
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Hegewald

1991-10 AY461361 -

Groehr; 1997- AY461358 i
Desmodesmus tropicus (W.B.Crow) An1996-2 | AF421873 | Fawley etal. (2013)

E.Hegewald C
Hegewald | \\1598913 | Fawley et al. (2013)
Desmodesmus ultrasquamatus 1971-12

E.H.Hegewald & Vanormelingen C ETb5a AM228926 Fawley et al. (2013)
CCMP2256 | GU192392 | Fawley etal. (2011)




