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PREFACIO

CoLEgo )
MicroaLGAs DE AGuas CONTINENTAIS

V4

nosso dever preservar o meio ambiente para

as futuras geracoes, um compromisso que afeta

praticamente todas as areas da atividade hu-
mana e, em particular, leva a busca de alternativas
renovaveis de energia para a promocao do desenvol-
vimento econoémico e social.

Com essa preocupacao, Instituto Agronémico do
Parana (IAPAR), a Companhia Paranaense de Ener-
gia (COPEL) e a Fundacdo de Apoio a Pesquisa e ao
Desenvolvimento do Agronegécio (FAPEAGRO) ini-
ciaram o Projeto Microalgas, em 2009, com o obje-
tivo de investigar o potencial desses microrganismos
como op¢ao energética.

A dedicada equipe avancou na coleta, classifica-
¢do e identificacdo, cultivo em diferentes meios de
cultura e chegou a definir pardmetros para avaliar a
quantidade e qualidade do material graxo e dos co-
produtos que possam vir a ser de interesse tecnol6gi-
co e comercial.

Como resultado, além do fortalecimento da pes-
quisa em energias renovaveis, chegou-se a uma vasta
diversidade de informacoes tteis a comunidade cien-
tifica e ao desenvolvimento da matriz energética bra-
sileira e mundial, compiladas em trés volumes (dois



técnicos e um catdlogo da Colecao IPR de Microal-
gas), que sdo um marco para as entidades envolvidas
e para toda a sociedade paranaense.

Florindo Dalberto
Diretor-Presidente do IAPAR



PREFACIO

Vorume |
PotenciALIDADES E Desarios po CuLtivo

s microalgas sao encontradas, principalmen-
te, em ambientes aquéticos, podendo ser ma-
rinho ou continental (doce e salobra), ou su-
baéreos, apresentando uma grande versatilidade na
adaptacao a diversos ecossistemas. Desempenham
varios papéis ecologicamente importantes, como
produtoras primdrias de energia, pelas taxas eleva-
das de fotossintese, contribuindo para a fixacao de
diéxido de carbono (CO,) e mitigacdo de gases de
efeito estufa, varias espécies apresentam potencial
de fixacdo biolégica do nitrogénio e, em conjunto,
essas propriedades sdo fundamentais para a quali-
dade ambiental. O potencial biotecnolégico das mi-
croalgas também é impressionante, como fonte de
energia, como biocompostos para a melhoria da fer-
tilidade dos solos, para a producao de pigmentos, li-
pideos e proteinas, para o uso como biocombustivel,
entre outros.
Com todos esses beneficios, é surpreendente que
o Brasil, tdo rico em aguas continentais, ainda apre-
sente um comportamento acanhado nos estudos e
exploracao das microalgas. Grande parte dessa defa-
sagem cientifica e biotecnoldgica reside no baixo co-
nhecimento sobre essas algas e este livro representa
uma contribuicdo importantissima para o tema, sen-



do de grande interesse para pesquisadores, estudan-
tes, professores, 6rgaos governamentais, bem como
para o setor privado.

No primeiro capitulo do livro, de caracteristicas
dos principais grupos de microalgas de dguas conti-
nentais, conceitos basicos importantes sao fornecidos,
devendo-se destacar os conceitos moleculares, atuais
e antenados com as novas metodologias utilizadas
em taxonomia e filogenia de eucariotos e procariotos.
Quero destacar, ainda, que visualmente este primeiro
capitulo, bem como os demais que o acompanham,
é bonito e didatico, com quadros de memorizacao e
informacao sobre os principais conceitos.

Como curadora de uma colecdo de culturas de
microrganismos, tenho a declarar que o segundo ca-
pitulo, de desafios a obtencao e manutencao de estir-
pes unialgais em uma colecdo ex situ estd excelente
e atual. As informacdes e o nivel de detalhamento
permitirdo aos pesquisadores que se interessam pelo
tema armazenar adequadamente as microalgas, co-
nhecendo as particularidades desses organismos. O
roteiro para o armazenamento em longo prazo é deta-
lhado e apresenta opcoes considerando as condigoes
e a infraestrutura de diversos tipos de laboratério.

No terceiro capitulo, de ambiente de crescimento
de microalgas, sao apresentados os principais fatores
ambientais que afetam o crescimento das microalgas,
incluindo uma 6tima revisao de literatura sobre o
tema. Muito interessante, sao fornecidas informacoes
que permitem elaborar meios de culturas variados
para esses organismos e trazem informacoes que po-



dem ser muito tteis para o cultivo em pequena e em
larga escala.

Também é relevante a complementacdao do ter-
ceiro capitulo com o seguinte, de sistemas potenciais
de cultivo de microalgas de 4guas continentais. Nesse
quarto capitulo, informacgoes valiosas sobre biorrea-
tores sao disponibilizadas sendo, portanto, de grande
interesse para os setores publico e privado. Esses se-
tores também terdo interesse no quinto capitulo, que
contém informacoes valiosas sobre a colheita e a con-
servacao de biomassa de microalgas.

Finalmente, o tultimo capitulo, de principais
produtos da biomassa microalgal e suas aplicacoes
biotecnolégicas fecha com chave de ouro o volume,
mostrando toda a potencialidade de uso das microal-
gas. Ao ler esse capitulo me senti, assim como creio
que outros leitores também se sentirdo, empolgada
e desejosa de trabalhar com esses organismos de tao
elevado potencial biotecnolégico.

O cendrio cientifico e produtivo do Brasil esta-
va em falta com uma literatura desse porte, que cer-
tamente atraird a atencao do publico para o estudo,
producao e uso das microalgas, trazendo também in-
formacgoes que podem embasar solicitagoes para in-
vestimentos visando o uso desses organismos para a
producao eficiente de energia, como biofertilizantes,
como biocombustiveis e para a exploracao biotecno-
légica de uma variedade de moléculas de interesse
comercial. Acho relevante também comentar que é
importante que o livro seja em portugués, com di-
versos exemplos e resultados obtidos em nosso pais,



desse modo aproximando o tema da nossa realidade
e acelerando a obtencao de novos conhecimentos. A
lingua portuguesa é particularmente importante em
certos capitulos, como o de manutencao das algas e
de composicao de meios de cultura, facilitando o en-
tendimento das metodologias e evitando problemas
de interpretacao no estabelecimento das mesmas em
laboratérios brasileiros. Contudo, o elevado nivel
cientifico do livro também é um convite para que, em
uma préxima etapa, seja traduzido para o espanhol, o
inglés e o francés, pois os temas também sao de inte-
resse de outros paises americanos e africanos.

Em conclusao, este é um livro excelente e, certa-
mente, representard um marco cientifico e tecnolé-
gico, uma vez que a literatura sobre o tema é escas-
sa. Além disso, a leitura é prazerosa e, tenho certeza,
agradaré a publicos variados, como foi o meu caso.

Dra. Mariangela Hungria

Pesquisadora da Embrapa Soja

Membro da Academia Brasileira de Ciéncias
Pesquisadora 1A do CNPq

Orientadora dos Cursos de Pés-Graduagdo
em Microbiologia e Biotecnologia

da Universidade Estadual de Londrina
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Introducao

As algas representam um grupo de organismos de grande
diversidade morfofisioldgica e genética, englobando individuos
microscopicos e macroscopicos. Existem semelhancas entre as
algas macroscépicas e as plantas superiores, entretanto, algu-
mas caracteristicas sdo bem distintas entre esses dois grupos
como, por exemplo, a auséncia de tecidos vasculares nas algas.

A origem da ficologia aplicada data do estabelecimento da
cultura de Chlorella sp. por Beijerinck, em 1890 (RICHMOND,
2004b). Na Ficologia, o termo alga se refere a todo organismo
que possui um talo nao diferenciado em raiz, caule, folhas e
moléculas de clorofila a em sua constituicao, que possibilitam a
realizacdo de fotossintese oxigénica (LEE, 2008; MUTANDA et
al., 2011). Este é um grupo polifilético, nao coesivo e artificial
de organismos que evoluiram de diferentes origens. Segundo
Bicudo e Menezes (2006), o termo alga foi proposto por Lineu
como uma categoria taxondmica, em 1753, no cléssico traba-
lho Species plantarum. O ntimero de espécies de algas foi esti-
mado em cerca de dez milhoes, sendo a maioria de microal-
gas, de acordo com a revisdo de Barsanti e Gualtieri (2008).
Nesta publicacao, serao abordadas as microalgas, ou seja, algas
microscopicas unicelulares, procariontes e eucariontes.

Ecologicamente, as microalgas fazem parte dos chamados
produtores primdrios de energia, além de serem responsaveis
por pelo menos 60% desse tipo de energia, ainda pelo processo
da fotossintese sao eficientes fixadores de di6xido de carbono
(RAVEN et al., 2001; HAUBNER et al., 2006; CHISTI, 2007b).

As algas sdo encontradas em ambientes aquaticos mari-
nhos ou continentais (doce e salobra) ou subaéreos, tolerando
ampla faixa de temperatura, radiacao, turbidez, concentracao
de oxigénio e di6xido de carbono. Um niimero consideravel de
algas de ambientes subaéreos tem se adaptado a vida terrestre,
ocorrendo em troncos de arvores, pelos de animais, rochas e
desertos. Embora sejam organismos livres, existem microalgas
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que vivem em associacdo simbidtica com outros organismos e
podem apresentar interesse agronémico, como as cianobacté-
rias fixadoras de nitrogénio atmosférico (Anabaena sp.) em asso-
ciacao com Agzolla sp., uma pteridéfita aquatica, por exemplo
(GUOCE et al., 2011; GUPTA et al., 2013). Deve-se, também,
destacar o papel das algas na fertilidade do solo (SHIELDS,
1982) como promotoras do crescimento de plantas (GUPTA
et al., 2013), bem como biotransformadoras de compostos no
solo (LOPEZ et al., 2013). Cianobactérias dos géneros Anaba-
ena e Nostoc, que formam heterocistos, exibem nao apenas a
capacidade de fixar N,, mas também sdo promotoras de cresci-
mento de diversas plantas herbaceas e vegetais com produgao
de acido indol acético (HASHTROUDI et al., 2012).

A maioria das espécies de microalgas de interesse para pro-
ducao de pigmentos, proteinas, lipideos e bioenergia (biodiesel
e biogas) esta distribuida nos reinos Eubacteria e Eucarya, espe-
cialmente dentro dos grupos ciandfitas e cloréfitas (LEE, 2011).

As diversas classes de microalgas sao diferenciadas pelas
caracteristicas morfoldgicas, composicao bioquimica (especial-
mente os pigmentos), cloroplastos, ultraestrutura celular, ciclo
de vida e dados de sequéncias do genoma (ANDERSEN, 2004).

Na primeira parte deste capitulo sdo relatadas as principais
caracteristicas celulares de reproducao e de nutricdo comuns a
esses dois grupos de microalgas. Em seguida, dentro de cada
grupo serao apresentadas suas respectivas peculiaridades e
também uma abordagem dos métodos moleculares para auxi-
liar na caracterizacao genética e identificacao das espécies dos
grupos ciandfitas e clorofitas.

1.1 Grupos de Microalgas

Conforme mencionado anteriormente, o termo microal-
gas inclui organismos de dois grupos: procariontes e euca-
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riontes. As microalgas procariontes sao também chamadas de
algas azuis, cloroxibactérias, cianobactérias ou cianéfitas. As
microalgas eucariontes sao chamadas de algas verdes ou clo-
réfitas e diferenciam-se das cianobactérias por apresentarem
nicleo e organelas envolvidos por membranas, cromossomos
complexos e células individuais geralmente maiores que as das
cianofitas. As microalgas cloréfitas representam um conjunto
extremamente diversificado de organismos que ndo formam
um grupo coerente filogeneticamente, uma vez que nao des-
cendem de um tnico ancestral (TORTORA et al., 2000; BAR-
SANTI et al., 2008).

Os maiores desafios da exploracdo da diversidade natural
de microalgas de 4guas continentais referem-se a identificacao,
classificacao e aos estudos taxonémicos. Assim como os demais
grupos de organismos, sua classificacao foi sendo modificada
de acordo com o surgimento de novas teorias (Tabela 1.1).

A classificacao vigente das microalgas baseou-se em estu-
dos moleculares comparativos da regiao 16S do RNAr de diver-
sos organismos (WOESE et al., 1990). Nesta publicacéo, é pro-
posta uma arvore filogenética universal, na qual trés ramos sao
evidenciados, sendo dois compostos por organismos procarion-
tes e um por organismos eucariontes. Esses ramos foram deno-
minados de dominios: Archaea, Bacteria e Eucarya. Com base
em uma série de estudos, as algas procariontes (algas azuis
ou ciandfitas) foram agrupadas no dominio Bacteria, enquanto
as algas eucariontes (cloréfitas) foram dispersas em diferentes
linhagens do dominio Eucarya (WOESE et al., 1983; WOESE,
1987; WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990). Informacoes mais
detalhadas sobre os estudos taxonémicos das algas de aguas
doces continentais no Brasil sdo apresentadas por Bicudo e
Menezes (2006) e por Martins et al. (2012).
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1.2 Caracteristicas Morfologicas de Microalgas

A estrutura principal das microalgas é chamada de talo
e sua morfologia é variada, podendo ser unicelular, colonial,
cenobial, filamentoso e sifonoso. O didmetro do talo unicelu-
lar pode variar de 0,2 pm a 2,0 pum, dependendo da espécie
(BARSANTI et al., 2006b). Microalgas que apresentam talo
na forma colonial podem ser definidas como um aglomerado
altamente organizado de células individuais que sao frou-
xamente unidas. Nesse caso, ndao existe divisao de trabalho
entre as células ou nimero pré-determinado de individuos.
A divisao celular ocorre por fissao binaria e cada célula pode
sobreviver individualmente.

Nas microalgas com talo na forma de cen6bio, o ntimero
de células é determinado na sua origem e permanece constante
durante todo o ciclo de vida. O talo filamentoso é formado por
cadeias de células irmas, que se dividem perpendicularmente
ao axis, conectadas pela parede celular. Este filamento pode ser
simples ou septado, com um ou vérios nicleos, e constituido de
uma ou varias camadas de células. O talo sifonoso ou cenoci-
tico é unicelular, multinucleado e consiste num filamento tubu-
lar que nao apresenta parede celular transversal (TOMASELLI,
2004; BARSANTI et al., 2006; BARSANTI; GUALTIERI, 2008).

Os talos das microalgas apresentam células diferenciadas
chamadas de acinetos e heterécitos. Os acinetos sdo células
vegetativas que acumulam grande quantidade de substancias
de reserva, sofrem espessamento de parede celular para se
transformarem em esporos de resisténcia, capazes de resistir a
condicoes adversas. Os acinetos estao presentes em cloréfitas
e em ciandfitas, sendo que nestas também estao relacionados a
reproducdo. Os heterdcitos sdo células diferenciadas a partir de
células vegetativas de cianobactérias filamentosas. Estas tam-
bém apresentam espessamento de parede celular e poros que
possibilitam a comunica¢dao com as células adjacentes. Essas
células diferenciadas acumulam clorofila a e auxiliam na fixa-
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¢do do nitrogénio atmosférico (LOURENCO, 2006; FRANCES-
CHINI et al., 2010).

Em relacdo a mobilidade (motilidade), o talo das microal-
gas é considerado mével quando apresenta flagelos. Contudo,
as células individuais podem apresentar formas alternativas
de deslocamento celular quando estdo em contato com uma
superficie sé6lida, e essa forma de motilidade das microalgas é
conhecida por gliding (RICHMOND, 2004b; TOMASELLI, 2004;
BARSANTI et al., 2006). Esse tipo de movimento esta presente
em cianobactérias, microalgas vermelhas, diatoméaceas e algu-
mas cloroéfitas. Entre as cianobactérias, as formas filamentosas,
por exemplo, dos géneros Oscillatoria, Spirulina, Phormidium e
Anabaena sao as que se movem por gliding de maneira mais
eficiente. Nessas espécies, 0 movimento pode ocorrer por con-
tracoes, rolamento lateral da célula ou sobre seu eixo longitu-
dinal. A movimentacao é facilitada pela secrecdo de muco ou
mucilagem, que é excretada através da parede da célula por
poros em forma de balao. Ao se movimentar, as células deixam
um rastro de mucilagem que incha ao entrar em contato com a
adgua e empurra as células para frente (TOMASELLI, 2004). A
presenca de fibrilas como a oscilina — uma glicoproteina pre-
sente na superficie externa da célula, cuja disposicao possibi-
lita a capacidade de girar — também facilita esse tipo de movi-
mentacao (BARSANTI; EVANGELISTA; FRASSANITO et al.,
2008). Espécies de microalgas como a Anabaena flos-aquae tém
a capacidade de controle de flutuacdo devido a presenca de
pneumatdcitos e vactiolos no talo, o que também é considerado
uma forma de movimentacao.

Na natureza, a presenca de predadores potenciais pode
induzir variacdes na morfologia ou no estado fisiolégico das
algas. Esse fenomeno é chamado de plasticidade fenotipica
(WEST-EBERHARD, 1989) e ocorre em resposta a certas con-
dicoes ambientais. Na célula das cloréfitas, as caracteristicas
que mais podem variar morfologicamente sao: tamanho, forma
e estrutura da parede da celular. A formacao de colonias e
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espinhos é um bom exemplo de variacao morfolégica utilizada
para escapar da acao herbivora de predadores. O fenémeno da
plasticidade é dependente de sinal no ambiente natural, ndo
ocorrendo em condicoes de cultivo em laboratério, o que pode
levar a interpretacoes taxon6micas erroneas.

1.3 Divisao Celular e Reproducao
das Microalgas

A reproducao em algas é bastante diversificada e pode
ocorrer de forma vegetativa, assexuada e sexuada. Acontece
primariamente pela divisao de células vegetativas (assexuadas),
embora a reproducado sexuada possa ocorrer em muitas espé-
cies quando estdo em condicOes apropriadas para a replicacao
celular. Neste livro, a descricao das formas de reproducao das
microalgas é apresentada de forma resumida e as ilustracoes
dos ciclos reprodutivos podem ser encontradas em Tomaselli
(2004), Andersen (2005) e Barsanti e Gualtieri (2006).

1.3.1 Reproducao assexuada

1.3.1.1 Reproducao assexuada por fissao binaria

A fissao bindria é a forma mais simples de reproducéo e
ocorre na maioria das microalgas unicelulares. A célula duplica
seu material genético e da origem a duas células vegetativas
idénticas. Estas duas células-filhas dao origem a quatro células
e assim por diante. Em algas unicelulares esta divisdao celu-
lar pode ocorrer no sentido longitudinal e no transversal. Em
microalgas coloniais, o processo se realiza da mesma maneira,
entretanto repetindo o processo em cada célula individual-
mente. Esse tipo de reproducao é caracteristico em espécies
dos géneros Volvox e Pediastrum das clorofitas.
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Em muitas espécies, a reproducao assexuada esti rela-
cionada ao aumento no tamanho da célula ou da col6nia. As
microalgas com talos coloniais se reproduzem por um processo
denominado autocol6nia, no qual cada célula da colonia é
capaz de formar outra colonia semelhante a original.

1.3.1.2 Reproducao assexuada por esporos

Os esporos podem ser produzidos a partir de células vege-
tativas, de células especializadas ou, ainda, formando estrutu-
ras denominadas esporangios. Também existe outras formas de
esporos, denominados acinetos, que sao produzidos por muitas
espécies de microalgas quando estdao em condicoes desfavo-
raveis como, por exemplo, a falta de dgua. Esses acinetos sdo
esporos originados da diferenciacdo de uma célula vegetativa,
repletos de substancias de reserva e com parede espessada,
podendo permanecer assim durante anos, até que ocorra nova-
mente uma situacao favoravel de desenvolvimento para reesta-
belecer sua forma vegetativa (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).
Esse processo ocorre, por exemplo, em diversos géneros da
classe das Chlorophyceae, tais como Ulotrix spp., Chlorococcum
Spp. € Spyrogyra spp.

A reproducao assexuada também pode ser realizada por
meio de diferentes tipos de esporos chamados zo6sporos, apla-
nésporos e autésporos. Os zodsporos sao esporos flagelados que
se movimentam e podem se reproduzir com as partes vegeta-
tivas de outras células, como acontece em espécies do género
Clamydomonas da familia Chlamydomonadaceae. Aplandsporos
sao esporos nao flagelados que iniciam seu desenvolvimento a
partir de uma porcao da célula e se diferenciam até formar os
zoobsporos. Os autésporos sao esporos nao flagelados, a segunda
geracdo de células que podem ter sido formadas a partir da
célula original. Essas células sao praticamente réplicas das célu-
las vegetativas e possuem a capacidade de produzir zoésporos.
Esse tipo de esporo esta presente nas espécies dos géneros Nan-
nochloropsis (Heterokontophyta) e Chlorella (Chlorophyta).
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1.3.1.3 Reproducao assexuada por fragmentacao

Essa forma de reproducao ocorre em espécies filamentosas
e nas que formam coldnias cenobiais. Nesse processo, o talo se
quebra e, por mitose, cada fragmento multiplica suas células,
originando novos talos idénticos, que dao origem a novos indi-
viduos. Nesse tipo de reproducao também pode ocorrer a jun-
¢ao de muitos fragmentos e a formacao de novos individuos.

1.3.2 Reproducao sexuada

A reproducado sexuada também estd presente em muitas
espécies de microalgas e permite a troca genética, mantendo
a variabilidade genética dentro da populacdo (TOMASELLI,
2004; BLACKBURN et al., 2005). A reproducao sexuada em
microalgas envolve um namero de diferentes estagios que for-
mam o ciclo de vida sexuado, incluindo a producao e a fusao
de gametas. Isso pode aumentar a sobrevivéncia e, portanto,
o sucesso evolucionario (BLACKBURN; PARKER, 2005). Os
gametas podem ser morfologicamente idénticos as células
vegetativas ou diferentes do material de origem, dependendo
do grupo ao qual pertence a microalga. Também é possivel a
combinacao de diferentes tipos de gametas.

Na reproducéo sexuada das microalgas (Tabela 1.2) podem
ocorrer os trés ciclos basicos de vida haplobionte: haplonte
(vegetativa), diplonte (gamética) e diplohaplonte (esporofitica).

O ciclo haplobionte haplonte ou vegetativo apresenta ape-
nas uma fase vegetativa haploide (n) com a meiose p6s-zig6-
tica do zigoto diploide (2n). O ciclo haplobionte diplobionte
ou ciclo de vida gamético apresenta uma fase diploide (2n) e
uma fase haploide (n), esta por meio de meiose pré-gamética,
que origina gametas haploides (n). No ciclo diplohaplonte ou
ciclo de vida esporofitico ocorrem duas fases diferentes: uma
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Tabela 1.2. Caracteristicas dos ciclos de vida da reproducao sexuada

em algas.
Ciclo de vida haplobionte
(EETREERLIOED Haplonte Diplonte Diplohaplonte
(vegetativa) (gamética)  (esporofitica)
Nimero de 1 fase: n 1 fase: 2n 2 fases: n e 2n
fases
~ . . Mi
Formacao de Mitose e Meiose . tose e’
ametas meiose pos-zigdtica pré-gamética melose pre-
& esporica
Esporo 2n e
Gameta Gameta 2n Gameta n SpoTo
gameta n

com gametas haploides (n) e outra com esporos diploides (2n),
caracterizando a alternancia de geracoes. Na fase gametofitica,
a mitose produz gametas (n), enquanto na fase esporofitica a
meiose pré-espérica produz esporos (2n).

1.4 Nutricao das Microalgas

Em relacdo a nutricdo, as microalgas podem ser fotoauto-
troficas, heterotréficas ou mixotréficas. As microalgas fotoau-
totréficas sao dependentes da fotossintese e utilizam como fon-
tes de energia a luz solar e o di6xido de carbono para produzir
trifosfato de adenosina (ATP) e carboidratos.

As células que consomem compostos organicos produzidos
por fontes externas para satisfazer as necessidades energéticas
sao denominadas heterotroéficas (do grego heteros, outros e tro-
phos, que come). Portanto, a microalga heterotréfica obrigaté-
ria depende de uma fonte externa de moléculas organicas para
obter sua energia.
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Nas microalgas cianéfitas e cloréfitas, a nutricdo ocorre
por heterotrofia facultativa e fototrofia obrigatéria ou hetero-
tréfica. A maioria das microalgas cloréfitas é fotoautotréfica,
todavia, algumas espécies podem ser incolores e heterotroéficas,
obtendo o carbono do ambiente externo a partir de substancias
dissolvidas ou secretadas de outras células como, por exemplo,
de bactérias. Microalgas auxotréficas sao aquelas que néo con-
seguem sintetizar seus componentes essenciais, como acidos
graxos e vitaminas do complexo B12.

Entretanto, muitas microalgas podem apresentar compor-
tamento de fotoautotrofia e heterotrofia, sendo chamadas de
algas mixotroficas. A presenca de microalgas fotoautotroficas e
heterotréficas em um mesmo habitat pode ser uma vantagem,
pois as autotréficas conseguem fornecer elementos essenciais
as heterotréficas. Organismos heterotréficos conseguem se
adaptar em locais onde o fator luz é limitado. Algumas espé-
cies mixotréficas obtém energia da fotossintese e raramente a
partir de fontes de carbono disponiveis no meio.

A fixacao de carbono pela fotossintese ou por meio da
absorcao de particulas pode disponibilizar outros nutrientes
como nitrogénio, fésforo e ferro e, dessa forma, contribuir para
a producao de vitaminas e aminoacidos essenciais.

1.5 Caracteristicas de Crescimento

O crescimento das microalgas depende de fatores biol6-
gicos, fisicos e quimicos. Os fatores bioldgicos incluem taxas
metabdlicas da espécie cultivada, influéncia de organismos
contaminantes e fatores fisico-quimicos como luz, temperatura,
salinidade e disponibilidade de nutrientes (TOMASELLI, 2004).

As microalgas, exceto as cianobactérias e as proclorofi-
cias, tém organelas celulares, incluindo os plastos. A estrutura
interna dos cloroplastos apresenta um sistema de membranas
na forma de vesiculas achatadas, nominadas de tilacoides,
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que estdao conectadas entre si e embebidas em um estroma
rico em proteinas. Os pigmentos de clorofila e os carotenoi-
des sao encontrados embebidos nas membranas dos tilacoides.
Os cloroplastos das algas verdes frequentemente contém graos
de amido e pequenas goticulas de lipideo. Os graos de amido
sao produtos de armazenamento temporario e se acumulam
somente quando a alga estd ativamente fotossintetizando
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

A atividade fotossintética das algas, que responde por mais
de 50% da fotossintese global, torna possivel converter a ener-
gia da radiacao fotossinteticamente ativa (PAR) em energia
biologicamente utilizadvel, por meio de reacdes de reducao e
oxidacdo. No cultivo de microalgas, o ideal é a taxa maxima
de crescimento equivalente a taxa maxima da fotossintese.
Maiores detalhes sobre a fotossintese oxigénica das microalgas
podem ser encontrados em Masojiidek et al. (2004). A irradi-
ancia sobre a superficie da Terra é, em média, de 1000 Wm2
(1 Wm?2=4,5 umol fé6ton m?s?), da qual aproximadamente 8%
corresponde a luz UV (300-400 nm), 41% a luz visivel (400-
700 nm) e 51% a luz infravermelha (700-4000 nm). Ao passar
pela atmosfera e pela coluna d’agua, a luz sofre fenémenos de
absorcao, reflexao e dispersao pela presenca de moléculas de
vapor d’4dgua, poeira, poluicdo, etc. Contudo, apenas a faixa
de luz visivel corresponde a radiacao fotossinteticamente ativa
(PAR), aquela capaz de excitar os elétrons das moléculas e
assim possibilitar a realizacao de fotossintese, que é o processo
de fornecimento de energia bésica para as algas.

Para a realizacao da fotossintese, a PAR é captada por vesi-
culas achatadas chamadas tilacoides, nas quais estdo presentes
os pigmentos fotossintéticos, tanto nas cianéfitas quanto nas
clorofitas. Nas cianoéfitas, os tilacoides ocorrem livremente no
citoplasma das células e dentro deles estdo presentes pigmen-
tos chamados de ficobiliproteinas. Em microalgas cloréfitas, os
tilacoides podem estar livres ou arranjados dentro de organelas
chamadas plastos, presentes no citoplasma. Os plastos contém
uma grande variedade de pigmentos fotossintéticos que lhes
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atribui coloracdo verde, alaranjada ou parda, de acordo com
o pigmento predominante: clorofilas, ficobiliproteinas e caro-
tenoides. Esses pigmentos apresentam potencial de aproveita-
mento na indastria farmacéutica e de alimentos.

As células das microalgas possuem paredes formadas por
camadas internas e externas de composicao variada. A camada
externa é composta de polissacarideos, tais como pectina, agar
e alginato. As microalgas sao consideradas fonte promissora de
matéria-prima para a producao de bioetanol, pois possuem celu-
lose na parede celular e acumulam amido, que podem transfor-
mar em acglcares e fermentar para subsequente producao de
bioetanol via fermentacdo microbiana. Exemplos desses pig-
mentos e os produtos de reserva sdao apresentados na Tabela 1.3.

As clorofilas sao divididas em q, b, ¢ e d, de acordo com
o pico de absorcao da radiacdo luminosa. A clorofila a esta
presente em todos os organismos fotossintetizantes, sendo as
demais consideradas pigmentos acessérios, com a funcado de
aumentar a luminosidade absorvida. As ficobiliproteinas sao
pigmentos azuis (ficocianinas) ou vermelhos (ficoeritrinas),
compostas por uma ficobilina associada a uma proteina, que
funcionam como pigmento fotossintetizante. Os carotenoides
sao pigmentos amarelos, marrons, laranjas e vermelhos, dividi-
dos em dois grupos: carotenos ([3-caroteno e luteina) e xantofi-
las (aloxantina, astaxantina, fucoxantina, etc.).

As microalgas realizam fotossintese oxigénica, que con-
siste em uma reacdo de reducdo na qual a energia luminosa
é transformada em energia quimica em decorréncia da con-
versdo do dioxido de carbono (CO,) e da 4dgua (H,0) em car-
boidratos [(CH,O) ] e oxigénio (0,), de acordo com a equacéo
(BARSANTI; GUALTIERI, 2006):

nCO, + nH,0 + luz =- (CH,0), + nO,

Essa reacao fotossintética é dividida em fase escura e fase
luminosa. Na fase luminosa, ocorre a absorcao de luz, trans-
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feréncia de elétrons e translocacdo de proétons, resultando na
producdo de NADPH,, ATP e O,. Na fase escura, o CO, é redu-
zido a (CH,0)_ usando o NADPH, e o ATP produzidos na fase
clara. A fase escura ocorre independente da presenca de luz e
simultaneamente a fase clara. A atividade fotossintética é cal-
culada pela relacdo da quantidade de oxigénio e da intensi-
dade luminosa. Nesta, quanto maior a luminosidade, menor
a eficiéncia fotossintética da célula. O declinio da taxa fotos-
sintética ocorre por um fen6meno denominado fotoinibicdo
da fotossintese e acontece quando a célula fica exposta a uma

luminosidade maior que sua necessidade durante muito tempo.

Tabela 1.3. Composicao da parede celular, produtos de reserva e
exemplos de pigmentos presentes em microalgas.

Divisao
Caracteristicas
Cyanophyta Chlorophyta
Peptideo-glicano,
Composicao da parede lipoproteinas, Celulose e
fosfolipideos, proteinas hemicelulose

e lipopolissacarideos

Cianoficina
(arglmn.a € pohmgro Amido e lipideo
Produtos de reserva asparagina) e amido
. . (a-1,4-glucano)
cianoficiano

(a-1,4-glucano)
Clorofila a aeb

c-ficoeritrina,
c-ficocianina,

Ficobilina ... Ausente
aloficocianina e
ficoeritrocianina
Carotenoide total (3-caroteno a-, - e y-caroteno
. Mixoxantina e Luteina e
Xantofila . . .
zeaxantina parsinoxantina

Fonte: Barsanti e Gualtieri (2006); Chen et al. (2013).
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Os grupos de microalgas abordados neste capitulo — as cia-
nobactérias e as cloroficeas — estao destacados na Figura 1.1,
que apresenta a arvore filogenética dos grupos de organismos
com capacidade de produzir pigmentos (SCHLARLAB-RIDLEY,
2011). A variedade de tipos de pigmentos presentes nas algas,
em geral, é muito grande e essa abundancia pode ser aprovei-
tada em diferentes ramos da pesquisa e comercializacao.

Rotineiramente, em laboratérios de microbiologia, o cul-
tivo de microalgas é realizado em sistema fechado ou estanque
denominado de “batelada”, devido ao baixo custo do equipa-
mento, ao material empregado (vidrarias) e a simplicidade do
procedimento, nao sendo possivel a entrada ou saida de qual-
quer material, ou seja, os recursos sao finitos. Nesse sistema,
a populacao de microalgas aumenta a densidade de células
constantemente, até a exaustao do fator limitante, enquanto
outros nutrientes do meio de cultura decrescem com o tempo

[Synurophytes| [Chrysophytes]

Oomycetes

Labyrinthulomycetes| Xanthophytes
[Eustigmatophytes] [Diatoms] Phaeothamniophytes|
< Phaeophytes
Dinoflagellates g Archamoebas Fungi
. il Radiolarians Cobose Amocb
Apicomplexans - g .
p Ly ” Foraminiferans Slime Molds s
& c 5 Choanoflagellates
H h & ercozoans| &
aptophytes $ e il
Cryptomonads HACROg 5 2
_ Chlorophyceans
Centroheliozoans| % -
% o emsoniries
Kinetoplastids %, ) phy
EUGLENOZOA % S LTS Ulvophyceans
Ex T EE! S
[Euglenoids” parabasalids ang ©ounep SIS = ’*e%
%
Diplomonads <
2 » . {—Charophyceans|
Gram-Positive Bacteria <
5| orheotes
z
ShiEmElEs ARCHAER Euryarchaeotes Land Plants

&4
G Crenarchaeotes

Spirochetes
Nanoarchaeotes

Proteobacteria

Figura 1.1. Arvore filogenética mostrando a diversidade dos domi-
nios com producao de pigmentos.
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(BARSANTI; GUALTIERI, 2006). O desenvolvimento das microal-
gas em cultivos estanques ou em “bateladas”, semelhante ao que
ocorre com bactérias, é expresso por uma curva exponencial de
crescimento, definido como um aumento na substdncia viva,
normalmente no nimero de células para os microrganismos
unicelulares ou na massa total de células para os multicelulares
(TOMASELLI, 2004). O crescimento das microalgas pode variar
com os nutrientes do meio de cultivo, as condicoes de tempe-
ratura e luminosidade, e apresenta fases distintas (Tabela 1.4).
A taxa de crescimento é o pardmetro mais utilizado para medir
alteracao no nimero ou massa celular por unidade de tempo.

Essa curva exponencial de crescimento microbiano é divi-
dida em fases:

i) Lag, onde ocorre a adaptacao ou a inducéo de crescimento;

ii) Log ou de crescimento exponencial,;

iii) Fase de reducao de crescimento ou transi¢ao;

iv) Estacionaria de crescimento;

v) Fase de declinio ou morte celular devido a limitacao
de substrato ou producao e acimulo de metabdlitos
téxicos.

A duracao de cada fase de crescimento é muito variavel
entre as espécies de microalgas. As principais atividades pre-
sentes em cada fase da curva de crescimento das microalgas em
cultivos estanques estao descritas na Tabela 1.4.

No cultivo continuo de microalgas, as quantidades de
nutrientes podem ser reguladas pela adicao de meios de cul-
tura para manter o crescimento.

Na Figura 1.2 é apresentado um exemplo da curva de cres-
cimento de uma estirpe da espécie Neochloris oleoabundans,
pertencente a classe Chlorophyceae e a familia Palmellacea, de
acordo com a classificacao de Bicudo e Menezes (2006). Em sis-
tema fechado, a curva de desenvolvimento das espécies de cia-
néfitas também segue uma curva de crescimento logaritmica.
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Figura 1.2. Desenvolvimento da microalga cloréfita Neochloris oleo-
abundans em sistema fechado a 26 +2°C e fotoperiodo
de 12 h, durante 28 dias, com agitacao.

Tabela 1.5. Principais caracteristicas morfofisiol6gicas de microal-
gas das Divisoes Cyanophyta e Chlorophyta.
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As caracteristicas morfolédgicas e fisiologicas sao de fun-
damental importancia na taxonomia e classificacao tradicional
das microalgas, assim, as principais caracteristicas morfofisio-
légicas dos grupos ciandfita e cloréfita estdo sumarizadas na
Tabela 1.5. Essas informacoes foram sumarizadas com base
em Raven et al. (1996), Richmond (2004), Barsanti e Gual-
tieri (2006), Lourenco (2006), Lee (2008), Franceschini et al.
(2010) e Riviers (2010).

1.6 Classificacao e Taxonomia

Na classificacao das microalgas sdo considerados aspectos
citolégicos e morfolégicos, tais como a ocorréncia de células
flageladas, a estrutura dos flagelos, os processos de formacao
do ntcleo e da divisao celular, a presenca e a caracterizagao de
envoltério do cloroplasto e a possivel conexao entre o reticulo
endoplasmaético e a membrana nuclear (HU et al., 2004; TOMA-
SELLI, 2004). Também utilizam-se das caracteristicas dos dife-
rentes tipos de pigmentos presentes nas células e da natureza
quimica dos produtos de reserva e dos constituintes da parede
celular das microalgas. A classificacao geral das microalgas,
com alguns exemplos de géneros, é apresentada na Tabela 1.6.

Tradicionalmente, as microalgas foram -classificadas de
acordo com as regras de nomenclatura boténica. Assim, os
agrupamentos primérios sdo designados como divisdes, agru-
pamentos secundarios como classes e assim por diante. Esse
sistema é impraticavel, tanto para as cianobactérias (procarion-
tes) quanto para os protistas (incluindo algas), pois os orga-
nismos associados a essas categorias tradicionais ndao formam
grupos filogenéticos bem definidos. Divisdes mais tradicio-
nais de algas eucariontes sdo mais estreitamente relacionadas
aos principais grupos de protistas nao-algais do que qualquer
outra divisao de algas. A classificacdo proposta por Hoek
(1995) inclui 11 divisdes e 30 classes, sendo que as microal-
gas procariontes possuem representantes nas divisoes e clas-
ses Cyanophyta/Cyanophyceae e Prochlorophyta/Prochloro-
phyceae, enquanto os eucariontes possuem representantes nas
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Tabela 1.6. Principais grupos de microalgas dos dominios Bacteria
e Eucarya.

Dominio Divisao Classe

Bacteria Cyanophyta Cyanophyceae
Prochlorophyta Prochlorophyceae

Eucarya Chlorophyta Prasinophyceae,
Chlorophyceae,
Ulvophyceae,
Cladophorophyceae,
Bryopsidophyceae,
Dasicladophyceae,
Klebsormidiophyceae,
Trentepohliophyceae,
Pleurastrophyceae,
Zygnematophyceae e
Charophyceae.

Chrysophyceae,
Parmophyceae,
Sarcinochrysidophyceae,
Xanthophyceae,
Heterokontophyta Eustigmatophyceae,
Bacillariophyceae,
Bacillariophyceae,
Dictyochophyceae e
Phaeophyceae.

Euglenophyta Euglenophyceae

Bangiophyceae e

Rhodophyta Florideophycea.

Haptophyta

(Prymnesiophyta) Haptophyceae

Cryptophyta Cryptophyceae
Glaucophyta Glaucophyceae

Dinophyta Dinophyceae

Fonte: Raven, Evert e Eichhorn (1996); Richmond (2004); Barsanti e Gualtieri (2006); Bicudo e Menezes
(2006); Lee (2008); Franceschini, Burliga, Riviers et al. (2010); Riviers (2010).
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Divisdes: Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Hap-
tophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillario-
phyceae), Chrysophyceae, Xantophyceae, Cryptophyta e Dino-
phyta (BICUDO; MENEZES, 2006).
De maneira similar ao que ocorre em outros grupos de organis-
mos, a classificacdo das espécies de microalgas estd em cons-
tante mudanca, especialmente devido as técnicas moleculares
com metodologias modernas como a amplificacdo de 4cidos
nucleicos e suas derivagoes, assim como o sequenciamento des-
tes, fornecendo dados importantes para a anélise filogenética.
Assim como para outros organismos, os estudos filoge-
néticos das microalgas sao realizados utilizando uma abor-
dagem polifasica, contemplando as caracteristicas morfol6-
gicas, fisiolégicas, a presenca de pigmentos, cloroplastos e a
utilizacao de diferentes metodologias moleculares (ANDER-
SEN, 2004; LOGARES et al., 2007; KOVACEVIC et al., 2010).

1.6.1 Caracterizacao e identificacao de
microalgas: abordagem molecular

A identificacdo de microalgas é um grande desafio, por-
que técnicas microscépicas tradicionais baseadas nas caracte-
risticas celulares, embora sejam tteis para uma rapida selecao
de amostras por falta de marcadores morfolégicos, nao sao
suficientes para uma precisa identificacao. Além de consumir
tempo para utilizar técnicas microscépicas, exige mao de obra
altamente especializada em taxonomia de microrganismos.

As técnicas moleculares desenvolvidas nas ultimas trés
décadas tém proporcionado rapidez nos procedimentos de
monitoramento, identificacdo e quantificacdo de amostras de
fitoplancton. A aplicacdo de métodos modernos de andlise
filogenética fornece informacoes para alteracées continuas na
classificacdo das algas, especialmente com a disponibilizacao
online de dados de sequenciamento de DNA. Os nomes e as
relacoes filogenéticas inferidas para as microalgas, em prati-
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camente todos os niveis taxonomicos, sao alterados constan-
temente. Assim, pode ser impossivel atribuir nomes que con-
tinuam a ser validos ao longo do tempo ou que venham a ser
universalmente aceitos, mesmo no momento em que sao publi-
cados (BARSANTI; GUALTIERI, 2006; LEE, 2008).

Para estudos de taxonomia e evolucdao, o RNA ribossomal
da subunidade menor do ribossomo (SSU rRNA, SSU - small
subunit) foi proposto como marcador molecular, pois esta pre-
sente em todos os organismos vivos; além disso, embora seja
suficientemente conservado, apresenta regides altamente vari-
aveis e possui tamanho adequado, o que facilita e proporciona
rapidez na sua andlise (WOESE, 1987). O emprego desses genes
nos estudos filogenéticos foi primeiramente publicado por Carl
Woese et al. (1977; 1990) e sao os mais amplamente utilizados
e Uteis para a definicao de relacdes entre os organismos.

Além da SSU, os ribossomos possuem os genes da subuni-
dade maior (LSU rRNA, LSU - large subunit), que sdo encon-
trados nos procariontes com rRNA 23S e nos eucariontes
com 28S, também altamente informativos em termos gené-
ticos. Contudo, o seu tamanho torna o sequenciamento mais
dispendioso e demorado. Para facilitar a visualizacdo, um
esquema dos genes que codificam o 16S rRNA em microrga-
nismos procariontes e do 18S rRNA em eucariontes é apre-
sentado na Figura 1.3.

Nos anos 1980, o desenvolvimento da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction), que tem por fundamento basico a
habilidade da enzima DNA polimerase de replicar in vitro uma
sequéncia alvo de DNA especifica (MULLIS et al., 1987) permi-
tiu estudos de identificacao e classificacao de novos microrga-
nismos. Isso, porque foram desenvolvidas outras metodologias
baseadas na técnica de PCR, podendo-se citar as seguintes ana-
lises de DNA total ou de genes:

e  Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis (ARDRA);
e Intergenic Spacer (IGS);
e rep-PCR (REP, ERIC ou BOX);
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e  Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD);
e  Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP);

e  Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE);

e  Multilocus Sequence Analysis (MLSA).

Dentre outras vantagens, essas metodologias possibili-
taram um entendimento mais amplo das relacgoes filogenéti-
cas entre os organismos, assim como sua melhor identifica-
cao e classificacao.

Ebenezer et al. (2011) revisaram diversos métodos mole-
culares e seus usos praticos na deteccdo, quantificacio e ava-
liacdo da diversidade de microalgas, e concordaram que os
métodos aplicados para outros microrganismos poderiam ser

a) Ribossomo Subunidades Proteinas nRNA
58
~
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505 238 Total 31 238 58 5
S
~ ~ 8
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b) Ribossomo Subunidades Proteinas nRNA
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-7 & 28S Total 50 285 | 55 §
5.8S )
\ §
w SO > 006 I
405 Total 33 18S

Fonte: Nelson e colaboradores (1986).

Figura 1.3. Esquema das subunidades ribossomais presentes em mi-
crorganismos. a) procariotos; e, b) eucariotos.
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adotados para os estudos de microalgas, pois esses métodos,
geralmente, detectam moléculas universais. No caso de estu-
dos de filogenia para identificar géneros e espécies de microal-
gas, o emprego das diversas técnicas e metodologias de anélise
molecular apresentam muitas vantagens. A descricao resumida
das etapas necessarias pode ser observada na Figura 1.4.

Para a amplificacdo do DNA, extraido na etapa 1, a escolha
dos oligonucleotideos para procarionte (16S rDNA) ou euca-
rionte (18S rDNA) deve ser feita apenas quando se tem certeza
dos métodos morfofisiolégicos que definiram de qual grupo a
microalga pertence, caso contrario duas reacoes independentes
de PCR (etapa 2) devem ser realizadas.

EXTRAGAO DO DNA

Etapa 1

IDENTIFICACAO @

PROCARIOTO/EUCARIOTO
16S 18S Etapa 2
IDENTIFICAGAO )
DE GENERO SEQUENCIAMENTO DO

GENE RIBOSSONAL

IDENTIFICAGAO @

DE ESPECIE TECNICA DE MLSA Etapa 4

Etapa 3

ESTUDOS GENOMICOS :
SEQUENCIAMENTO DO GENOMA Etapa 5

Figura 1.4. Esquema simplificado do planejamento dos estudos ge-
noémicos de microalgas para identificacdo de espécie a
partir de um cultivo unialgal.
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1.6.2 Métodos moleculares para caracterizacao
de microalgas

Para as anélises moleculares de microalgas, os procedi-
mentos da extracdo de DNA sdo similares aos descritos para
qualquer organismo bem como as diversas derivagoes de anali-
ses de PCR (Figura 1.5).

Embora a extracdo do DNA genomico de microalgas seja
um processo simples, de boa eficiéncia e considerado de baixo
custo, ainda ha dificuldade para se obter a monocultura axé-
nica de microalgas, o que dificulta a caracterizacdo de maneira
mais rapida. Portanto, a extracao do DNA pode ser iniciada com
células do isolado algal, preferivelmente a partir de uma cultura
pura em placa de Petri com meio solidificado com agar do que
cultivada em meio liquido.

Tampao Proteinase K
Microalga Vortex UItrassom Vértex 65°C
80°C
|50Pf093n0| Cloroformlo Fenol
Centrifuga -80°C Centrifuga Centrifuga Vortex
@ Tampao
Descarte do
Sobrenadante Gel de DNA genémico

Figura 1.5. Fluxograma dos procedimentos para a extracdo do DNA
gendmico de microalgas.
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Sem a sequéncia completa de DNA, a anélise de peque-
nas sequéncias de genes conservados tem ajudado no enten-
dimento da filogenia das microalgas. Geralmente, para os
estudos de filogenia nas anélises de sequenciamento, sao esco-
lhidas as regioes ribossomal DNA (rDNA), os genes de mito-
condria, os genes plastidios (rbcl) e os internal transcript spacers
(ITS) (BUCHHEIM et al., 2012) e sequéncias de microssatélites
(Tabela 1.7).

A identificacdo de estirpes de cianobactérias com base em
dados morfolégicos, muitas vezes, é congruente com suas ana-
lises moleculares baseadas em sequéncias do gene 16S rDNA.
Um exemplo dessa equivaléncia foi apresentado por Furtado et
al. (2009), com dez estirpes de cianobactérias dos géneros Syne-
chococcus, Merismopedia, Leptolyngbya, Limnothrix e Nostoc, que
foram isoladas de lagoa de estabilizacdo de residuos. Os autores
sugeriram que as técnicas sdo complementares, uma vez que,
dos seis géneros identificados, apenas o género Merismopedia foi
observado por inspe¢ao microscopica direta, enquanto os outros
quatro géneros ndo foram detectados por essa técnica. Em um
estudo do papel dos condicionantes ambientais na determina-
¢ao da estrutura das comunidades de cianobactérias em solos
de manguezais, Rigonato et al. (2013) também utilizaram as
anélises de sequéncias do 16S rRNA, observando, por exemplo,
géneros Prochlorococcus e Synechococcus, além de sequéncias
filiadas com 16S rRNA de cianobactérias nao cultivadas.

Pela anélise de PCR do DNA total de microalgas eucarion-
tes e utilizando os oligonucleotideos que amplificam a regido
18S rRNA, com posterior sequenciamento do fragmento ampli-
ficado, foi possivel identificar espécies como Chlorella vulgaris,
Dunaliella salina, Desmodesmus communis, Scenedesmus rubes-
cens, Scenedesmus obliquus, Desmodesmus communis, Scenedes-
mus subspicatus, Chlamydomonas reinhardtii e os géneros Chlo-
rococcum sp. e Chlorococcum sp. (RASOUL-AMINI, GHASEMI,
MOROWVAT et al., 2009). Em outro trabalho, a amplificacao
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Tabela 1.7. Exemplos de sequéncias de oligonucleotideos para
amplificacdo das regides conservadas, intergénicas e

repetitivas de microrganismos.

Regido Sequéncias (5’- 3°) Referéncia
16Sf AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weisburg et al.
16Sr AAGGAGGTGATCCAGCC (1991)
18Sr GTAGTCATATGCTTGTCTC Bult et al. (1992)
Hamby et al.
18Sf CACCTACGGAAACCTTGTTACGACTT (1958)
18Sr TGATCCTTCGCAGGTTCAG
LI et al. (2008)
18Sf ACCTGGTTGATCCTGCCA
18Sf GTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTA .
Rasoul-Amini
18Sr AGGGCAGGGACGTAATCAACG et al. (2009)
18SfChl TGGCCTATCTTGTTGGTCTGT
Moro et al. (2009)
18SrChl  GAATCAACCTGACAAGGCAAC
28Sf AGCGGAGGAAAAGAAACTA AbowShanah
28Sr TACTAGAAGGTTCGATTAGTC etal. (2011)
ITS1 GGGATCCGTTTCCGTAGGTGAACCTGC
Hu, Zeng, Wang
ITS2 GGGATCCATATGCTTAAGTTCAGCGGGT e, (200)
ITS3 (5-GCAT CGATGAAGAACGCAGGC-3") Buchheim,
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") Sutherland,
ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG G-3)  Schleicher et al.
(2012)

BOX-A1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG

Versalovic et al.
(1994)
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da subunidade maior do ribossomo (28S rRNA) mostrou a
eficiéncia desse gene em microalgas isoladas de dguas conti-
nentais. Produtos desses genes foram sequenciados e algumas
espécies foram identificadas, podendo-se citar as espécies Sce-
nedesmus obliquus, Chlamydomonas pitschmannii, Chlorella vul-
garis e Chlamydomonas mexicana (ABOU-SHANAB, MATTER,
KIM et al., 2011).

A combinacdo da subunidade menor e maior do ribossomo
é bastante recomendada para estudos filogenéticos, uma vez
que o sequenciamento de um dnico gene pode acarretar equi-
vocos. Uma extensa analise filogenética dos géneros Chlamydo-
monas e Chloromonas foi realizada utilizando-se as subunidades
menor e maior do ribossomo (HOHAM et al., 2002). Existem
algumas pequenas sequéncias conservadas em mitocéndrias e
cloroplastos, as quais podem ser utilizadas como ferramenta
nos estudos filogenéticos (AHMAD et al., 2013). Esses autores
utilizaram os “cédigos de barra” do DNA de regioes conserva-
das do cloroplasto gendmico, correspondendo ao 16S e 23S
ribossomal, para a caracterizacao genética de clordfitas.

Outro método utilizado na determinacdo do genétipo de
microrganismos procariontes é o que utiliza as regides repeti-
tivas no cromossomo. Essa metodologia avalia a presenca de
variacoes em todo o genoma e ndo apenas em um Gnico gene.
Um exemplo dessas técnicas moleculares para caracterizagao
ao nivel de estirpe (ou cepa) é a denominada BOX-PCR (VER-
SALOVIC, SCHNEIDER, DE BRUIJN et al., 1994). Esses ele-
mentos repetitivos no DNA sao observados no cromossomo dos
microrganismos e servem como sitios para oligonucleotideos
na amplificacdo do DNA gendémico (BRUIJN, 1992; KOEUTH
et al., 1995). Este oligonucleotideo é especifico e desenhado
para essas regioes repetitivas no genoma. A técnica que utiliza
o BOX-PCR retine vérias vantagens: é rapida, de facil execucédo
e altamente discriminatdria para subespécies ou estirpes, pro-
duzindo resultados que representam bem as anélises baseadas
na homologia DNA-DNA (BRUIJN, 1992).
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Novas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para os
estudos de taxonomia e filogenia de microrganismos, entre elas
a andlise conjunta de mdltiplos genes (loci), os quais apresen-
tam taxa de evolucdo mais rapida em relacao aos genes ribosso-
mais, mas com um nivel de conservacao suficiente para conter
informacoes evolutivas (STACKEBRANDT et al., 2002; GEVERS
et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009). Assim, a andlise conjunta
de multiplos genes funciona como um tampao contra efeitos de
recombinacdo ou transferéncia lateral quando um tnico gene é
analisado. Genes utilizados como marcadores filogenéticos pre-
cisam ser conservados, estarem no genoma em uma tnica copia,
terem extensdo nucleotidica aceitadvel para permitir o sequen-
ciamento, e conter informacoes suficientes para que sejam
correlacionados com o gene ribossomal 16S (THOMPSON et
al., 2005; HEROEN VERBRUGGEN et al., 2009; RIBEIRO; BAR-
CELLOS; HUNGRIA, 2009). No caso das cianobactérias, genes
C-ficocianina (cpcB e cpcA) e o espaco intergénico (IGS) mos-
tram variagOes nas suas sequéncias, que permitem diferenciar
espécies (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2011).

A metodologia de Multilocus Sequence Analysis (MLSA)
consiste no sequenciamento e anélise conjunta, apds cada gene
ser sequenciado separadamente e analisado como uma unica
sequéncia concatenada de, no minimo, cinco genes. Na técnica
MLSA, os genes utilizados para analise ndo precisam ser neces-
sariamente constitutivos (housekeeping), mas devem estar pre-
sentes em todos os organismos em estudo (STACKEBRANDT;
FREDERIKSEN; GARRITY et al., 2002; GEVERS; COHAN; LAW-
RENCE et al., 2005).

Além das analises moleculares visando a caracterizacao
e identificacdo, as andlises protedbmica e de expressdao génica
tém sido utilizadas para revelar funcoes de proteinas e genes
importantes em microalgas. Haematococcus pluvialis é uma
microalga verde que tem a capacidade de acumular grandes
quantidades de astaxantina em vesiculas lipidicas extraplasti-
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dicas, sob condicoOes de estresse. A andlise de expressdo génica
em H. pluvialis, segundo Vidhyavathi et al. (2007), mostrou
que a temperatura do meio de cultiva influencia a regeneracéo
de cistos vermelhos, o perfil de pigmentos e a expressao de
diversos genes carotenogénicos transcritos nessa microalga.

A andlise proteémica de extratos de proteina da Haema-
tococcus pluvialis a partir de glébulos de 6leo citoplasmaticos
revelou a presenca de sete bandas de proteinas enriquecidas.
A sequéncia desse aminoacido de proteina, denominado prote-
ina haematococcus éleo glébulo (HOGP), revelou homologia par-
cial com uma proteina de glébulo de 6leo de Chlamydomonas
reinhardtii. A exposicao das células de H. pluvialis a um meio
deficiente em nitrogénio e com condicoes de alta luminosidade
induziu o acimulo de 6leo. A proteina HOGP identificada em
H. pluvialis — membro de uma nova familia de genes que pode
ser Gnica para microalgas verdes — é a primeira associada a
producao de 6leo (PELED et al., 2011).

Em estudos de sequenciamento de cianobactérias, esses
microrganismos tém apresentado genomas relativamente
pequenos e com um namero variado de plasmideos, caracteristi-
cas encontradas nos procariéticos. O primeiro organismo fotos-
sintetizante que teve seu genoma sequenciado foi a microalga
do grupo das cianobactérias, do género Synechocystis, apresen-
tando tamanho total do genoma circular de 3.573.470 pb (pares
de base), com contetido de guanina e citosina (GC) de 47,7%.
Nesse genoma, foram identificados 3.168 genes potenciais
que codificam proteinas. Além do genoma circular, microal-
gas desse género apresentaram plasmideos contendo de 44.343
pb a 119.895 pb (KANEKO et al., 1996; KANEKO et al., 1997,
KANEKO et al., 2003; TAJIMA et al., 2011). O sequenciamento
do genoma completo do género Anabaena, também do grupo
das cianobactérias, apresentou tamanho de cromossomo de
6.413.771 pb com contetido de GC de 41,3% e seis plasmideos
com tamanho de 5.584 pb a 408.101 pb (KANEKO et al., 2001).
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Microalgas eucariontes apresentam um nimero variavel
de cromossomos com genomas de tamanho bastante amplo. A
microalga Ostreococcus tauri, um dos menores organismos euca-
riontes, possui 20 cromossomos e genoma de 12,6 Mb de tama-
nho, ja a espécie Chlamydomonas reinhardtii tem 17 cromosso-
mos e genoma de 121 Mb de tamanho (BLANC et al., 2010).

Botryococcus braunii (Chlorophyta, Botryococcaceae) é uma
microalga verde formadora de colonias e que produz grandes
quantidades de hidrocarbonetos liquidos. Existem trés linha-
gens diferentes de B. braunii bastante estudadas e que se dis-
tinguem com base no tipo de hidrocarboneto produzido e pela
localizacdo de onde foram coletadas. Enquanto a producao qui-
mica de hidrocarbonetos da B. braunii tem sido bem estudada,
pouco se sabe sobre sua biologia molecular. A andlise de cito-
metria de fluxo indicou diferencas nos tamanhos dos genomas
dessas linhagens de B. braunii, variando de 166,0+0,4 Mb a
211,3+1,7 Mb (WEISS et al., 2011).

Para que os dados genéticos obtidos para uma espécie pas-
sem a compor o seu “codigo de barra” nos bancos de dados de
sequéncias, sdo necessarios sete requisitos (RATNASINGHAM
et al., 2007):

1. Um nome de espécie;

2. Dados de numero de catdlogo e instituicio na qual
esta armazenado;

3. Dados de colecido (coletor, colecdo, data de coleta e

local com as coordenadas geogréaficas — GPS);

Identificador da espécie;

Sequéncia cox1 de pelo menos 500 pares de bases;

6. Oligonucleotideos utilizados na anélise de PCR para
gerar os fragmentos (amplicons);

7. Depbsito da sequéncia em bancos de dados ptblicos.

ok

Rismani-Yazdi e colaboradores (2012) reportaram um
estudo de andlise quantitativa de expressao génica para avaliar
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“de novo” o transcriptoma da espécie Neochloris oleoabundans,
com énfase na complexa interacao das rotas associadas a pro-
ducéo de triglicerideos (TAG). Uma estirpe de N. oleoabundans
foi cultivada em condi¢oes de meio de cultivo com e sem nitro-
génio, e o contetido celular foi quantificado, incluindo os lipi-
deos totais e a clorofila. Os genes transcritos foram sequencia-
dos e a expressao funcional das principais categorias de rotas
relevantes e genes importantes foi quantificada por meio do
mapeamento do transcriptoma. Esse estudo revelou como o
estresse causado pelo nitrogénio resulta em maior producao de
TAG para melhorar a producao de biocombustiveis.

Com base na andlise filogenética de cinco espécies de
Nannochloropsis e no mapa do transcriptoma de uma estirpe
representativa, Wang et al. (2014) sugerem que ha compar-
tilhamento de caracteristicas entre essas espécies e que ocor-
reu transferéncia horizontal e perdas de genes especificos para
cada espécie.

1.7 Caracteristicas das Divisoes Cyanophyta e
Chlorophyta

1.7.1 Divisao Cyanophyta

As cianobactérias sao consideradas do grupo dos micror-
ganismos Gram-negativos, pois sua parede celular, constituida
de mureina, é recoberta por uma camada lipopolissacaridica.
Além disso, as células podem apresentar envoltério mucilagi-
noso, comum a vérias células (REZIG, 2010).

As microalgas (cianobactérias) pertencem ao dominio Bac-
teria e sao filogeneticamente afastadas das algas eucariontes.
Diferenciam-se das bactérias por possuirem clorofila a ao invés
de bacterioclorofila e por apresentarem fotossistemas I e II, o
que possibilita a realizacdo de fotossintese oxigénica, ao contré-
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rio das demais bactérias fotossintéticas. Alguns géneros apresen-
tam além da clorofila a, as clorofilas b ou d. Contém, também,
pigmentos acessérios e de protecao associados aos tilacoides
como [3-caroteno e outros carotenoides, ficocianina, ficoeritrina
e aloficocianina. A coloracao azulada das células das cianobac-
térias se deve a presenca de pigmentos azuis e vermelhos, que
mascaram a coloragao verde da clorofila. Quanto a forma das
células, podem ser esféricas ou filamentosas (Figura 1.6).

Entre os produtos de reserva das cianobactérias podem-
-se destacar os granulos de polifosfato e carboxissomos, as
gotas de lipideo e amido como reserva de carbono e a ciano-
ficina como reserva de nitrogénio (FRANCESCHINI; PRADO;
BURLIGA, 2010).

O talo das cianéfitas pode ser unicelular, colonial ou fila-
mentoso, falso ou verdadeiramente ramificado, com células
diferenciadas e especializadas como heterécitos e acinetos nos
géneros Nostoc sp. e Anabaena sp. (Tabela 1.8).

Em espécies de microalgas cianofitas, a reproducao pode
ocorrer por fissao binaria, brotamento ou de forma parasse-
xuada, nesta ultima ocorre recombinacao genética, porém
sem a fusdao de gametas (FRANCESCHINI; BURLIGA; REVIERS
et al., 2010).

Figura 1.6. Fotomicrografia de células de microalgas ciandfitas.
a) estirpe IPRSyn7061 (Synechocystis sp.); b) estirpe
IPR7029.
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Tabela 1.8. Morfologia de talos de diversos géneros de microalgas
da divisdo Cyanophyta.

Talo Género
Unicelular Synechocystis e Synechococcus
Colonial Microcystis e Eucapsis

Filamentoso simples, sem Lyngbia e Oscillatoria

ramificacoes
Filamentoso falso ramificado Scytonema e Tolypothrix
Filamentoso ramificado Hapalosiphon e Stigonema
Filamentoso homocitado Lyngbya
Filamentoso heterocitado Nostoc e Anabaena

Em relacdo a nutricao, as cianéfitas podem ser heterotré-
ficas ou autotroéficas. As microalgas heterotréficas facultativas
sdo capazes de se desenvolver tanto na presenca quanto na
auséncia de luz, pois obtém o carbono do meio, enquanto as
microalgas fotoautotréficas obrigatdrias s6 conseguem crescer
em meio inorganico, na presenca de luz (LEE, 2008).

1.7.2 Divisao Chlorophyta

As cloréfitas sdo microalgas eucariontes encontradas em
quase todos os ambientes (REVIERS, 2010). A morfologia do
talo das cloréfitas é bastante diversificada (Tabela 1.9), sendo
possivel observar trés tipos de talos predominantes: unicelular,
colonial e filamentoso, com suas variacoes (BARSANTI; GUAL-
TIERI, 2008).

Alguns tipos de morfologia celular de estirpes de microal-
gas do grupo das cloréfitas de 4guas continentais sao apresenta-
dos na Figura 1.7. Neste grupo de microalgas, pode-se observar
que as células sao de coloracao verde, variam de unicelulares a
coloniais e as formas de ovaladas a falcadas.
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Tabela 1.9. Tipos de talo presentes em algas de diversos géneros da

divisao Chlorophyta.

Talo Género
Chlamydomonas,
Unicelular Dunaliella, Closterium e
Chlorella
Volvox, Pandorina,
Colonial Desmodesmus e
Scenedesmus
Pseudofilamentoso Desmidium e Hyalotheca
Simples Microspora e Spirogyra
Filamentoso ‘ ‘
unisseriado Ramificado Stlgeoclomun? e
Draparnaldia
F11a¥nent‘oso Simples Schizomeris
plurisseriado
Pseudoparenquimatoso Coleochaete
Parenquimatoso Ulva

Alta complexidade

Chara e Nitella

Fonte: Franceschini et al. (2010).

A caracterizacdo das estirpes quanto as avaliacdes mor-
fologicas celulares (forma e tamanho) sdo importantes, prin-
cipalmente no uso da chave de classificacao taxondémica das
microalgas. Outra funcao dessa caracterizacao celular é moni-
torar alteracbes e/ou contaminacdes cruzadas com outras
estirpes quando dos repiques sucessivos na manutencao in

vivo numa colecao.

As microalgas cloréfitas possuem em suas células, acondi-
cionados no interior de seus plastidios com duas membranas,
os pigmentos fotossintetizantes clorofila a e clorofila b e o pro-

duto de reserva na forma de amido.
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Figura 1.7. Fotomicrografia de tipos celulares encontrados em gé-
neros de cloréfitas. a, b) unicelular oval; ¢, d) unicelular
falcado; e, f) colonial; g, h) unicelular circular.
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As células podem ser uninucleadas ou plurinucleadas,
sendo os nucleos destas dispersos no citoplasma de células
gigantes como nos entrends de Chara e Nitella sp. (FRANCES-
CHINI; PRADO; BURLIGA, 2010). Os acinetos, esporos de
resisténcia, também estdo presentes em cloréfitas da familia
Zygnematophyceae.

A capacidade de movimentacao por gliding também estd pre-
sente nas cloréfitas desmidias (Zygnemaphyceae, Charophyceae,
Staurastrum e Staurodesmus). O estudo da velocidade de movi-
mentacao de trés estirpes de Chlamydomonas reinhardtii forneceu
informacoes sobre a satde da cultura e a acumulacao total de
4cidos graxos. Em microalgas, a andlise dos dados de sequen-
ciamento do RNA das estirpes de C. reinhardtii demonstrou que
os processos biologicos de movimento celular e a geracao de
precursores de energia sdo geneticamente regulados, sugerindo
avaliacao indireta do teor de lipideos por meio da medicao ciné-
tica da natacao (HANSEN et al., 2013).

A parede celular das cloréfitas é composta de celulose e
outros polimeros, podendo ser, ou nao, calcificada (BICUDO;
MENEZES, 2006; FRANCESCHINI; BURLIGA; REVIERS et
al., 2010).

A reproducao em cloréfitas ocorre de maneira assexuada ou
sexuada, haplobionte haplontico, haplobionte diplontico e diplo-
aplontico (FRANCESCHINI; BURLIGA; REVIERS et al., 2010).

A divisao celular em microalgas eucariontes denominadas
de fissao maultipla (ndo canonica) é caracterizada por um peri-
odo prolongado durante o qual a célula cresce muitas vezes em
relacdo ao tamanho original. Essa fase de crescimento é seguida
por uma série de fases alternadas (n) de sintese DNA e mitose,
produzindo células-filhas, de tamanho uniforme. O tamanho
homeostatico é mantido por dois mecanismos relacionados: a
mitose e a interfase. A mitose regula o tamanho do ntimero de
divisdes da célula-mae, sendo, entao, o tamanho das células-
-filhas similares, independentemente do tamanho da célula-
-mae. Na interfase, a célula cresce e todos os constituintes celu-
lares aumentam em ntimero para que as células-filhas recebam
a molécula completa de DNA e ntimero suficiente de cépias
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com todos os constituintes e organelas (TOMASELLI, 2004;
BISOVA et al., 2005).

Os ciclos da célula eucaridtica sao movidos por um con-
junto de genes especificos reguladores em linhagens que
sofreram a perda, de duplicacdo ou divergéncia em diferentes
taxons. Nao se sabe até que ponto esses processos gendmicos
contribuem para diferencas nos mecanismos de regulacao de
divisao celular do ciclo celular entre os diferentes grupos taxo-
nomicos. Chlamydomonas reinhardtii € uma microalga euca-
rionte unicelular e a caracterizacdo dos genes que codificam o
seu ciclo celular mostrou que o mecanismo de divisao celular
é nao canodnico, denominado de fissdo mdltipla, e também que
o ciclo das células reguladoras de proteinas sdo similares ao
das encontradas em plantas superiores e metazodarios (BISOVA;
KRYLOV; UMEN, 2005).

O conhecimento do ciclo de vida celular das microalgas é
importante na otimizacao de processos de cultivos, podendo
alterar a quantidade e a composicdo da biomassa. Um exemplo
desse efeito foi relatado no trabalho de Winter et al. (2013)
para Neochloris oleoabundans, no qual foram observadas osci-
lacdes nos teores de amido, proteina e de pigmentos durante o
ciclo celular. Os teores maximos em amido, proteinas e acidos
graxos foram obtidos antes da divisao celular. A producao de
biomassa também foi afetada pelo ciclo celular e reduziu-se ao
minimo durante a divisao celular. Muito embora as condi¢oes
de luz tenham sido constantes, a divisao celular sincronizada
foi observada com as células em divisdo por fissao mdltipla
durante a noite e esta alteracao foi atribuida ao ciclo metab6-
lico didrio (relégio circadiano) de N. oleoabundans.

1.8 Microalgas Geneticamente Modificadas (GM)

Os estudos de transformacao genética em microalgas ainda
estdo em fase inicial se comparados as pesquisas com culturas

de vegetais de interesse econdémico. Para melhorar o fenétipo
quanto a producao de energia em microalgas eucariotas, sig-
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nificantes avancos foram alcancados e utilizados para mani-
pular o metabolismo central de carbono nesses organismos
(RADAKOVITS et al., 2010), que deram enfoque nos melho-
ramentos das microalgas como uma plataforma na producao
de bio-hidrogénio, alcodis derivados de amido, bioetanol e
alcanos. Amaro et al. (2011) sugeriram que em microalgas,
os mecanismos de controle da expressdo de genes ainda nao
estdo completamente elucidados, dificultando a transformacao
nuclear eficiente, marcadores de genes selecionados e expres-
sao estavel da transgenia.

Cordero et al. (2011) relataram os procedimentos do iso-
lamento e caracterizacdo do gene fitoeno sintase (CzPSY), na
microalga Chlorella zofingiensis, que estd envolvido na pri-
meira etapa da biossintese de carotenoides. Este gene foi iso-
lado e inserido em um vetor e expressado em Chlamydomonas
reinhardtii. A expressdo do gene CzPSY em C. reinhardtii, por
transformacao nuclear, levou ao aumento no nivel transcrito
correspondente ao CzPSY, bem como no teor dos carotenoides
violaxantina e luteina, que foram 2,0 e 2,2 vezes maiores do
que em células ndo transformadas. Este é um exemplo do uso
da engenharia molecular na manipulacdo da via carotenogé-
nica em microalgas, que pode aumentar a produtividade dos
carotenoides para producao comercial.

As fitases microbianas sao amplamente utilizadas como
aditivo na racao de frangos de corte para aumentar a utili-
zacao do foésforo do fitato e para reduzir as perdas de fosfato
inorganico. Yoon e colaboradores (2011) aplicaram o gene
Appa da fitase da Escherichia coli no genoma do cloroplasto
da microalga Chlamydomonas reinhardtii e obtiveram isolados
recombinantes. Os autores sugeriram a expressao funcional de
fitase em microalgas e o uso da transgenia como alternativas
para obter aditivos alimentares com liberacdo de enzimas sem
a necessidade de purificacdo de proteinas.
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Para as culturas geneticamente modificadas, entretanto,
monitoramento e manejo adaptativo deve ser exigido durante o
cultivo em larga escala comercial (SNOW et al., 2005). Henley
et al. (2013) também fazem diversas recomendacoes, incluindo
protocolos rigorosos, sobre os riscos do uso de microalgas gene-
ticamente modificadas. Esses autores ainda incluem outras
sugestoes, tais como desenvolver critérios referentes aos poten-
ciais impactos ecolégicos das microalgas geneticamente modi-
ficadas antes do seu cultivo em grande escala. Essas microalgas
GM podem ser detectadas in situ por sequéncias de DNA tnicas
e intrinsecas e/ou inserir marcadores genéticos. Tem-se suge-
rido que a comunidade cientifica deve insistir em monitorar as
pesquisas referentes aos cultivos massais de algas GM, mesmo
na auséncia de relevantes regulamentos.

Para o monitoramento de microalgas geneticamente modi-
ficadas, técnicas de biologia molecular sao recomendadas, por
exemplo a aplicacao da técnica de PCR a partir de uma col6nia
tanto para DNA gendmico quanto para cloroplasto para Chlo-
rella sp. e outras microalgas, conforme procedimento relatado
por Wan et al. (2011).

No Brasil, a regulacdo estd por conta do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (MCTI) e da Comissao Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBio) (CTNBIO, 1997). A legis-
lacao inicialmente foi para atender os vegetais, porém, estas
normas se aplicam ao trabalho em contencao com microrganis-
mos (incluindo bactérias, fungos, virus, clamidias, riquétsias
e micoplasmas), linhagens celulares, parasitos e organismos
afins, geneticamente modificados.

Consideracoes Finais

O grupo artificial chamado de microalgas engloba indivi-
duos procariontes, como as cianobactérias, e eucariontes, como
as cloréfitas, mas que compartilham algumas caracteristicas
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em comum, tais como: fotossintese oxigénica e crescimento na
forma de curva exponencial de desenvolvimento, quando em
cultivo estanque.

No Brasil, o conhecimento a respeito desse grupo tao
diversificado de microalgas de dguas continentais ainda é bas-
tante escasso e dois fatores contribuem para isso, a necessidade
de identificagcdo acurada de espécies, que depende da anélise
conjunta de caracteres fenotipicos e genotipicos, e o grande
nimero de espécies.

A diversidade morfolégica dentro do grupo é grande,
assim como a complexidade dos ciclos de vida. Embora a
diversidade genética das microalgas venha sendo investigada
por meio de diferentes técnicas moleculares, ainda nao esta
totalmente explorada.

Os avancos nas anéalises moleculares voltados ao sequen-
ciamento do genoma podem levar a identificacdo de novas
espécies de microalgas, de maneira rdpida e com menor
custo, bem como de genes funcionais. Assim, esses avancos,
provavelmente, revelardo o potencial biotecnolégico desse
grupo de microrganismos ainda pouco explorado, por exem-
plo, microalgas geneticamente modificadas para caracteres
de interesse nas mais diversas areas: satde, alimentos, agri-
cultura e aquicultura.
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Introducao

As microalgas (eucariontes e procariontes) continentais
tém ocorréncia nos diversos ambientes subaéreos, tais como
solos, plantas, rochas, pelagem de animais e principalmente
nos aquaticos, reservatérios de 4gua potével, lagoas de estabili-
zacao de residuos da agroindustria (4gua salobra), pesqueiros,
represas, lagos e rios, situados praticamente em todas as lon-
gitudes e latitudes do planeta Terra (BARSANTI; GUALTIERI,
2006; BICUDO; MENEZES, 2006). Em ecossistemas aquaticos,
esse grupo de microrganismos é chamado de fitoplancton e
classificado como produtor primario de energia, constituindo a
base da cadeia alimentar (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001;
LOURENCO, 2006).

A Convengdo sobre a Diversidade Bioldgica, aprovada em
1992 pelos paises participantes da Conferéncia das nagoes Uni-
das para o Meio Ambiente, definiu o que sdo recursos biolégicos
e recursos genéticos e garante a soberania nacional na explo-
racao da biodiversidade desses recursos (BRASIL, 2002). Como
as microalgas sdo parte da diversidade bioldgica, as exigéncias
da legislacao brasileira devem ser seguidas quando da elabora-
¢ao e implantacao dos projetos de coleta para acessar ou for-
mar as colecoes ex situ fixadas (herbarios) ou in vivo.

As algas sao consideradas o maior grupo de organismos
vivos, apresentando enorme diversidade, embora ainda com
limitado conhecimento acerca das suas relagoes filogenéticas
(ANDERSEN, 2004). O isolamento e manutencdo de estirpes
de cianobactérias em colecoes tém possibilitado estudos gené-
ticos de caracterizacao e de sequenciamento do genoma (BIT-
TENCOURT-OLIVEIRA; PICCIN-SANTOS, 2011; BENCH et al.,
2013) e também com microalgas eucariontes (RADAKOVITS;
JINKERSON; DARZINS et al., 2010; WEISS; JOHNSTON; FUJI-
SAWA et al., 2011; RISMANI-YAZDI; HAZNEDAROGLU; HSIN
et al., 2012; SUN et al., 2013).

Os estudos genéticos de microalgas isoladas fornecem
dados importantes que podem ser aplicados na transformacao
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genética para a producdo de biocombustiveis e outros produtos
biotecnolégicos da biomassa, bem como em estudos da ecolo-
gia de populacoes naturais.

Em agosto de 2005, no VIII Congresso Internacional de Fico-
logia, em Durban, na Africa do Sul, as espécies de microalgas
e macroalgas foram consideradas ameacadas de extin¢ao e os
especialistas sugeriram estratégias para assegurar uma prote-
¢ao realista, incluindo o potencial uso de colecbes de cultu-
ras ex situ na conservacao de algas e a aplicacdo da legislacao
para proteger o habitat e as espécies. O conceito para o grupo
de microalgas de que “todas estdao em toda parte” contradiz a
evidéncia de que algumas espécies tém ocorréncias restritas e
que na conservacao deve-se levar em conta a sua biogeografia
(BRODIE et al., 2009). A conservacao ex situ, na forma de cole-
¢oes de culturas mantidas criopreservadas vem crescendo e a
legislacao é considerada a melhor estratégia para proteger as
algas. Além disso, o conhecimento da taxonomia e uma abor-
dagem global sdo vitais para a conservacao das algas (BRODIE;
ANDERSEN; KAWACHI et al., 2009).

Acervos de microalgas altamente especializados, por exem-
plo, com um tnico género ou mesmo uma Unica espécie tém
sido mantido por instituicoes, visando estudos do espécime
mantido in vivo (LOURENCO, 2006). Algoteca foi definida
por Guimaraes e colaboradores (2009) como: colecao de algas
identificadas, rotuladas e ordenadas, mantidas em condic¢oes
de iluminacéo e meios de cultura adequados. Lourenco (2006)
destaca que para ser considerada colecdo de culturas, essa deve
receber depésito de microalgas in vivo e passar por manutencao
constante do material biolégico, com curadoria.

Nesta publicacdo, o termo adotado para o conjunto de
algas mantidas ex situ é de colecao de microalgas. Estima-se
que mais de 11.000 estirpes de microalgas sdo mantidas in
vivo em colecoes de culturas no mundo todo, constituindo
um banco de biodiversidade com importancia internacional
(OSORIO et al., 2004).
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No Brasil, Lourenco e Vieira (2004) citam 37 instituicoes
que mantém colecoes de microalgas, com os respectivos nime-
ros de estirpes do acervo e o pesquisador responsavel. Essas
informacoes foram atualizadas por Lourenco (2006), obser-
vando maior namero de instituicoes (44) com Colegoes de
microalgas no Brasil.

Neste capitulo serdo mencionados exemplos de colecoes
de microalgas cadastradas na Federacao Mundial de Colecoes
de Culturas (World Federation Collection Culture — WFCC). Essas
colecoes estao disponiveis online e sao importantes, principal-
mente devido a manutenc¢do dos recursos genéticos.

2.1 Objetivos e Normas para o Estabelecimento
de uma Colecao

Quando do estabelecimento de qualquer colecdo de
microrganismos, inclusive de microalgas, é de fundamental
importancia uma discussdo prévia e uma anélise cuidadosa
com a instituicdo mantenedora, sobre seus objetivos a longo
prazo, relativos ao dmbito das suas exploracoes e a gama de
servicos externos que sao previstos. Além disso, muitas vezes é
importante e til se estabelecer objetivos mais especificos para
a colecao no curto prazo, relativos a um periodo de 3 a 5 anos.

Sugere-se, também, contemplar uma politica de adesoes
claramente definidas sobre os grupos de microrganismos, classe,
géneros, espécies e o nimero de novas estirpes a serem incluidas
na colecao, bem como os prazos para a instalacao de novos equi-
pamentos e servicos. Se este planejamento ndo for realizado e
muitas estirpes forem aceitas sem critérios, provavelmente ocor-
rerao implicacoes financeiras no longo prazo. A capacidade de
armazenamento, a disponibilidade de pessoal e recursos finan-
ceiros também devem ser considerados, para ndo sobrecarregar
e comprometer a qualidade dos servicos prestados.
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A criacao de redes colaborativas com outras colec¢oes
similares é essencial, pois permitem uma adesdo politica
coordenada a nivel regional, nacional ou global. A adesao
a quaisquer normas de seguranca em vigor é obrigatéria
(WFCC, 2010). As informacoes referentes ao funcionamento
de uma cole¢ao de acordo com a legislacao e as normas das
convencoes internacionais podem ser encontradas em diver-
sas publicacoes e enderecos eletrénicos relacionados ao tema.
A importancia da biodiversidade e a necessidade de preser-
vacao e conservacdo justificam todo o processo de regula-
mentacao em desenvolvimento no pais. Segundo o Ministério
do Meio Ambiente, a biodiversidade brasileira é responsavel
por cerca de 45% do PIB brasileiro e corresponde a 31% das
exportacoes do pais (LIMA et al., 2013).

No Brasil, com a finalidade de auxiliar os usuarios no cum-
primento das regulamentacoes referentes as coletas, transporte
e depésito de material biolégico e/ou patrimdnio genético,
a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) apresenta no seu portal
online algumas Instrucées Normativas e Resolucoes do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéa-
veis (IBAMA) e do Conselho de Gestdao do Patrimonio Genético
(CGEN), que incidem sobre as atividades das colecoes biol6-
gicas, assim como a Medida Proviséria 2.186/2001 do CGEN.
Adicionalmente, também sao disponibilizados os Guias da
World Federation of Culture Collection (WFCC) e da Organizacao
para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) refe-
rentes as boas préaticas para Colecoes de Culturas de Microrga-
nismos e para Centros de Recursos Biolégicos (CRBs), respecti-
vamente, assim como a Nit-Dicla 061 (FIOCRUZ, 2014).

Atualmente, algumas colecoes de microalgas tém sido cria-
das ou adaptadas para atender objetivos especificos, tais como
o de formar um banco de estirpes selecionadas para uso na pro-
ducao de bioenergia. Elliott e colaboradores (2012) relataram
o estabelecimento de uma colecdo de microalgas no Sudoeste
dos Estados Unidos, consistindo de isolados obtidos de ecos-
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sistemas préximos as areas geograficas com potenciais para o
cultivo em larga escala. Os autores destacaram que na busca
de matéria-prima promissora para a producdo de bioenergia,
as estirpes foram pré-selecionadas com base em técnicas de
separacao de células de alto rendimento, incluindo o actiimulo
de lipideos neutros e taxas de crescimento, ressaltando, ainda,
a importancia das técnicas de criopreservacao para o armaze-
namento desses microrganismos a longo prazo.

No Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR), a Colecao
IPR de Microalgas foi formada para atender a demanda do Pro-
jeto Microalgas, em Convénio com a Companhia Paranaense de
Energia (COPEL), visando obter estirpes produtoras de 6leo e
coprodutos de interesse biotecnolégico. Essa colecdo foi esta-
belecida por meio de coletas realizadas em dguas continentais
no Estado do Parand e também por meio de aquisicao e doa-
¢oOes de espécimes provenientes de diferentes instituicoes.

2.2 Tipos de Colecoes Ex Situ de Microrganismos

O estabelecimento e a manutencéo de colecdes in vivo de
microrganismos requer cuidados especiais e tecnologias ade-
quadas para evitar perdas de material bioldgico, que sao de
vital importancia para os paises, pois representam uma fonte
de material genético para estudos béasicos de diversidade e/ou
aplicados nas mais diversas areas (DAY et al., 1999; DAY et
al., 2008; SOLA et al., 2012; ABURALI et al., 2013). As colecodes
podem ser individuais ou fazerem parte de Centros de Recursos
Biolégicos (CRBs), dos quais fazem parte colecdes depositarias
de organismos, DNA e até genes especificos.

As fungoes bésicas dos CRBs sao:

e a conservacdo da biodiversidade;

e o fornecimento de material biolégico para a pesquisa;

e a preservacao (depésito) de material envolvido em
processos de patente;
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e o treinamento de pessoal;

e aeducacao;

e ainformacao para a formulacao de politicas publicas;
e ainformacao para o publico em geral.

Uma classificagdo bésica das colecoes de microalgas forne-
cida por Lorenz e colaboradores (2005) destaca trés tipos:

e Colecoes diversificadas com objetivos de pesquisa e
educacao;

e Colecoes com espécies para estudos aplicados;

e Colecoes com estirpes geneticamente estaveis e defini-
das para estudos biotecnolégicos para a transformacao
genética.

De acordo com as atividades desenvolvidas, as colecoes
sao classificadas como:

e de trabalho: aquelas resultantes de atividades de
pesquisa, mantidas pelo préprio pesquisador;

e institucionais: aquelas que relinem vérias colecbes
e atendem a varios pesquisadores — geralmente nao
possuem curadoria profissional e nao recebem recur-
sos para a prestacao de servico especializado;

e de servico: aquelas que mantém acervos abrangen-
tes e curadoria profissional, além de receberem apoio
financeiro governamental e/ou externo para a presta-
¢ao de servicos.

Além disso, as cole¢oes ainda podem ser divididas entre
as que mantém material biol6gico fixado e as que mantém o
material biolégico vidvel criopreservado, liofilizado, encapsu-
lado ou em subcultivo periédico.
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2.2.1 Colecoes de microalgas com material fixado

As colecoes de microalgas com material fixado possuem
importancia cientifica e também valor histérico. Por meio
delas é possivel obter informacoes a respeito da biodiversidade
atual ou do passado, avaliar impactos ambientais, definir areas
de preservacao, obter testemunhas para consultoria ambiental,
realizar estudos taxonOmicos e outros servicos. Nesse tipo de
colecdo, o material fixado pode ser mantido em laminas per-
manentes ou em frascos. No primeiro caso, o material algal
é fixado e montado sobre laminas cobertas com resinas, tais
como: Naphrax, Balsamo-do-Canad4, Permount e outros que,
em seguida, sdo cobertas com laminula e vedadas com massa-
-de-luto ou esmalte incolor. As laminas siao, entdo, acondicio-
nadas em caixas tipo laminario. No segundo, as microalgas sao
depositadas em frascos contendo solucao fixadora e o material
fixado é, entdo, devidamente descrito, registrado e acondicio-
nado em armarios (BICUDO; MENEZES, 2006).

As células de microalgas podem ser preservadas em dife-
rentes compostos fixadores, assim, a escolha do fixador depende
da espécie, da origem e também do objetivo da utilizacao do
material. Os principais agentes usados para fixacdo sdo alcodis,
formol, acido crémico, acido picrico, permanganato de potés-
sio, acido acético e acido 6smico. A funcdo desses produtos
fixadores é paralisar processos vitais e impedir a ruptura das
células, além de estabilizar componentes celulares, preparando
o material para a conservacdo permanente. O volume do fixa-
dor deve ser cerca de dez vezes o volume do material biol6gico
a ser fixado e, em alguns procedimentos de preservacdo perma-
nente, é requerida a lavagem prévia do material a ser fixado
com acetona ou etanol.

O élcool é um dos mais antigos fixadores, mas apesar de
penetrar rapidamente nos tecidos, provoca contra¢ao e endure-
cimento, além da extracao de lipideos. O formol é considerado
um dos melhores fixadores, pois preserva a estrutura delicada
do citoplasma, causa pequena contracao, reduz a solubilidade
de lipideos, mas também endurece o material. O acido acético
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penetra rapidamente nos tecidos, preserva a estrutura nuclear
e cromossomal e tem tendéncia a amolecer os tecidos. A solu-
cao ideal de fixadores de microalgas ainda ndo existe. Assim,
nenhum dos agentes fixadores retine todas as qualidades que
um bom fixador deve ter, sendo necessaria a utilizacao de mis-
turas fixadoras (MACEDO, 1997; BICUDO; MENEZES, 2006).
Na Tabela 2.1 sdo apresentadas a composicao e concentracdo
de alguns compostos/solucoes utilizados na fixacao de células
de microalgas e as vantagens e desvantagens do seu uso.

As principais solucdes fixadoras podem ser classificadas
em trés tipos: acidas, basicas e neutras. Para a preservacao da
cromatina e dos plastos das células sao indicados os fixado-
res &cidos, com pH abaixo de 4,6, podendo citar a solucdo de
formalina, alcool, acido acético (FAA) (Tabela 2.1). Enquanto
as mitocondrias, plastos, citoplasma, vactiolos e cariolinfa sdao
preservados com os fixadores basicos (bicromato de potéssio),
com pH acima de 5,0. A formalina neutra tamponada e o lugol
neutro sao exemplos de solucoes fixadoras neutras. Bicudo e
Menezes (2006) citam que diversos pesquisadores nos Esta-
dos Unidos e Europa preferem a solucao de formalina, dlcool e
4cido propibnico (FAAP) para fixar e preservar microalgas de
aguas continentais, devido ao tempo pelo qual se pode manter
o material para estudos morfol6gicos e taxondémicos sem dano
em suas estruturas.

Para as microalgas, entre as solucoes fixadoras mais utili-
zadas estdao a formalina, com concentracao variando de 3% a
5%, o lugol neutro, o glutaraldeido a 2,5%, o etanol 70% e a
solucao de Transeau. Independentemente do agente fixador e
da concentracdo, ou seja, da solucao fixadora e preservativa,
recomenda-se que o material biolégico seja fixado o mais breve
possivel apds a coleta e, no maximo, até 24 h depois e armaze-
nado ao abrigo da luz para manter sua coloracao mais préxima
a natural. A adicdo de 4% de sulfato de cobre e algumas gotas
de glicerina pura a solucado fixadora e preservativa permite a
microalga conservar a colora¢do verde por mais tempo e reduz
a evaporacao, respectivamente (BICUDO; MENEZES, 2006;
GUIMARAES; AMARAL; SANTOS et al., 2009).
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Tabela 2.1. Composicao e concentracao de alguns fixadores de célu-
las de microalgas e suas vantagens e desvantagens.

Composicao e

Fixadores - Vantagens Desvantagens
concentracao
Formaldeido
37% (formalina
100%),
Formaldeido .
Distorce o
40%
. ~ formato das
neutralizado com Duragéo de .
. - células de
. tetraborato de muitos anos, nao
Formalina <3 1 ~ . flagelados nus,
sédio (20 g L1)  altera coloracao
. . ocorre perda
ou bicarbonato  da célula. .
P 1 de flagelo e é
de sédio (5 g LY, .
altamente téxico.
chegando a uma
concentracao
final na amostra
de 2% a 5%.
Nao deve usar
100 mL de FAA sobre algas
. etanol 50%, 6,5 Preserva calcificadas,
Formalina, . P .
. . . mL de formalina flagelos e é um tais como
alcool, acido . .
. e 2,5 mL de bom fixador Acetabularia,
acético (FAA) . . . . . . .
acido acético preservativo. pois o acido

Formalina,
alcool, acido
propidnico (FAP)

Solucao de
Transeau

glacial.

100 mL de
etanol 50%, 6,5
mL de formalina
e 2,5mL de
4cido propionico.

6:3:1; 6 partes
de agua, 3 partes
de alcool etilico
(95°GL) e 1 parte
de formalina
(solucao aquosa
de formol

a 40%).

Permite fixacdo
melhor do que o
acido acético.

Mantém as
caracteristicas
da célula,
como flagelos
e plastos.

ird danificar o
espécime.

Distorce os
flagelos.

Utiliza grande
volume.

Continua.




Microalgas de Aguas Continentais | Volume 1

Tabela 2.1. Continuacao.

Composicao e

Fixadores ~ Vantagens Desvantagens
concentracao
10 g de iodo Dissolve fristulas
puro, 20 g de diatoméceas

Solucdo aquosa
de lugol (a)

Solucao aquosa
de lugol (b)

Alcool

de iodeto de
potéassio, 20
mL de 4cido
acético glacial e
completar com
agua destilada
para 200 mL.

Preparar
separado:
solucédo n°. 1,
contendo 10

g de iodeto

de potéssio

e 100 mL de
agua destilada.
Solucéo n°. 2,
contendo 5 g de
iodo cristalino e
10 mL de &cido
acético glacial.
Misturar as
duas solucoes e

manter no escuro

e com baixa
temperatura.

Etanol ou
Isopropanol
a 70% para
estocagem
permanente.

Preserva flagelo
e aumenta o peso
das células para
sedimentacao.

O iodo fixa e
preserva bem,
além de tornar
visivel o amido
presente na
célula.

Um bom
preservativo.

mais delicadas
e as escamas

de silicio dos
flagelados, além
de alterar o
biovolume de
cianobactérias.

Acima de 10%
em relacao

ao volume

da amostra,
dificulta o
discernimento
das estruturas
celulares pelo
escurecimento.

Provoca
encolhimento e
endurecimento,
além da extracédo
de lipideos.

Continua.
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Tabela 2.1. Continuacao.

Composicao e

Fixadores -
concentracdo

Vantagens Desvantagens

A solucao,

geralmente,

contém de 47%

a53% v/vde

glutaraldeido,

miscivel em
Glutaraldeido &gua, alcool Preserva as
(dialdeido e solventes estruturas
glutérico, organicos, celulares com
pentanedial) 4cidos (pH de 3  qualidade e nao
2,5% a 4). Preparar é corrosivo.

com tampao

fosfato pH

entre 7,5 e 8,5

quimicamente

estavel por 14

dias.

Deve-se evitar o
contato direto.

Fonte: Kraus e Arduim (1997); Macedo (1997); Bicudo e Menezes (2006); Brand&o et al. (2011) e National
Museum of Natural History (2014).

Para estudos genéticos, as células de microalgas em meio
liquido podem ainda ser utilizadas, desde que devidamente
fixadas e armazenadas (GODHE et al., 2002; AUINGER et al.,
2008). Todavia, deve-se considerar o tipo de fixador utili-
zado, a espécie de microalga e possiveis modificacoes celula-
res. Hawkins e colaboradores (2005) observaram que o lugol
iodine alterou o biovolume de quatro cianobactérias de dgua
doce: Mycrocystis aeruginosa, Anabaena circinalis, Cylindrosper-
mopsis raciborskii e Aphanocapsa incerta.

O tempo de fixacdo é variavel, pois depende do tipo de
fixador, das dimensoes do material (células e tecidos) e da resis-
téncia do material a penetracao do fixador (KRAUS; ARDUIM,
1997; MACEDO, 1997). A escolha da solucao fixadora e preser-
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vativa ird depender de uma série de fatores como, por exemplo,
do grupo de microalgas a ser estudado e do tipo de estudo a
ser desenvolvido, bem como da disponibilidade orcamentéria.
Independentemente do tipo da solucao fixadora e preservativa
utilizada, a fixacdo do material deve ocorrer no maximo, até
24 h apods a coleta, especialmente no caso de material concen-
trado (BICUDO; MENEZES, 2006).

2.2.2 Colegoes de microalgas in vivo

Colecao de culturas in vivo pode ser definida como um con-
junto de estirpes de microalgas mantidas de maneira axénica,
ou nao, criopreservadas, liofilizadas ou em subcultivo, o que
requer a manutencao constante para proporcionar condicoes
adequadas para a viabilidade desses microrganismos. Embora
a manutencao de estirpes viaveis de microalgas em colecoes
axénicas seja onerosa, diversas instituicoes mantém esse tipo
de colecao, em funcao de sua importancia em manter material
genético vivo para estudos diversos. Dessa forma, protocolos
com os procedimentos de manutencao e transferéncias dos cul-
tivos sdo a base de uma colecao de organismos vivos.

A finalidade de qualquer método de manutencao é garan-
tir ao maximo a vitalidade das células, a quantidade de células
viaveis e, principalmente, proporcionar a estabilidade genética
do microrganismo pelo maior tempo possivel, evitando a for-
macao excessiva de mutacoes que alterem suas caracteristicas.
Além disso, procura-se adequar a escolha de uma técnica de
conservacdo baseando-se nas particularidades do agente, nas
caracteristicas do préprio método a ser aplicado, nos custos
de manutencdo da técnica, na importancia do acervo e, princi-
palmente, na capacidade laboratorial e na disponibilidade de
equipamentos. Um bom método de preservacado de microalgas,
para células procariontes e eucariontes, deve unir eficiéncia,
simplicidade, rdpida execucao e baixo custo. Porém, devido as
particularidades de cada um desses microrganismos, torna-se
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impossivel reunir todas estas caracteristicas em um s6 método
em uma cole¢do de microalgas de dguas continentais, especial-
mente quando ainda néo estao identificadas quanto a filogenia.

Com o advento da informética e das redes virtuais em
tempo real, as colecbes passaram a ser organizadas em ban-
cos de dados dentro de plataformas computacionais especifi-
cas para colecoes cientificas e ligadas a redes internacionais
pela internet. Tal processo contribui para a tomada de deci-
soes, definicdo de politicas ptiblicas e para a integracdo entre
a informacao produzida por pesquisadores da biodiversidade
e gestores de programas governamentais (INPA, 2014). Na
Tabela 2.2 é apresentada uma lista de cole¢oes de microalgas
in vivo credenciadas na Federacdo Mundial de Colecoes (The
World Federation for Culture Collections — WEFCC).

Tabela 2.2. Lista de colecoes de microalgas de &dguas continentais
disponiveis online.

Colecdo/Database Instituicdo/Pais

ACOI - Coimbra Collection of Algae Dep artment of Botany, University
of Coimbra, Portugal

Algaebase National University of Ireland,
Galway

CSIRO Marine and Atmospheric

ANACC - Australian National Algae Research, Tasmania, Australia

Culture Collection (formely CCLM - CSIRO Collection

of Living Microalgae); Australia.

Woods Hole Oceanographic
Institution, Massachusetts (on Cape
Cod), USA

APCC - Antarctic Protist Culture
Collection

ATCC - American Type Culture

Collection GCStandards, USA

Continua.
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Tabela 2.2. Continuacao.

Colecdo/Database

Instituicdo/Pais

CC - Chlamydomonas Center

CCMEE - Culture Collection of
Microorganisms from Extreme
Environments

CCMP - The Provasoli-Guillard
National Center for Culture of
Marine Phytoplankton

UTEX - Culture Collection of Algae
at the University of Texas at Austin

Loras College Freshwater Diatom
Culture Collection

CCAC - Culture Collection of Algae
at the University of Cologne

CCAM - Culture Collection of Algae
Marburg

CCALA - Culture Collection of Algal
Laboratory

CCAP - Culture Collection of Algae
and Protozoa

CCCryo — Culture Collection of
Cryophilic Algae

CCBA - Culture Collection of Baltic
Algae

An Online Informatics Resource for
Chlamydomonas, USA

Center for Ecology and
Evolutionary Biology, The
University of Oregon, USA

Aguafresca Bigelow Laboratory for
Ocean Sciences, Maine, USA

University of Texas at Austin,
Austin, USA

Loras College Freshwater Diatom
Collection was transferred in 2006
from Loras College, Iowa, USA para
UTEX

Institut, Universitatzu Koln,
Cologne, Alemanha.

Department of Cell Biology and
Applied Botany, Philipps-University
Marburg, Alemanha.

Institute of Botany, Academy of
Sciences of the Czech Republic,
TREBON

Marine Laboratory, Oban, Argyll,
Scotland, Reino Unido

Fraunhofer Institute for Biomedical
Engineering IBMT in Potsdam-Golm

Polénia

Continua.
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Tabela 2.2. Continuacao.

Colecado/Database

Instituicdo/Pais

CCCM - Canadian Center for the
Culture of Microorganisms

CPCC - Canadian Phycological
Culture Centre

ECCO - European Culture
Collections Organisation

FACHB - Freshwater Algae Culture
Collection of the CAS

HCC - Hawaii Culture Collection

NIES Collection

WDCM - WFCC-MIRCEN World
Data Centre for Microorganisms

PCC - Pasteur Culture Collection of
Cyanobacteria

RCC - Roscoff Culture Collection

SAG - Sammlung von
Algenkulturen der Universitat
Gottingen

SCCAP - Scandinavian Culture
Centre for Algae and Protozoa

Department of Botany, University
Boulevard, Vancouver, B.C. Canada

Department of Biology at the
University of Waterloo (formerly
UTCC - University of Toronto
Culture Collection of Algae and
Cyanobacteria)/, Canada

Europa

Institute of Hydrobiology, Chinese
Academy of Sciences(CAS), Wuhan,
China

Marine Bioproducts Engineering
Center (MarBEC) at the University
of Hawaii

Microbial Culture Collection

at the National Institute for
Environmental Studies (MCC NIES),
Onogawa, Tsukuba, Ibaraki, Japao

World Data Centre for
Microorganisms, Yata, Mishima,
Shizuoka, Japao

Institut Pasteur, Paris, Franca

Station Biologique, Roscoff, Franca

Culture Collection of Algae (SAG)
at the Universitdt Gottingen,
Alemanha

Institute for Biology, University of
Copenhagen, Dinamarca

Continua.
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Tabela 2.2. Continuacao.

Colecdo/Database Instituicdo/Pais

BCCUSP - Brazilian Cyanobacteria

Collection University of Sdo Paulo, Brasil

UFScarCCWDCM 835Freshater
Microalgae Collection Cultures,
Brazil

Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar), Brasil

Instituto Agronémico do Parana

Colecao IPR de Microalgas (IAPAR), Brasil

WECC — World Federation for
Culture Collections

Regra geral, solicita-se que seja citado o nimero e a codifi-
cacao acronomin (sigla) da estirpe na colecao e que as culturas
nao sejam redistribuidas para outros usuarios sem a anuéncia
do curador da colecao de origem. Restri¢cOes especiais sao colo-
cadas para as estirpes produtoras de toxinas, exigindo que o
formuléario sobre as condicoes da forma de liberacao de téxico
deve ser preenchido, assinado e devolvido ao curador antes
das culturas serem enviadas. No Canad4, por exemplo, a Cana-
dian Phycological Culture Centre (CPCC), da Universidade de
Toronto, tem prestado servicos de depédsito nas condicoes cita-
das anteriormente (ACREMAN, 2004). No Brasil, atualmente,
nao ha uma colecao de servico especifica de microalgas, entre-
tanto, diversas universidades e instituicoes de pesquisa man-
tém colecoes, principalmente, para seus trabalhos de pesquisa
e estudos académicos (LOURENCO, 2004).

2.3 Formacao de uma Colecao de
Microalgas In Vivo

O interesse na formacado de colecoes de microalgas in vivo
(com células viaveis) é proveniente de varias demandas:
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1. Pesquisas académicas, pois as microalgas constituem
o maior e mais diverso grupo de procariontes e euca-
riontes que realizam fotossintese aerébica;

2. O uso de microalgas como fonte de produtos bioqui-
micos Uteis para a nutracéutica e outros fins;

3. O alto teor de nitrogénio na biomassa de alguns géne-
ros, especialmente Arthrospira, para utilizacdo como
fonte proteica na alimenta¢ao humana e/ou animal,

4. A capacidade de um grande ntimero de espécies em
fixar nitrogénio atmosférico, o que tem implicagoes na
manutencao da fertilidade dos ecossistemas naturais e
cultivados, especialmente em arrozais de zonas tropi-
cais e subtropicais imidas.

Tem crescido, nas tltimas décadas, o interesse pela for-
macao de colegoes contendo espécies de microalgas selecio-
nadas para a producao de biomassa e lipideos para a produ-
¢ao de bioenergia.

As estirpes de microalgas isoladas de amostras coleta-
das no ambiente podem ser utilizadas em diferentes tipos de
estudo. Assim, para o estabelecimento de uma colecdo é neces-
sério definir previamente os objetivos e com isso o ambiente do
qual o material sera coletado, para que a obtencao das estirpes
ocorra de acordo com os espécimes de microalgas desejados.

2.3.1 Coleta de material bioldgico

Neste capitulo é abordada apenas a coleta em ambientes
aquaticos continentais, visando obter material biolégico vidvel
para isolamento de microalgas.

Antes de iniciar a coleta, deve ser feito o cadastramento do
projeto no Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético (CGEN)
do Ministério do Meio Ambiente ou no Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), na Plata-
forma Carlos Chagas.
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O Conselho de Gestao do Patrimoénio Genético (CGEN)
ampliou o credenciamento do CNPq para emitir autorizacoes
de acesso para pesquisa, bioprospeccdo e desenvolvimento
tecnolégico, mas ainda ndo o permite autorizar atividades
que envolvam o conhecimento tradicional associado, que
deve ser buscado junto ao Instituto de Patrimonio Historico
e Artistico Nacional (IPHAN). As informacodes sao fornecidas
exclusivamente por meio eletrénico, dispensando o uso de
documentos impressos. Essa descentralizacdo permite agilizar
de forma eficiente a obtencao de autorizacoes de acesso ao
patrimonio genético.

A escolha do local e do método a serem utilizados tam-
bém estao relacionados ao objetivo da coleta, ou seja, o tipo de
microalga de interesse a ser isolada e o estudo a ser realizado.
Uma vez definido o objetivo e os locais de coleta de amostras,
todo o material de laboratério utilizado na sua realizacdo deve
ser previamente higienizado por meio de lavagens e esterili-
zacao em autoclaves ou estufas, agentes quimicos e radiacao
ultravioleta, conforme descrito por Lourenco (2006). Em cada
local de coleta, devem ser determinados os dados de georre-
ferenciamento, os valores de alguns parametros da agua, tais
como: profundidade de amostragem, pH, temperatura, condu-
tividade e teor de oxigénio dissolvido, caso existam aparelhos
de campo devidamente calibrados. Os dados de coleta precisam
ser registrados na caderneta de campo, incluindo data, local,
coletor e outras indica¢oes consideradas relevantes para a codi-
ficacdo e identificacao das estirpes isoladas. Esses procedimen-
tos sdo importantes para a escolha dos meios de cultivo a serem
utilizados no processo de isolamento, pois os espécimes podem
apresentar diferentes requerimentos nutricionais, assim como a
necessidade de enriquecimento adicional (carboidratos, vitami-
nas, etc.) do meio, para que ocorra um bom desenvolvimento
celular mesmo fora do seu ambiente natural.

Para a coleta de amostra em lagoas, podem ser utilizados
recipientes simples, como garrafas de volume variavel. Con-
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tudo, a coleta em ambientes aquaticos com maior profundidade
precisa ser realizada com o auxilio de coletores especiais, como
a rede de plancton, com 20-30 um de malha, para microplanc-
ton e a garrafa oceanografica, para nanoplancton e picoplanc-
ton. O processo consiste em inverter a rede e recolher para
uma taca. Dividir a amostra obtida em dois frascos de coleta,
colocando aproximadamente 1 mL em frasco com meio de cul-
tura. Uma das subamostras deve ser fixada, normalmente com
formaldeido a 5%, e a outra mantida fresca, em caixa térmica
para serem analisadas o mais rapido possivel. Etiquetar conve-
nientemente cada amostra diretamente no frasco ou etiquetas
com lapis. Nas coletas especificas para obtencao de microalgas
filamentosas, deve-se recolher o material com uma colher ou
coador e proceder como descrito anteriormente.

Apoés a coleta, as microalgas podem ser mantidas in vitro,
em condicoes de multiplicacdo para a realizacao de estudos
relacionados a sua fisiologia ou serem imediatamente subme-
tidas a fixacdo com conservantes quimicos, para estudos mor-
folégicos, catalogacdo e diversidade, que nao exijam a viabi-
lidade das células. Como a retirada do microrganismo do seu
ambiente original é estressante para a célula, imediatamente
apos a chegada do material ao laboratério deve-se iniciar o pro-
cessamento da amostra. Caso seja necessario esperar mais de 24
horas entre a coleta e o processamento, o pH das amostras deve
ser verificado e estas mantidas em camara de crescimento ou,
ainda, refrigeradas a baixas temperaturas e irradiancia de luz.

2.3.2 Isolamento e inoculacao/repicagem de
células unialgais

Com o material biolégico coletado ja no laboratério, o iso-
lamento € iniciado pela filtragem das amostras em papel-filtro,
para retirada de fragmentos maiores, de macrorganismos e
microrganismos que nao sao de interesse. Contudo, algumas
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amostras podem conter fragmentos onde as algas de interesse
podem estar incrustadas. Nesse caso, antes da filtracao pode ser
utilizado ultrassom de baixa intensidade, pois além de remover
células aderidas em superficies, o sonicador também propicia
separacdo ou fragmentacdo de colOnias, facilitando o isola-
mento das células. A centrifugacdo, geralmente, no maximo
a 2.000 rpm por 1-3 min tem sido empregada para separar as
células de tamanho menor, que ficam no sobrenadante, das
células com tamanho superior a 9 um, que se depositam no
fundo do tubo. Esse procedimento pode ser utilizado como um
pré-tratamento das amostras biol6gicas para os varios métodos
de isolamentos, tais como: diluicao celular sucessiva, dilui¢cao
seriada e isolamento em meio sélido, descritos a seguir.

O enriquecimento da amostra coletada ou mesmo a trans-
feréncia para meios de cultivo com menor concentracdo de
nutrientes é um passo preliminar para isolamento de células de
microalgas. O enriquecimento da amostra consiste na adi¢do
de extrato de solo, de meio de cultivo e de macronutrientes
como nitrato, amonia, fosfato e outros. Meios de cultivo com
poucos nutrientes podem ser obtidos por meio da diluicao de
meios usuais ja preparados ou diretamente pela reducao quan-
titativa dos reagentes no protocolo de prepara¢dao do meio.

A inoculacdo consiste em espalhar uma gota de agua, con-
tendo diversas microalgas, sobre uma camada de meio de cul-
tivo solidificado com &gar em placas de Petri esterilizadas. As
placas de Petri inoculadas, quando incubadas em camara cli-
matizada com condi¢oes adequadas de luz, temperatura e umi-
dade, permitem o desenvolvimento das microalgas. A escolha
entre as metodologias de isolamento dependeré diretamente do
objetivo de trabalho e das condicoes de infraestrutura em equi-
pamentos, vidrarias e reagentes de cada laboratério e, espe-
cialmente, da mao de obra disponivel. Os procedimentos de
isolamento da microalga de interesse podem ser realizados de
maneira tradicional, utilizando lupa ou microscépio invertido
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ou, se disponivel, equipamentos automatizados. Existem diver-
sos métodos e/ou combinacoes desses procedimentos para o
isolamento de microalgas em laboratério e todos apresentam
vantagens e desvantagens (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Procedimentos metodolégicos de isolamento de células
de microalgas de uso comum em laboratério a partir de
amostras de agua, solo, tecido vegetal com as respecti-
vas vantagens e desvantagens.

Métodos de

. Indicacéo Vantagens Desvantagens
isolamento
Sem
especificidade
Diluicdo Células com Facilidade na da diluicdo e
aleatdria mais de 10 um  realizacdo concentracao,
ndo obtém
cultura axénica
A diluicao
permite estimar Grande
a concentracdo  quantidade
e Todos os .
Diluicao celular e calcular de material
. . tamanhos de e~ - ~
sucessiva seriada células quantas dilui¢cdes utilizado, ndo

Estriamento na
superficie do
meio sélido

Isolamento da
gota ou borrifo
no meio solido

Células muito
pequenas

Todos os
tamanhos de
células

sao necessarias
para isolar uma
Gnica célula

Facilidade de
visualizacdo de
contaminantes

Facilidade na
realizacao e
baixo custo

obtém cultura
axénica

Nao indicado
para células
flageladas.
Possibilidade de
contaminacoes
externas.

Inespecifica

Continua.
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Tabela 2.3. Continuacao.

Métodos de L
. Indicacao Vantagens Desvantagens
isolamento
Restrito as
espécies
tolerantes
a exposicao Manter a
tempordaria microalga ~
~ P . & Mao de obra
Inoculacao a altas isolada nessas L.
. - especializada em
dentro do 4gar  temperaturas. condicdes . .
microscopia
Representantes  por tempo
do picoplancton indeterminado

Fototaxia

Pesca com
micropipetas
diretamente sob
microscopio/
lupa
Micropipetagem
acoplada a tubo
de silicone

Citometria de
fluxo

sdo robustas e
de crescimento
rapido.

Flagelados com
forte capacidade
natatéria e
resposta a luz

Células maiores
do que 10 pm

Células menores
do que 10 pm

Tamanho de
células de 0,2
pm a 200 um e
com densidade
celular inferior
a 1.000 células
mL?

Obtencao de
clones ap6s
concentracao de
células, diluicao
em série e
isolamento em
meio sélido

Células
individuais

Células
individuais

Facilidade na
realizacdo para
obter culturas

clonais axénicas.

Permite a
quantificacao
de células do
nanoplancton e
picoplancton.

Nao garante
separacao total
das espécies

Mao de obra
especializada em
microscopia

Microscopio
invertido

Alto custo do
equipamento
e necessidade
de mao de obra
especializada

Fonte: Baseada em Lourenco (2006).



Potencialidades e Desafios do Cultivo

Apbs a coleta e preparo das amostras, sao realizadas
as diluicoes seriadas, buscando-se obter células unialgais.
Os métodos de diluicdo podem ser utilizados para o isola-
mento de células, de acordo com o tamanho da célula microal-
gal de interesse. O método chamado de diluicdo sucessiva é
empregado para microalgas com tamanho superior a 10 pm e
requer a visualizacdo por meio de microscépio estereoscépico.
Consiste na aspiracao de pequena porcao de meio que con-
tenha a célula de interesse, com o auxilio de pipeta Pasteur.
Em seguida, a aliquota é transferida sucessivamente para gotas
de meio liquido dispostas em laminas escavadas ou placa de
Petri, até que seja transferida apenas uma célula de microalga.
Esta célula é, entao, transferida para meio de cultivo diluido e
o cultivo é submetido a condicoes ideais de crescimento para
que ocorra sua replicacao. Nesse método, a diluicao nao pre-
cisa ser realizada em gotas de mesmo volume, uma vez que o
objetivo é a separacao de uma célula e nao a estimativa de con-
centracdo celular no cultivo. Essa técnica de diluicao também
pode ser realizada em microplacas, geralmente de 96 pocos,
sob microscépio 6tico invertido, o que possibilita o isolamento
de células com tamanho inferior a 10 um. Nesse caso, a suc¢ao
da célula é realizada com o auxilio de uma mangueira de sili-
cone adaptada em uma pipeta.

O método de diluicdo seriada decimal pode ser utilizado
para todos os tamanhos de células de microalgas, desde que o
cultivo esteja com grande namero de células, no geral, acima
de 10° UFC mL"'. O procedimento consiste na transferéncia
seriada de 1 mL do cultivo para tubos contendo 9 mL de dgua
ou meio de cultivo. A contagem das células é realizada e com
base nisso é possivel calcular quantas transferéncias serdao
necessarias até a obtencao de uma tnica célula por tubo, uma
vez que a cada transferéncia ocorre a diluicao de 10 vezes. Por
garantia, é melhor que sejam separados varios tubos que con-
tenham, teoricamente, uma célula. Estes devem ser incubados
em condicOes de temperatura, luminosidade e agitacao ideais
de desenvolvimento. Na Figura 2.1 é apresentado o fluxograma
para isolamento de microalgas, resumindo as etapas dos proce-
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dimentos de coleta, preparo das amostras e isolamento de colo-
nias de microalgas em meio de cultura solidificado com &agar e

inoculacdo pelo método de diluicdo seriada decimal.

Coleta e preparagao

¥ ¥

Dilui¢do seriada

101102 10 10

Preservacgao

Figura 2.1. Fluxograma das etapas do processo de coleta, preparo
das amostras e isolamento de colonias de microalgas em
meio de cultura solidificado com &gar e inoculacao pelo
método de diluicao seriada.
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A técnica do isolamento em meio sélido costuma ser
empregada para obter microalgas pertencentes ao nanoplanc-
ton e fitoplancton, que devido ao tamanho reduzido dificulta
a manipulacdo em meio liquido. Porém, esse procedimento
metodolégico ndo é indicado para o isolamento de espécimes
flagelados, que apresentam grande dificuldade de desenvolvi-
mento em meio sélido. Nessa técnica, aliquotas da amostra fil-
trada sao utilizadas para a inoculacao em diferentes meios de
cultivo solidificados com agar que podem ser simples, diluidos
ou enriquecidos. Com o auxilio da alca de platina, aliquotas
da amostra filtrada sdo coletadas e espalhadas sobre o meio
de cultivo, pelo método de esgotamento, em varias placas de
Petri, visando obter colOnias isoladas. Os cultivos em placa de
Petri sdo, entao, incubados em condic¢oes ideais de crescimento
até o aparecimento de colOnias isoladas. Os espécimes obtidos
sdo, entao, mantidos em dois tubos contendo meios de cultura,
sendo um sélido e o outro liquido, adequados para a posterior
caracterizacao e depoésito na colecao de microalgas.

No isolamento em meio de cultura sélido, outra medida
que pode ser utilizada para selecao das microalgas de interesse
é a adicao de antibiéticos ao meio de cultivo, visando diminuir
a contaminacao por bactérias e fungos. Contudo, essa medida
s6 deve ser tomada apds os primeiros repiques, quando o cul-
tivo ja esta estabelecido.

Para obter microalgas com determinadas caracteristicas,
como alto teor de lipideos na biomassa, por exemplo, metodo-
logias especificas de isolamento tém sido descritas. A citometria
de fluxo é uma técnica automatizada que consiste na contagem e
analise de propriedades 6pticas das células suspensas no cultivo.
No citdbmetro de fluxo sdo realizadas mdltiplas e simultaneas
medicoes em alta velocidade baseadas na medicao do espalha-
mento de luz e na fluorescéncia individual das células de uma
populacdo em suspensao. No final da anélise é possivel separar
visual ou fisicamente grupos de microrganismos distintos, com
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base no seu tamanho e fluorescéncia. E possivel mensurar célu-
las de 0,2 um a 200 um. Apesar de ser a metodologia mais pra-
tica para quantificacdo de células, também é a menos acessivel,
devido ao alto custo do equipamento, além de requerer mao de
obra especializada para a sua complexa manipulacao.

A citometria de fluxo, juntamente com fluorescéncia ati-
vada, tem sido considerada uma metodologia eficiente para
separar células para o isolamento de microalgas. A metodo-
logia de fluorescéncia ativa de separacdo de células (FASC) é
um procedimento mais rapido do que a maioria dos métodos
comuns para o isolamento de microalgas, com a vantagem de
ser capaz de obter culturas axénicas de microalgas em sema-
nas. Pereira e colaboradores (2011) descrevem o procedimento
desse novo método FASC por coloracédo de fluorescéncia para
obter células ativadas a partir de uma amostra ambiental,
visando a selecao em microplacas e o isolamento de microalgas
ricas em lipideos. Os resultados mostraram que a classificacdo
direta em meio s6lido mediante FASC pode reduzir o tempo
em cerca de trés semanas, durante o processo de aumento de
escala, em compara¢do com o crescimento das mesmas cultu-
ras em meio liquido. Os autores ainda relataram que essa abor-
dagem permitiu isolar uma colecdo de microalgas de diferentes
filos de culturas axénicas.

2.3.3 Codificacao das estirpes numa
Colecao ex situ

Na colecdo de microrganismos, todo material depositado
deve ser acompanhado de informacoes sobre sua procedéncia,
local de coleta e identificacado de cada um de seus espécimes
ou de suas partes (BRASIL, 2002; WFCC, 2010). A manutencao
de registros apropriados para cada espécimen é essencial para
o funcionamento de colecoes ex situ de trabalho e de servico,
mantidas em subcultivo ou criopreservadas, bem como nos cul-
tivos fixados (herbarios). Isso porque a troca ou perda de infor-
macao resultard em perda do material biol6gico. Existem dife-
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rentes métodos possiveis para a manutencdo de registros de
material armazenado e a escolha do procedimento a ser esta-
belecido deve considerar as classes principais de informacao,
a metodologia de preservacao utilizada, a localizagédo e iden-
tificacao do material armazenado, a data de preservacao, etc.

O Cbdigo Padrao de Pré-Analiticas (CPPA) foi desenvol-
vido pelo setor de biobancos da &rea clinica/médica para faci-
litar a rastreabilidade nos processos pré-analiticos de espécies
entre diferentes biobancos e permitir a interconectividade e
interoperacionalizacdo desses consércios. O CPPA clinico con-
siste em informacoes de opcoes padrao pré-analiticas variaveis
(sete cbédigos), que compreendem as metodologias publicadas
e, preferencialmente, validadas. Embora projetado para facili-
tar a investigacao clinica, o conceito poderia ter utilidade em
colecoes de culturas que servem as comunidades ambientais
e de biodiversidade. Benson e colaboradores (2011) reportam
um estudo de caso da adaptacao do CPPA da medicina/clinica
para colecoes de culturas de microalgas e os procedimentos de
criopreservacao. O c6digo CCPA adaptado por Benson e cola-
boradores (2011) é construido com base em procedimentos
desenvolvidos pela Algoteca de Coimbra (ACOI), Universidade
de Coimbra, Portugal, e métodos da colecao utilizados para
acesso remoto das amostras.

Brevemente, pode-se resumir os sete cédigos assim:

1. Descreve o tipo de amostra, por exemplo, bent6nica,
simbionte ou pelo ambiente ou categoria do habitat,
por exemplo, urbano, intertidal;

2. Refere-se ao método de coleta do material bioldgico;

3. Refere-se ao recipiente de coleta;

4. Descreve as condi¢oes de transporte a partir do local
de coleta no campo e os procedimentos operacionais
utilizados para estabilizar as amostras durante o peri-
odo em que sao transferidas do campo para a realiza-
¢do da primeira estocagem no laboratério ou facilida-
des para coletas distantes ou para o biobanco no caso
de amostragem local;
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5. Relatérios do tempo de transporte da amostra, varian-
do a partir de coletas em locais préximos a Colecao
(1-2 dias) para expedicoes distantes;

6. Refere-se ao isolamento da microalga e a iniciacao da
cultura;

7. Descreve os procedimentos opcionais de cultivo para
as préaticas axénicas e nao axénicas.

A codificacao inicia-se com a rotulagem correta dos fras-
cos utilizando canetas indeléveis ou lapis. As informacoes do
rétulo devem incluir um cédigo de identificacdo e o ntimero
do lote igual ao presente na ficha de registro da estirpe iso-
lada. Esses registros devem ser mantidos, preferencialmente,
em cadernos com folhas numeradas, contendo informacoes
do local de coleta, municipio, coordenadas geogréficas (lati-
tude e longitude).

A Colecao IPR de Microalgas adota a codificacdo em que
cada estirpe de microalga recebe um namero precedido do
acronomin (sigla) IPR. Quando as estirpes sdo identificadas ao
nivel de género ou espécie, apos a sigla IPR adicionam-se as
duas/trés letras, sendo as duas primeiras referentes as letras
iniciais do género e a terceira, quando identificada, a letra ini-
cial da espécie, e a numeracao ardbica sequencial. Por exem-
plo, IPRChs7107 refere-se a Chlorella sorokiniana.

Para material em condi¢coes de congelamento, precisa
existir ainda mapa com o cédigo de localizacao para cada
frasco dentro da unidade conservadora. As duplicatas dos
registros de estoques devem ser mantidas em local separado, a
partir dos registros de trabalho. O cédigo localizador deve ser
especifico o suficiente para permitir a recuperacao rapida e
facil de um determinado lote. Da mesma forma, deve incluir o
numero da unidade congeladora, um cédigo para a prateleira
ou rack no congelador, um ntimero para o recipiente (caixa)
e um numero para a canaleta na caixa. Os cddigos detalha-
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dos minimizam o tempo de localizacdo do material dentro da
unidade congeladora, o que diminui o risco de aquecimento
de outros materiais armazenados e a exposicao do pessoal de
laboratério ao frio extremo.

2.3.4 Caracterizacao das estirpes e identificacao
das espécies

A classificacao taxondmica das algas, assim como as plantas
superiores, segue as regras do Cédigo Internacional de Nomen-
clatura Botanica, no qual cada organismo é considerado como
pertencente a um certo nimero de grupos (taxa), de categorias
hierarquicamente subordinadas e das quais a espécie constitui
a categoria bésica (GUIMARAES, et al. 2009). O nome cienti-
fico da espécie é uma combinac¢ao de dois nomes latinos, o pri-
meiro é o género, categoria imediatamente superior, seguido
pelo epiteto especifico, a espécie. O nome do autor que des-
creveu a espécie deve ser colocado imediatamente a seguir. A
identificacdo consiste no reconhecimento de que o organismo
possui caracteristicas idénticas as do organismo-tipo da espécie
ja descrita.

A observacdo das caracteristicas celulares com o auxilio
de microscopio 6tico e o uso de chave de identificacdao taxono-
mica (BICUDO; MENEZES, 2006; GUIMARAES et al., 2009) sdo
de importancia fundamental para a identificacdo do isolado
microalgal. Nas tltimas décadas, os avancos nas metodologias
moleculares tém permitido identificar e caracterizar estirpes
de microalgas com base ndo apenas nas caracteristicas morfo-
fisiol6gicas, mas também nas genéticas.

2.3.5 Manutencao das estirpes
de microalgas em cultivo

No laboratério, a manutencao da colecdo exige uma area
especial para manter a colecdo com temperatura e luminosi-
dade controladas. Os mesmos meios de cultura sao utilizados
para isolamento e caracterizacdo das estirpes de microalgas.
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As estirpes da Colecao IPR de Microalgas sdo mantidas em
cultivo utilizando tubos de rosca contendo os meios de cultura
BG-11 (blue-green medium) para estirpes cianéfitas (ALLEN,
1968; ALLEN et al., 1968; RIPPKA, 1988) e BBM (bold basal
medium) para estirpes do grupo das cloréfitas (NICHOLS, 1973).
Os cultivos de microalgas sdo mantidos em condi¢oes de lumino-
sidade e temperatura subétimas (20°Ce < 40 umol f6tons m2s).
A repicagem de manutencao é realizada a cada quatro ou seis
meses, dependendo do desenvolvimento de cada estirpe, e os
tubos s@o mantidos em cémara biolégica com lampadas de 20
W e fotoperiodo de 12 h (Figura 2.2).

Figura 2.2. Camara biol6gica na qual sdo mantidos os tubos conten-
do as estirpes da Colecao IPR de Microalgas.

2.4 Obtencao de Cultivos Unialgais

A obtencado de cultivos axénicos de microalgas é impor-
tante para estudos bioquimicos, fisiologicos e genéticos. Méto-
dos para alcancar essas metas incluem as condicoes axénicas e a
obtencao de estirpes unialgais. A manutencao na forma axénica
é trabalhosa e por isso nem todas as cole¢oes optam por man-
ter as estirpes completamente livres de outros microrganismos.
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Processos como a inoculacao em placas com meio de cultivo
s6lido e centrifugacao e diluicao, descritas para o isolamento,
podem ajudar no processo de purificacdo dos cultivos. Entre-
tanto, nem sempre essas técnicas sdo suficientes, sendo neces-
saria a adocao de métodos adicionais como a filtracao, a aplica-
¢do de radiacdo ultravioleta (UV), a utilizacao do gradiente de
centrifugacao para separar células e o emprego de antibiéticos.

A contaminacdo com bactérias e/ou fungos pode ocorrer
em microalgas mantidas em colecGes in vivo. As camadas de
polissacarideos de células de microalgas desempenham papel
importante na estimulacdo do crescimento bacteriano e uma
hipétese é que as enzimas bacterianas sao capazes de hidroli-
sar os polimeros da camada de mucilagem de células de algas,
que constituem uma fonte nutricional adicional para o cresci-
mento bacteriano. Park e colaboradores (2008) relataram que
uma cultura de Chlorella ellipsoidea, mantida em longo prazo
no laboratoério, apresentou contaminacao com pelo menos oito
estirpes de bactérias. Os autores descreveram que a coinocula-
¢ao de cada uma dessas estirpes com C. ellipsoidea resultou em
0,5-3,0 vezes maior crescimento do que a C. ellipsoidea sozi-
nha. A bactéria mais eficaz em promover o crescimento da C.
ellipsoidea foi caracterizada pela andlise do sequenciamento do
rRNA 16S e identificada como do género Brevundimonas. Nas
coculturas houve aumentos na taxa de crescimento da C. ellip-
soidea e da estirpe bacteriana de Brevundimonas, o que implica
que a relacdo entre esses dois microrganismos é simbidtica.

Diversas estratégias tém sido adotadas para a purifica-
cdo de estirpes de microalgas, incluindo as seguintes etapas
(GUILLARD, 2005; PRASAD et al., 2013): selecao seletiva por
tamanho e filtracao; lavagem das células e centrifugacao dife-
rencial; diluicao serial; tratamento quimico; sonificacao e vor-
tex; micromanipulagao; e, plaqueamento em meio solidificado
com agar.
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Para purificar culturas de microalgas contaminadas, o
método de filtragem associado ao uso de lavagem das célu-
las com solugdes de antibidticos também pode ser utilizado.
O importante é saber combinar os diferentes métodos de puri-
ficacdo de cultivos contaminados de microalgas para obter o
melhor resultado em menor periodo de tempo.

2.4.1 Lavagem de células e centrifugacao

A centrifugacdo é um método fisico para purificar cultu-
ras de microalgas, que consiste em submeter o cultivo a ciclos
sequenciais e a transferéncia sucessiva em meio estéril liquido.
O principio basico é separar outros microrganismos contami-
nantes como, por exemplo, bactérias, fungos ou outras microal-
gas por meio da diferenca de densidade entre os organismos.
O procedimento tem o inconveniente de ter que ser ajustado
para cada espécie e deve ser repetido de 10 a 12 vezes. Além da
lavagem com 4gua ultrapura estéril, outro procedimento para
cianobactérias é adicionar as células concentradas por cen-
trifugacdo, realizar uma nova lavagem com a adicdo de uma
solucao de extran 0,05% seguida de homogeneizacao, centrifu-
gacdo a 2,370 x g durante 10 min e descarte do sobrenadante.
Esse procedimento deve ser repetido duas vezes com solucédo
de lavagem (NaCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 2,5
mM pH 8,0 e etanol 50%) a 4650 X g e uma vez com solu-
¢ao salina 0,85% a 9.000 x g. Ao final do processo, as células
depositadas no fundo devem ser transferidas com pipetas para
meios de cultura, para crescimento. Apos o crescimento, a veri-
ficacdo de contaminacdo deve ser realizada com o auxilio de
microscépio e/ou crescimento em meio sélido; caso necessario,
deve-se repetir o procedimento. As células lavadas e concen-
tradas podem ser armazenadas a -20°C até a extracao de DNA
para os estudos de caracterizacdo genética. Deve-se trabalhar
sempre com material comprovadamente estéril.
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2.4.2. Diluicao serial do cultivo

Uma alternativa de purificacao de um cultivo de microal-
gas contaminado é a técnica da diluicao seriada em meios de
cultura especificos para cada grupo e inoculacao em meios soli-
dificados com agar para obter colonias isoladas que sao repi-
cadas para outra placa de Petri contendo meio s6lido. O pro-
cesso deve ser repetido até que sejam obtidas coldénias limpas,
quando o crescimento passa a ser realizado em meio liquido.

A purificacao das culturas de microalgas pode ser melho-
rada pela combinacao de métodos fisicos (filtracdo, lavagem de
células e centrifugacdo) e quimicos (antibiéticos e fungicidas).

2.4.3 Ultrassom/Sonicador

No caso de culturas de microalgas contendo outros micror-
ganismos contaminantes ou microalgas que tém por habito a
adesao em superficies, o ultrassom também pode ser utilizado
como ferramenta auxiliar. A sonicacdo permite separar ou
fragmentar colonias ou células aderidas a outros materiais, se
aplicada em baixa intensidade. Esse procedimento ndo permi-
tira alcancar culturas puras, todavia, pode remover microrga-
nismos contaminantes aderidos a superficie da parede celular
das microalgas.

Cho e colaboradores (2013) utilizaram uma combinacao
de ultrassons de células ativadas por fluorescéncia (FACS) e
microsselecdo para isolar culturas axénicas de Chlorella vulgaris
e Chlorella sorokiniana de dguas residuais suina e Scenedesmus
sp. de uma lagoa aberta. Os autores relataram que o ultrassom
dispersou microrganismos ligados as células de microalgas e
reduziu a populacao de bactérias em 70%, e quando seguidos
por separacao de células produziram 99,5% de estirpes puras
de microalgas. A pureza das estirpes obtidas pelo método de
microsselecdo foi comprovada em meios de cultura sélidos e
liquidos em diferentes estados tréficos. Também a auséncia de
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bactérias nao-cultivaveis foi confirmada pela andlise de Ele-
troforese Desnaturante (DGGE) do gene 16S rRNA, enquanto a
auséncia de contaminantes foi confirmada por meio de micros-
copia de fluorescéncia e microscopia eletronica de varredura.

2.4.4 Radiacao ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) também pode ser utilizada
para descontaminacao bacteriana e virética, ja que as microal-
gas sdo mais resistentes a este agente do que esses microrga-
nismos. O cultivo deve ser acondicionado em frasco aberto,
em camara asséptica, em profundidade nao superior a dois
centimetros. O tempo de exposicao pode variar de 1 a 30
minutos, dependendo da lampada utilizada, mas a disténcia
deve ser de pelo menos 25 cm entre a lampada UV e o cultivo
(LOURENCO, 2006). A radiacao UV tem efeitos deletérios no
DNA dos microrganismos, inativando rotas metabdlicas impor-
tantes. A eficiéncia da acdo germicida do UV nas culturas de
microalgas pode ser confirmada por testes em meios de cultura
liquidos e sélidos, e utilizando técnicas moleculares com oligo-
nucleotideos especificos.

2.4.5 Filtracao ou difusao em meio de
cultura sdlido

A filtracdo é um método capaz de separar microrganis-
mos contaminantes do cultivo algal com base na diferenca de
tamanho entre as células. Podem ser utilizadas membranas
de diferentes materiais e diferentes tamanhos de poros. Para
eliminar bactérias e leveduras do cultivo, apés a filtracao o
material algal retido no filtro deve ser assepticamente cole-
tado e inoculado em novo meio de cultivo. No caso de con-
taminacdo fuingica, o material a ser coletado e inoculado é o
filtrado. Também é possivel separar diferentes algas presentes
em um mesmo cultivo. Para isolar e separar duas microalgas,
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Chlamydomonas sp. de Chlorella sp., um método simples de
difusao em agar, com exposicao de luz de 6.000 lux durante
7 h, foi desenvolvido por Banerjee e colaboradores (2012). Os
autores levantaram a hipotese de que a presenca de flagelos e
do pigmento rodopsina na Chlamydomonas aumentou a atra-
¢ao para a luz e, com isso, a maior fototaxia dessa espécie.

2.4.6 Antibioticos

Embora os antibidticos sejam comumente utilizados para
eliminar procariontes das culturas eucariontes (CHU et al.,
2004) ou para a obtencdo de culturas axénicas de cianobacté-
rias como, por exemplo, Arthrospira/Spirulina platensis (CHOI et
al., 2008), esses compostos podem ser prejudiciais para algu-
mas estirpes de microalgas. Dessa forma, os antibiéticos devem
ser utilizados com cautela em cultivos de microalgas, pois cau-
sam danos tanto nos microrganismos contaminantes como na
propria microalga. A investigacao a respeito da sensibilidade
das estirpes de microalgas a esses agentes também é importante
para a sua utilizacdo em caso de necessidade de descontami-
nacdo, sem que ocorram danos para a célula. Os antibidticos
devem ser escolhidos de acordo com as espécies cultivadas e
o tratamento deve ser de curta duracdo. Como mais de uma
espécie de bactéria ou de fungo pode estar presente no cultivo,
é preciso utilizar uma mistura de antibiéticos ou incubacao
sequencial até a obtencao da pureza do cultivo de microalga
(LOURENCO, 2006).

Entre os antibiéticos utilizados em associacdo e/ou em
incubacdo sequencial, podemos citar os bactericidas: penici-
lina, gentamicina, canamicina estreptomicina, cloranfenicol,
neomicina e os fungicidas ciclohexamida, anfotericina B e nis-
tatina. A avaliacdo da pureza dos cultivos ap6s a utilizacao das
técnicas pode ser feita por meio da observacao por microscopia
Optica ou eletrénica, por citometria de fluxo ou, ainda, por
teste de crescimento de contaminantes em meios de cultivo.
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A manutencao da colecdo de microalgas em cultivo requer
tempo e observacao constante. A visualizacdo de contaminan-
tes nos tubos de preservacdo implica na repicagem do cultivo
em placas contendo meio de cultura especifico e recuperacgao
da célula algal original. Em casos de grande contaminacao do
isolado microalgal, quando nao é possivel a recuperacao do
cultivo pela obtencdo de uma coldnia isolada em placa, outras
metodologias envolvendo antimicrobianos devem ser empre-
gadas. Nesse caso, células dos cultivos sao concentradas por
meio de centrifugacdo e lavadas cerca de trés vezes com solu-
cao salina esterilizada. Em seguida, essas células sao ressuspen-
didas em meio de cultura especifico (BG-11 ou BBM) contendo
nutrientes e incubadas por 48 h sob condi¢oes sub6timas de
cultivo: baixa luminosidade (< 40 pumoL fétons m? s?), tem-
peratura (< 20°C) e um fotoperiodo mais curto do que a luz
do dia. Esse tipo de regime maximiza o intervalo entre as sub-
culturas e, portanto, minimiza a manipulacao e transferéncias.
As células sd@o novamente lavadas e inoculadas em placas con-
tendo meio sélido para verificacdo da pureza do cultivo. Apés
o crescimento, colOnias isoladas sao transferidas, em triplicata,
para tubos contendo no minimo cinco mililitros de meio de
cultura estéril e especificos para cada grupo (DAY; BENSON;
FLECK, 1999).

Contudo, na maioria das vezes, o uso de um tnico antimi-
crobiano nao é suficiente para descontaminar e se obter colo-
nias isoladas de microalgas. Sao necessarias incubagoes em
série em diferentes substancias antimicrobianas e, consequen-
temente, sucessivas repicagens em placas com meio de cultivo
especifico. Assim, como o tempo de visualizacao de colonias em
meio sélido é, em média, de seis dias, a descontaminacao de
uma Unica estirpe pode durar semanas. Jones e colaboradores
(1973) relataram que para eliminar levedura de uma cultura de
Chlorella vulgaris Beij. var. vulgaris foi necesséaria a adi¢ao de neo-
micina, ceporin ou estreptomicina, além da mistura de quatro
antibidticos: penicilina, tetraciclina, clorafenicol e aureomicina.
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Santos e Azanza (2011) relataram que quando foi aplicada
uma mistura composta dos antibiéticos ciprofloxacina, cana-
micina, neomicina e estreptomicina, em combinacao com uma
etapa de filtracdo, o crescimento da bactéria associada a um
dinoflagelado Pyrodinium bahamense var. compressum MZRVA
foi inibido completamente. Todavia, os autores sugeriram que,
em alguns casos, a populacdo de bactérias associadas ajudam
o crescimento de P. bahamense em cultivo ex situ e, provavel-
mente, na natureza.

2.5 Manutencao das Culturas Unialgais
em Subcultivo

Um ntimero grande de trabalhos tem enfatizado a importan-
cia das microalgas mantidas em subcultivo periédico em cole¢oes
que servem como fonte de recursos biol6gicos fundamental para
diversos estudos biotecnolégicos que demandam a viabilidade
das células (CHO et al., 1999; MARGALITH, 1999; METZGER et
al., 2005; DAY; STACEY, 2008; GUSTAVS et al., 2010; ORDOG
et al., 2012). Esse tipo de colecdo também serve de suporte para
estudos de ecofisiologia, diversidade e taxonomia, além ser
uma fonte de estirpes para alimentac¢do em aquicultura e tam-
bém para bioensaios com metais pesados, entre outros (DAY;
BENSON; FLECK, 1999; FERNANDEZ-SEVILLA et al., 2010).

A forma tradicional e mais comum de manutencdo das
microalgas tem sido a de subcultivo periédico em meio de cul-
tura liquido mantido em condicbes sub6timas de temperatura
e luminosidade (DAY et al., 1997; LOURENCO, 2006). A fre-
quéncia de renovacao de cultivos deve ser determinada pelas
caracteristicas de crescimento de cada estirpe, uma vez que
cada uma delas apresenta diferencas na duracdo de cada fase
de desenvolvimento. Geralmente, a transferéncia do inéculo
ocorre no final da fase logaritmica de crescimento ou no inicio
da fase estaciondria, e consiste na transferéncia de pequena ali-
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quota dos cultivos para um novo de meio de cultivo (LORENZ,
FRIEDL; DAY, 2005). Esse método comum e tradicional de pre-
servacao de microalgas consiste em repicagens sucessivas das
culturas em estagio exponencial tardio para meio de cultivo
liquido e/ou sélido.

No entanto, a manutencao de colecdes em subcultivo peri6-
dico, durante longos periodos de tempo, é laboriosa e demanda
manutenc¢do constante, com intervalos de repicagem néo supe-
riores a seis meses, sendo relativamente complexa, demorada,
dispendiosa e exigente de mao de obra especializada (LORENZ,
FRIEDL e DAY, 2005). Também existem questionamentos em
relacdo a manipulagcdao continua de células metabolicamente
ativas, uma vez que podem sofrer alteracOes genéticas, con-
forme ocorre com microrganismos patogénicos, que apos
sucessivas repicagens podem perder genes relacionados a pato-
genicidade (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; GUIMARAES;
AMARAL; SANTOS et al., 2009).

2.6 Preservacao das Culturas Unialgais Viaveis

O Cédigo Internacional de Nomenclatura Botédnica (Cédigo
de Viena) aceita culturas-tipo de fungos e algas, desde que
sejam preservadas em estado metabolicamente inativo. Day e
colaboradores (2010) descrevem um procedimento para o tipo
de criopreservacao de culturas em ultrabaixas temperaturas
(inferior a -135°C), garantindo que o material seja mantido em
estado estavel, metabolicamente inativo. Esse procedimento
permite o acesso direto a estirpe-tipo, facilitando os diversos
estudos taxondmicos, incluindo as técnicas moleculares de
andlises de gendmica, metabolémica e protedmica.

A necessidade de preservacao ex situ de novas espécies des-
critas tem levado a formacao de cole¢oes com culturas unialgais
de microalgas. No entanto, a falta de méo de obra (especial-
mente apds encerrar os estudos), custos elevados de manutenc¢ao
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e métodos de preservacao inadequados, muitas vezes, resultam
na perda de materiais de pesquisa e um desperdicio de esforco
para realizar reisolamentos de espécies de microalgas impor-
tantes. Varios parametros geralmente sdo considerados muito
importantes em criopreservacao, incluindo a escolha do agente
crioprotetor, a concentracao de crioprotetor, a taxa de conge-
lamento, o estado fisiolégico da cultura e os procedimentos de
descongelamento. Isso torna muito dificil estabelecer diretrizes
universais para a criopreservacao de microalgas.

A preservacao de cultivos em colecoes de microalgas pode
ser realizada utilizando-se as células em estado vegetativo ou
sob temperaturas baixas e/ou ultrabaixas. Em ambos os casos, as
células sao mantidas em estado metabdlico mais lento, visando
aumentar o periodo entre os subcultivos. Preservantes como o
6leo mineral podem ser utilizados para um maior tempo de esto-
cagem em cultivos em meio sélido, a temperatura ambiente. Na
Tabela 2.4 sao sumarizados alguns métodos de preservacao.

O termo criopreservacao é utilizado exclusivamente para
definir o armazenamento de material biolégico vivo em tempe-
raturas ultrabaixas, normalmente na/ou perto da temperatura
do nitrogénio liquido (-196°C). Estudos sobre os procedimen-
tos de preservacao de microalgas devem fazer parte da rotina
de manutencdo em uma colecéo e a escolha do método de pre-
servacao de estirpes deve ser de acordo com as caracteristicas
biolégicas de cada espécimen. Um procedimento de criopre-
servacao tipico para ser estabelecido em uma colecao pode ser
composto pelas seguintes etapas: pré-crescimento; crioprotecao
quimica; congelamento com desidratacao; armazenamento em
nitrogénio liquido; descongelamento rapido; e, a recuperacao
das células unialgais para verificacdo da viabilidade.

Para temperaturas abaixo de 0°C, recomendam-se os crio-
preservantes, substancias adicionadas ao cultivo celular para
prevenir danos celulares causados durante o congelamento e o
descongelamento (PUNCOCHAROVA, 1988; HUBALEK, 2003;
PONCET et al., 2003; ANDERSEN, 2005; DAY; JOHN et al.,
2007). Os aditivos crioprotetores utilizados na criopreservacao
de microrganismos (virus, bactérias, fungos, algas e protozoa-
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rios) incluem uma variedade de compostos quimicos simples e
mais complexos, mas apenas alguns deles tém sido amplamente
utilizados e com resultados satisfatérios: estes incluem dime-
tilsulféxido (Me,O), glicerol, soro sanguineo ou da albumina
sérica, leite desnatado, peptona, extrato de levedura, sacarose,
glicose, metanol, polivinilpirrolidona (PVP), sorbitol e extrato
de malte (HUBALEK, 2003).

Tabela 2.4. Técnicas para preservacao de células de microalgas com
as respectivas vantagens e desvantagens.

Técnica de
preservacao

Vantagens

Desvantagens

Taxa de resfriamento
conhecida

Vitrificacao

Encapsulamento/
desidratacao

Técnica rapida,
apresenta estabilidade
sem quebras de
células. Crioprotetores
relativamente ndo
téxicos.

Facilidade na realizacao.

Nao requer
equipamento especifico,
procedimento rapido e
répida recuperacao.

Nao requer
equipamentos
especificos,
crioprotetores.
Procedimento de
descongelamento
simples.

Rapida recuperagao.

Requer equipamento
especifico.

Alto custo do
equipamento e demanda
de mao de obra
especializada.

Solucoes para
vitrificacdo sdo na
maioria téxicas.

Nao garante integridade
das células.

Requer cuidados e
tempo para troca da
solucao.

Requer manuseio de
cada capsula varias
vezes.

Algumas espécies
nao toleram altas
concentracoes de
sacarose.

Fonte: Lepesteur et al. (1993); Day et al.(2007); Zhang et al. (2009); Day et al. (2000); Lourengo (2006);

Day et al. (2007).
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Substancias como alcodis e derivados, sacarideos e polissa-
carideos, amidos e imidas, peptideos, proteinas e glicoproteinas
podem ser utilizadas como criopreservantes isoladamente ou,
ainda, em combinacio (HUBALEK, 2003). Os criopreservantes
penetrantes sdo os que atravessam passivamente a membrana
plasmaética celular, causando alteracdes na permeabilidade e
também diminuindo a temperatura na qual a 4gua intracelular
congela. S3o representantes desse grupo o metanol (MeOH), o
dimetilsulféxido (DMSO) e o glicerol. J4 os criopreservantes
ndo-penetrantes sao os que se mantém no ambiente extracelu-
lar e diminuem a quantidade intracelular de dgua disponivel,
evitando a formacao de gelo, fazendo parte desse grupo a poli-
vinilpirrolidona (PVP) e o polietilenoglicol (PEG) (ANDERSEN
et al., 2005; ANDERSEN, 2005; DAY; STACEY, 2008; AMARAL
et al., 2009).

Desenvolvimentos recentes na tecnologia de criopreserva-
¢ao tém permitido o armazenamento a longo prazo de muitas
estirpes de microalgas, com altas taxas de sobrevivéncia. No
entanto, muitas estirpes ainda ndo podem ser recuperadas a
partir do armazenamento em nitrogénio liquido. As vantagens
de criopreservacdo com nitrogénio liquido foram demonstra-
das por Nakanishi e colaboradores (2012), que investigaram os
efeitos de agentes crioprotetores para Chlorella vulgaris (C-27 e
M- 207A7), e duas microalgas marinhas, Nannochloropsis ocu-
lata (ST -4) e Tetraselmis tetrathele (T- 501), cujas células foram
suspensas em varias solucoes de crioprotetores e lentamente
resfriadas a -40°C antes da sua imersdao em nitrogénio liquido.
Pouco ou nenhum efeito de crioprotecao foi observado com o
uso do dimetilsulf6xido sozinho ou em combina¢ao com sorbi-
tol ou prolina; com glicerol sozinho, ou com etileno glicol por
si s6. No entanto, taxas de sobrevivéncia de aproximadamente
50% foram observadas, utilizando-se uma mistura de criopro-
tetor de 5% de dimetilsulf6xido, 5% de etileno glicol e 5% de
prolina. Da mesma forma, a viabilidade e o teor de clorofila
persistiram sem alteracoes significativas durante um periodo
de armazenamento de 15 anos.
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A manutencéo de culturas puras de microalgas utilizando
métodos de preservacao é de grande importéncia para fins bio-
tecnolégicos. No entanto, a preservacao nao garante necessa-
riamente a estabilidade genética dessas culturas. Rastoll e cola-
boradores (2013) utilizaram metanol a 5% e dimetilsulféxido a
3% como agentes crioprotetores e observaram pela técnica de
coloracao vital das células que mais de 83% das cianobactérias
testadas foram passiveis de criopreservacdo. No entanto, para
microalgas marinhas foram observadas diferentes respostas de
recuperacao da viabilidade das células apds criopreservacao.
Nesse estudo foram testadas taxas de resfriamento, com ou sem
crioprotetor (dimetil sulféxido e metanol), concentracoes dos
crioprotetores e tempo de exposicdo das células (CANAVATE
et al., 1995).

Os procedimentos para determinar o protocolo de pré-
-congelamento ideal para criopreservacao de microalgas tém
sido estudados com diversas espécies. Lepesteur e colabora-
dores (1993) avaliaram, por andlises de citometria de fluxo,
dez métodos para preservar as populacoes de fitoplancton. Tais
métodos apresentavam procedimentos diferenciados pela velo-
cidade de congelamento e descongelamento, bem como a utili-
zacao, ou nao, de crioprotetores (DMSO e/ou glicerol) e fixacao
quimica. Esses métodos foram testados em trés microalgas de
agua doce e de espécies de microalgas marinhas, considerando
parametros de intensidade diferentes e duas propriedades. Em
primeiro lugar, a perda de células foi mais significativa com o
congelamento rapido e a fixacdo quimica, e menos significa-
tiva com a adicao de agentes crioprotetores.

Dois procedimentos de criopreservacao foram aplicados
em trés espécies de microalgas, Chlorella vulgaris, Isochrysis gal-
bana e Dunaliella salina com resfriamento lento e congelamento
rapido e com ou sem crioprotetor (dimetilsulf6xido, Me SO a
10% e 15% v/v). As trés espécies de algas seguiram o mesmo
padrao de recuperacdo (crescimento) e maior do que o dos
controles. O congelamento rapido nao foi adequado para a
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criopreservacao de I. galbana, mas deu boa viabilidade p6s-des-
congelamento para D. salina (70%) (GUERMAZI et al., 2010).
Na Tabela 2.5 sdo apresentados os dados de diversos traba-
lhos testando algumas técnicas com diferentes procedimentos
de congelamento utilizados na criopreservacao de microalgas,

bem como a viabilidade obtida.

Tabela 2.5. Procedimentos de congelamento para criopreservacao
de diversas espécies de microalgas.

. Procedimento de Tempo e .
Microalga temperatura de  Viabilidade (%)
congelamento
armazenamento
a) Congelamento
répido e a
-196°C. Exposi¢io
b) Congelamento postea
. momentinea a) 0-30.
Diversas sem controle ara a b) 0-100
Chlorophyceae entre -10°C e P ’
70°C. tfemperatura c) 0-82.
c¢) Congelamento final.
sem controle a
-25°C.
a) Congelamento
Porphyridium rapido a -76°C. 10 2 100 min. Alguma )
cruentum b) Congelamento recuperacao.
lento a -76°C.
. a) Resfriamento
zs‘\;{(wtrodesmus lento a -30°C,
Chlamydomonas entao a -79 C.
b) Congelamento
pseudagloe; - 1 a 36 meses a .
. répido sem . Até 100.
Chlorella sp.; o -196°C.
Coccomyxa so.: controle a -79°C.
Euglenays iy P> ¢) Resfriamento

Scenedesmus sp.

lento a -30°C,
entdo a -196°C.

Continua.
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Tabela 2.5. Continuacao.

Procedimento de Tempo e
Microalga temperatura de  Viabilidade (%)
congelamento
armazenamento
a) Resfriamento
lento a -40°C,
entao a -196°C.
Chlamydomonas b) Resfriamento 6 a 17 meses a Colonias viaveis
reinhardtii rapido a -25°C,  -196°C. recuperadas.
aguardando por
20 min., entdo a
-196°C.
Chlorella sp.; Congelamento
Scenedesmus sp.; répido sem
Nitzschia sp.; P . 24ha-196°C.  75-90.
controle, entdo a
Phaeodactylum 196°C
tricornutum ’
Resfriamento a) Trés meses a
Chlorella sp. lento a -60°C, -196°C. 3 801-.8390
entdo a -196°C.  b) Momentaneo. ’ ’
Resfriamento Exposicao a
ﬂiﬂﬁt‘i’?om lento a -55°C,  -196°C por 0,003-10.
entdo a -196°C. 7 dias.
a) Resfriamento
1ent~o a-20 F’ a) 10 diasa 5
entao a -75°C. .
b) Resfriamento o nanas a -75°C.
N b) 10 dias a a) 0,01-7.
Chlamydomonas lento a -180°C,
) .. - . 4 semanas a b) 0,05-1.
reinhardtii entdo a -196°C. o
. -196°C. ¢) 0,01-5.
¢) Resfriamento .
. c) 3diasa
lento a -20°C, 196°C
-75°C, entdo a ’
-196°C.
a) Resfriamento
Diversas lento entre -8°C e Até 2 anos a Até 96.7
Chlorococcales -30°C, entdo a -196°C. >

-196°C.

Continua.
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Tabela 2.5. Continuacao.

Procedimento de Tempo e
Microalga temperatura de  Viabilidade (%)
congelamento
armazenamento
a) Resfriamento
controlado para
Euglena gracilis  a faixa entre 0°C Nao detalhado.  Pelo menos 30.

Nitzschia sp.;
Cylindrotheca sp.;
Phaeodactylum
tricornutum;
Nannochloris sp.;
Dunaliella salina

Chlorella sp.;
Tetraselmis
suecica;
Phaeodactylum
tricornutum

Chlorella sp.;
Dunaliella salina;
Nannochloris sp.;
Tetraselmis
suecica;
Phaeodactylum
tricornutum

Tetraselmis
suecica

a) Tetraselmis
chui

b) Tetraselmis
suecica

e -20°C, entao a
-196°C.

Resfriamento
controlado a
-100°C, entdo a
-196°C.

Resfriamento
lento a -30°C,
entao a -196°C.

a) Congelamento
rapido nao
controlado a
-196°C.

b) Resfriamento
lento a -30°C,
entao a -196°C.

Resfriamento
lento a -30°C,
entao a -196°C.

Selecdo de taxas
de resfriamento
a -30°C, entao a
-196°C.

12 meses a
-196°C.

24 h a-196°C.

a, b) Exposicao
breve a -196°C.

24 h a-196°C.

N3ao detalhado.

Até 87.

0,1-0,7.

a) 0-64,4.
b) 0,0-87,1.

7-74.

a) Até 70.
b) Até 40.

Continua.
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Tabela 2.5. Continuacao.

Microalga

Procedimento de

Tempo e

temperatura de

Viabilidade (%)

congelamento
armazenamento
a) Resfriamento
lento -30°C,
Scenedesmus entdo rapido
. resfriamento a 10 dias a -80°C.  0-60.
subspicatus o
-80°C.
b) Resfriamento
rapido a -80°C.
Chaetoceros
gracilis;
Nannochloris .
. Resfriamento
gty . controlado a Exposicao breve
Nannochloropsis '50°C, entiio a -196°C. 0-17.
atomus; 196°C
Rhodomonas ’
baltica;
Tetraselmis chuii
a) Resfriamento
a-70°C,entdoa a)5diasa
Espécies de -196°C. -196°C. 58-100
Chlorophyceae b) Resfriamento b) 5 dias a )
a-20°C,entaoa -196°C.
-70°C e -196°C.
Cha(?t_oceros a) Resfriamento
gracilis;
. controlado na
Nannochloris . .
. faixa de -51°C e
gaditane manutencao a 3 a7 semanas a
Nannochloropsis Hene a) 0,10-95.
-196°C. 4 a 8 semanas a
atomus; . . b) 7-98.
b) Resfriamento -196°C.
Rhodomonas
. controlado a
baltica;

Tetraselmis chuii;
Isochrysis galbana

-50°C, entao a
-196°C.
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Tabela 2.5. Continuacao.

Procedimento de Tempo e
Microalga temperatura de  Viabilidade (%)
congelamento
armazenamento
a) Microalgas Encapsulamento

marinhas
b) Microalgae de
agua doce

Chaetoceros
gracilis;
Nannochloris
gaditana;
Nannochloropsis
atomus;
Rhodomonas
baltica;
Tetraselmis chuii

Chaetoceros sp.;
Phaeodactylum
tricornutum

Chlorella
emersonii;
Tetraselmis
suecica;
Euglena gracilis

/desidratacéo e
manutencao a
-196°C.

Resfriamento
controlado a
-50°C, entdo a
-196°C.

a) Resfriamento
a-10°C.

b) Congelamento
pela imersao

em N, liquido e
entdo transferido
a -60°C.

a) Congelamento
rapido sem
controle a
-196°C.

b) Congelamento
lento a -30°C,
entao a -196°C.
c) Resfriamento
lento a -30°C,
entao, a -196°C.

Varios dias a a) 0-67.
-196°C. b) 0-30.

3 a 5 semanas a .

-196°C. Até 100.
7230 dias a ISA‘ollt)?evivéncia
-20°C.

ap6s 7 dias.

a) 70.
a, b, ¢) 1 ano b) 73.
a-196°C. ¢) Crescimento
anotado.

Continua.
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Tabela 2.5. Continuacao.

. Procedimento de Tempo e s
Microalga temperatura de  Viabilidade (%)
congelamento
armazenamento
a) Resfriamento
a -30°C entdo a
"196°C. Armazenamento
Extensa selecio  b) Resfriamento 2 “longo prazo” a) <10-100%.
de microalgas controlado a a-19 6g°C P b) 34-70%.

-30°C, -40°C ou
-60°C, entdo a
-196°C.

Fonte: Taylor e Fletcher (1999).

Uma preocupacao com o uso de criopreservantes é a possi-
bilidade de causar varios danos ao DNA das espécies reativas ao
oxigénio. Alguns dados mostram que os crioprotetores comu-
mente utilizados (dimetilsulf6xido, glicerol, metanol, sacarose
e albumina) sao eliminadores de hidroxila (OH). Supoe-se que
as propriedades antioxidantes dos crioprotetores sdo essenciais
para o seu mecanismo de acdo (CHETVERIKOVA, 2012).

2.6.1 Congelamento

A adicdo de crioprotetores aos cultivos também permite
que eles sejam congelados em freezers comuns (-20°C). Testes
combinando diferentes metodologias de preservacédo tém sido
realizados, buscando-se maior eficiéncia da criopreservacao.

Outra forma de manutencao de células algais é o congela-
mento, embora ainda existam dificuldades na manutencao da
viabilidade das células devido a formacao de flocos de congela-
mento da agua intracelular. Esses focos danificam as organelas
no ambiente intracelular e também provocam o rompimento
de membranas celulares, levando a morte celular. Para pre-
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venir tais danos, substincias criopreservantes sao adiciona-
das aos cultivos em diferentes concentracoes, dependendo da
microalga e do tipo de criopreservante. Porém, ndo existe um
método que permita a preservacao permanente dos isolados,
sendo necesséria a verificacdo da porcentagem de viabilidade
das estirpes periodicamente. O percentual de viabilidade das
estirpes submetidas ao congelamento pode variar muito, de
acordo com a espécie preservada, sendo admitidas recupera-
¢oes entre 10% e 60%.

2.6.2 Liofilizacao

O principio do processo da liofilizacao (resfriamento a
vacuo a -40°C) consiste na manutencdo de microrganismos
vivos, mantidos em ampolas ou frascos, pela retirada de agua
das células por meio de vacuo e precedendo ao congelamento
por sua sublimacdo em liofilizador (Figura 2.3).

Figura 2.3. a) liofilizador; e, b) ampolas contendo microalgas.
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Nessa técnica, as células sao protegidas pela adicao de agen-
tes crioprotetores, o que possibilita manutencao da sua capaci-
dade de regeneracao apés o resfriamento. Essa metodologia tem
sido bastante utilizada para preservar procariotos e oferece a
vantagem de manter por longos periodos a viabilidade celular.
O procedimento utilizado no Laboratério de Microbiologia do
Solo do IAPAR para preservar, principalmente, bactérias diazo-
tréficas é bem simples e foi adaptado para preservar microalgas.

A capacidade de preservar por liofilizacao estirpes de cia-
nobactérias reduz os custos associados a manutencao de cole-
¢oes de culturas e reduz os riscos de perda de estirpes-tipo de
espécies por meio da contaminacdo e da alteracao genética.
Portanto, os métodos de conservacdo sao atualmente neces-
sérios para assegurar a viabilidade e a integridade genética,
fisiolégica e morfolégica através de periodos de armazena-
mento. Esteves-Ferreira e colaboradores (2012) investigaram a
viabilidade celular de cinco isolados da colecdo de microalgas
e cianobactérias do Departamento de Biologia Vegetal da Uni-
versidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Os autores
relataram que a liofilizacao foi adequada para preservar ciano-
bactérias com heterocistos e outras estirpes que foram capazes
de sintetizar espessas camadas de exopolissacarideos. A liofili-
zacao foi também capaz de manter as culturas com niveis bai-
x0s de contaminantes. Como crioprotetor, o dimetilsulf6xido
foi relativamente eficiente, embora tenham sido observados
efeitos citotéxicos em algumas estirpes sensiveis. Os resultados
demonstraram que a criopreservacao com glicerol é o método
mais eficiente.

A viabilidade de células de cianobactérias liofilizadas em
soro de carneiro foi avaliada e os dados mostraram a sobrevi-
véncia das 13 estirpes (Anabaena, Anacystis, Gloecapsa, Mens-
mopedia, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria e Synechococcus).
Todavia, com excecdo da Nostoc microcorum, nenhuma sobre-
viveu quando liofilizada em soro de leite, meio albumina de
ovo ou meio de sais de Jansen (CORBETT et al., 1976).
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2.6.3 Criopreservacao

A criopreservacao é uma alternativa a repicagem periodica
ou seriada, pois evita trabalho e riscos de perdas de estirpes
importantes, entre outros. A criopreservacao utilizando nitro-
génio liquido tornou-se uma técnica importante para a manu-
tencao em longo prazo de culturas de microalgas, pois evita a
alteracao genética e reduz o risco de perda ou de contaminagao
(TAYLOR; FLETCHER, 1999). A criopreservacao (-80, -150°C
ou -196°C) consiste na manutencao de organismos vivos a
temperaturas ultrabaixas, mantendo sua capacidade de rege-
neracdo apos o resfriamento. Esse processo ocorre em etapas
controladas de congelamento e descongelamento, e exige o
emprego de crioprotetores e de temperaturas ultrabaixas e/ou
nitrogénio liquido (N,).

No processo de criopreservacido, diversos protetores tém
sido testados (CANAVATE; LUBIAN, 1995; DAY; FLECK; BEN-
SON, 2000; HUBALEK, 2003; PONCET; VERON, 2003; DAY
et al., 2006). A criopreservacao é um processo para manter, a
longo prazo, o armazenamento por tempo indeterminado de
recursos biolégicos vivos em temperaturas ultrabaixas. Para
melhores resultados na criopreservacao, em um trabalho de
revisdao, Puncocharova (1988) sugeriu o uso de leite desnatado
a 10%, adicao de glutamato monossodico a 1%, sacarose a
12%, soro de carneiro e cavalo para criopreservacao de ciané-
fitas e cloréfitas. Embora, universalmente é considerado que
0 armazenamento criogénico mantém a estabilidade genética
e fenotipica dos organismos, ainda existe a possibilidade da
criopreservacao causar alteracoes genéticas e, com isso, sele-
cionar subpopulacoes de microalgas genotipicamente dife-
rentes, devido as lesdes causadas por alguns componentes do
processo, particularmente por radicais livres de determinados
aditivos crioprotetores. A criopreservacao de 28 microalgas de
aguas continentais de diferentes géneros com protocolo-padrao
em duas etapas de resfriamento causou alteracdes genéticas,
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detectadas pela andlise de polimorfismo do tamanho de frag-
mentos cromossomicos em aproximadamente 50% das micro-
algas (MULLER et al., 2007). Os autores discutem a base das
alteracoes induzidas pela criopreservacao em termos da sua
reversibilidade, se sao atribuidas a metilacdo do DNA e/ou se
sao verdadeiras mutagoes que se manifestam no fenétipo; e,
sugerem ser mais uma resposta adaptativa ao estresse do con-
gelamento e descongelamento.

Day (2004) reporta que para preservar a viabilidade das
células na manutencao de culturas de microalgas, a secagem,
o congelamento-seco/liofilizacdo e a criopreservacao tém sido
utilizados. No entanto, o autor sugere a criopreserva¢ao como o
método com potencial para garantir a estabilidade de microal-
gas conservadas em longo prazo. Um dos métodos mais citados
na literatura para preservar microalgas vidveis tem sido o de
criopreservacao com temperaturas e procedimentos variaveis,
de acordo com as condi¢oes do laboratério e dos grupos taxo-
ndmicos (TAYLOR; FLETCHER, 1999; HUBALEK, 2003; PON-
CET; VERON, 2003; ACREMAN, 2004; ZHANG et al., 2009).

Na década de 1960, trabalhos pioneiros despertaram um
interesse crescente e inimeras investigacoes experimentais para
a criopreservacao de material de microalgas. Majoritariamente,
esses estudos referem-se a exigéncia de preservacdo a longo
termo e de armazenamento de material de algas contidas em
colecoes de culturas ou utilizados na indtstria. Em uma vasta
revisao sobre o assunto, Taylor e colaboradores (1999) abor-
daram diversas técnicas utilizadas na criopreservacao de amos-
tras bioldgicas e sua aplicacdo tanto para microalgas quanto
para as macroalgas. Protocolos de criopreservacao emprega-
dos por intimeros pesquisadores sdao detalhados e observagoes
finais sao feitas nessas técnicas e condicoes, visando assegurar
a melhor viabilidade das algas criopreservadas.

Na colecao da University of Culture Collection of Algae and
Cyanobacteria (UTCC), da Universidade de Toronto, Canad4, é
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utilizada a técnica de criopreservacao em dois passos, ou seja,
resfriamento lento a -1°C por 1 minuto a temperatura de -86°C,
e, em seguida, a imersdo das células da microalga em nitrogénio
liquido. Essa técnica tem sido utilizada com muito sucesso para
cianobactérias e microalgas verdes unicelulares (ACREMAN,
2004). Harding e colaboradores (2008) analisaram 14 estirpes
representantes de diversas microalgas terrestres eucariontes,
que foram criopreservadas pela técnica de encapsulacao/desi-
dratacdo, das quais 12 sobreviveram, apresentando formacao
de colbnias apds a recuperacao de células da criopreservacao.
Nessa estratégia crioprotetora, baseada na vitrificacao, a sobre-
vivéncia variou com o grau de tolerancia a desidratacao osmo-
tica e a dessecacdo. O grau de recrescimento das microalgas foi
afetado pelo modo de dessecacao (gel de silica ou de fluxo de
ar) e pela duracao da dessecacao por evaporacao e exposicao a
luz durante a fase de recuperacao rapida. Os autores demons-
traram: a versatilidade do método de encapsulamento/desidra-
tacdo para criopreservar diversas microalgas; o sucesso da apli-
cacdo da tecnologia de criopreservacgao nas estirpes da Colecéao
de Cultura de Algas da Universidade de Gottingen (SAG); a
recomendacao dessa técnica de encapsulamento/desidratacao
realizada com uma taxa controlada de refrigeracdo como uma
alternativa vidvel para preservar microalgas em colecoes de
culturas internacionais.

As grandes colecoes de culturas de microalgas (Tabela 2.1)
mantém culturas de algas que consistem em uma populac¢do
de células/coldénias de uma determinada espécie. Em geral, a
presenca de culturas ndo-axénicas com outros organismos, tais
como bactérias e microfungos, também estao presentes nessas
culturas. Estudos indicam que algumas bactérias associadas
as culturas sao importantes para a absor¢cao de nutrientes das
células de microalgas, agindo como simbiontes. Apesar desse
efeito benigno nas culturas crescendo ativamente, quando a
criopreservacao é aplicada ao armazenamento em estagios ina-
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tivos, esses organismos podem se recuperar mais rapido do que
as microalgas, afetando, assim, a sua recuperacgao e as avalia-
¢oes de viabilidade.

Para colecoes com grande ntimero de estirpes de microalgas
a serem preservadas e com espécies sem referéncia de procedi-
mentos de criopreservacao publicados, Amaral e colaboradores
(2013) sugeriram uma estratégia para padronizar o processo
de criopreservacao que vem sendo utilizado na Colecdo ACOL.
Os autores observaram que parte das células foram perdidas
durante o processo de criopreservacao devido a adicao de crio-
protetores (20% a 32% das perdas). Isso ocorre porque o uso
desses crioprotetores deve ser combinado com a otimizacado
das metodologias de criopreservacao das microalgas.

Amaral e colaboradores (2013) aplicaram testes simples
de criopreservacdo composto de duas etapas em um conjunto
de microalgas mucilaginosas e com caracteristicas celulares
conhecidas da Colecdo ACOI e avaliaram a viabilidade de
amostras descongeladas, bem como a proliferacao de micror-
ganismo parceiros. Os autores observaram que as microalgas
unicelulares sem estruturas exteriores podem ser criopreser-
vadas com sucesso. Com base nesses resultados, os autores
elaboraram um protocolo que consiste da adicao de metanol
(MeOH) a 5% como um agente crioprotetor e o congelamento
rapido das células microalgais. Com a aplicacao desse proto-
colo, pode-se observar a seguintes resultados:

1. Se baixa viabilidade é obtida, cada ponto critico do
método de dois passos é avaliado, comecando com um
teste de diferentes agentes crioprotetores;

2. Se um melhor resultado é alcancado com um criopro-
tetor especifico, mas a viabilidade ainda é baixa, o
préximo passo é substituir o congelamento rapido por
congelamento lento;

3. Quando boa viabilidade é alcancada com o protocolo
testado, mas a cultura apresenta baixa densidade, al-
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teracoes nas condicOes de cultivo sdao consideradas e
o protocolo é aplicado a uma cultura densa. Quando
a alta viabilidade (> 50%) é alcancada com um dos
protocolos testados, entdo, o armazenamento perma-
nente da microalga torna-se possivel.

A criopreservacdo é um procedimento de manutencido
de células de espécimens vivos dos recursos biolégicos, em
longo prazo, em temperaturas ultrabaixas e com armazena-
mento por tempo indeterminado. Supde-se que o armazena-
mento criogénico mantém a estabilidade genética e fenotipica
dos organismos. No entanto, alguns componentes do processo
de criopreservacdo, particularmente alguns aditivos criopro-
tetores e criolesdo mediada por radicais livres, podem cau-
sar alteracOes genéticas nas células. A integridade genética
em 28 estirpes de microalgas terrestres criopreservadas foi
avaliada utilizando-se a técnica molecular de AFLP, bastante
sensivel e com altos niveis de reprodutibilidade. Em cerca de
metade das estirpes investigadas foram observadas as diferen-
¢as gendmicas claramente detectaveis apds a criopreservacao,
utilizando-se um protocolo-padrao de duas etapas ampla-
mente utilizado para congelamento. Também foi considerada
a possibilidade de que a criopreservacao seleciona subpopu-
lacdes de microalgas genotipicamente diferentes (MULLER;
DAY; HARDING et al., 2007).

2.6.4 Vitrificacao/Encapsulamento

Esse processo consiste na solidificacdo de um liquido sem
cristalizacao. Esse estado é conseguido em sistemas que se
encontram suficientemente concentrados ou que sdo esfria-
dos rapidamente, para que o aumento em viscosidade iniba o
rearranjo molecular em um padrao cristalino. Com o avanco
do resfriamento, a viscosidade aumenta até o ponto em que o
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movimento de translacao molecular é essencialmente parado e
a solucao torna-se um vidro. Em termos préaticos, o vidro é um
liquido muito frio ou viscoso para fluir e, embora seja estavel
no estrito sentido da termodindmica, é considerado possuidor
de estabilidade na escala de tempo de interesse pratico para
preservacao bioldgica.

A vitrificacdo consiste no congelamento das células de
maneira muito rapida, a -1.000°C min™, seguido da imersao em
nitrogénio liquido (DAY; BRAND, 2006). Zhang e colaborado-
res (2009) aplicaram a técnica de vitrificacao/encapsulamento
para a criopreservacao de microalgas diatomdaceas marinhas,
verificando variagoes nos efeitos da composicao da solucao de
vitrificacdo, a concentracdo da solucdo de carregamento, da
duracéo dos tratamentos de carregamento e desidratacao e do
método de lavagem sobre a viabilidade de algas.

Outros métodos de conservacao de microalgas foram tes-
tados como, por exemplo, o encapsulamento (ELSTER et al.,
2008; LUKEAOVA et al., 2008), cuja metodologia consiste no
envolvimento de gotas de cultivo de microalgas em alginato de
célcio seguido de desidratacao e dessecacao até atingir cerca
de 30% de umidade. As gotas sdo, entao, submetidas a criopre-
servacao e permanecem vitrificadas por tempo indeterminado.
Maiores detalhes podem ser encontrados descritos no trabalho
de revisao sobre metodologias da criopreservacao de eucarion-
tes de Taylor e Fletcher (1999). Day e colaboradores (2000)
testaram protocolos alternativos em duas etapas envolvendo
esfriamento a -30 ou -60°C.

A microencapsulacao consiste em revestir ou no aprisiona-
mento de um material do nticleo com um material polimérico,
para gerar microesferas no intervalo de tamanho de 1-1.000
um. Essa tecnologia verséatil tem sido utilizada para encapsular
uma vasta gama de produtos, tais como produtos farmacéu-
ticos, aromatizantes, 6leos volateis, extratos de plantas, enzi-
mas e outros. Nas ultimas décadas, essa tecnologia também
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tem sido aplicada para imobilizar células microbianas, devido
as suas intimeras vantagens em relacdo a outras técnicas de
imobilizacao das células, tais como maior capacidade de carre-
gamento de células, maior sobrevivéncia celular e aumento de
producao dos produtos desejados.

O isolamento de células microbianas dentro de uma matriz
polimérica semipermedvel permite o isolamento fisico de célu-
las a partir do ambiente externo, mantendo um microam-
biente interno adequado. Foi encontrada aplicacao em dife-
rentes processos biotecnolégicos, tais como o encapsulamento
de probidticos em indastrias alimentares, nos processos de
fermentacao e biotransformacdao que produzem antibiéticos,
4cidos orgénicos, de enzimas e alcodis, bem como a descon-
taminacdo do ambiente no tratamento de aguas residuais. A
selecdo criteriosa de materiais e métodos para a producao de
microesferas € critico para assegurar o minimo de danos para a
viabilidade das células microbianas encapsuladas. Os métodos
convencionais utilizados para a microencapsulacao de células
microbianas sdo revistos juntamente com 0s recentes avancos
nos respectivos métodos (RATHORE et al., 2013).

A viabilidade de células da cianobactéria Synechocystis sp.
(PCC 6803) e a atividade fotossintética das células estressadas
durante o encapsulamento de silica sol-gel, incluindo cinco
compostos indutores de estresse (sal, etanol, glicerol, glicina e
betaina) e duas formas de exposicao (durante 2 minutos e 24 h)
foram monitoradas por fluorometria. As células encapsuladas
da Synechocystis sp. (PCC 6803) sobreviveram ao encapsula-
mento e puderam permanecer ativas pelo menos por oito sema-
nas com ligeira degradacdo na eficiéncia do PSII. A sobrevi-
véncia pés-encapsulamento foi melhorada em géis sem aditivo,
quando comparado com géis contendo polietileno glicol (PEG)
ou glicerol, tendo este demonstrado ter efeito prejudicial sobre
Synechocystis sp. (PCC 6803), reduzindo a eficiéncia da fotos-
sintese em 75%, possivelmente por interromper a transferéncia
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de excitacao entre os ficobilissomas e os fotossistemas. O crio-
protetor PEG foi igualmente deletério (DICKSON et al., 2011).

Avaliacoes da viabilidade de quatro microalgas, criopre-
servadas usando encapsulamento/desidratacado, revelaram que
todas as estirpes sofreram reducao fotossintética durante a
recuperacao precoce poés-criopreservacao. A lesdo ocasionada
nas células pelo processo de criopreservacao foi reversivel
(ELSTER et al., 2008).

LukeSova e colaboradores (2008) relataram a aplicabili-
dade bem sucedida do processo de encapsulamento/desidra-
tacdo com alginato realizada em uma colecdo de cultura de
pesquisa contendo uma diversificada gama de microalgas de
procedéncias amplas e variadas. Para as estirpes mais sensiveis
e, particularmente, aquelas que nao-axénicas, recomenda-se a
utilizacdo de agente penetrante, com excec¢ao da sacarose.

2.7 Recuperacao de Microalgas Preservadas

As estirpes de microalgas mantidas in vivo pelos métodos
de criopreservacdo ao serem reavivadas ou crescidas nova-
mente em meio de cultura exigem cuidados especiais nos pro-
cedimentos de recuperacao celular. O descongelamento das
estirpes, da mesma forma que o congelamento, é um processo
delicado. As células sdao submetidas a temperatura ambiente,
lavadas com solugao salina ou agua esterilizada com centrifu-
gacdo para retirada do produto quimico utilizado como crio-
protetor e transferidas para meio de cultivo novo. O cultivo
deve permanecer por pelo menos 12 horas sem exposicao a luz
para evitar a fotoinibicdo das células.

A capacidade de resistir a criopreservacao, usando encap-
sulamento/desidratacao foi avaliada em vinte e sete estirpes de
algas altamente diversas, isoladas de solo de diferentes proce-
déncias e habitat.
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A sobrevivéncia acima de 50% mostra que a tolerancia a
desidratacao osmoética e a dessecacao por evaporacao foi fun-
damental para o sucesso do método e a substituicao de sorbitol
para o pré-tratamento osmético ou a combinacdo de encap-
sulamento com reducao da taxa controlada em duas etapas
(LUKEAOVA; HROUZEK; HARDING et al., 2008). Harding e
colaboradores (2008) também analisaram a recuperacao de 14
estirpes de microalgas terrestres eucariéticas, preservadas pela
técnica de encapsulacao/desidratacao e observaram que estas
apresentavam diferentes graus de tolerancia a desidratacao
osmdética e dessecacdo. Os autores argumentaram que a trans-
feréncia bem sucedida dessa tecnologia de encapsulamento/
desidratacdo pode ser uma alternativa viavel para a taxa con-
trolada de refrigeracdo para preservar algas em colecoes de
culturas internacionais, porque o método apresenta versatili-
dade para criopreservar diversas espécies de microalgas.

O rompimento das capsulas seguido de crescimento de
algas em agar foi considerado o método mais confiavel e pre-
ciso de avaliar a sobrevivéncia da célula ap6és o encapsula-
mento/desidratacdo (DAY et al., 2007).

Beaty e Parker (1992) estudaram a capacidade de recu-
peracao de diversos grupos taxonomicos de microalgas, de
13 classes, do congelamento a -196°C e do descongelamento,
usando diversos crioprotetores e concentragoes. Esses autores
obtiveram menos de 77% de sucesso de recuperacao de 283
estirpes (240 espécies e 68 géneros) criopreservadas a -196°C
com o uso de diversos crioprotetores. Nesse procedimento de
recuperacao, os autores utilizaram o descongelamento répido
e a manutencdo da microalga em meio de cultura semissélido
(1% agar), com baixa luminosidade (17-22 uE m? s™).

Diversas concentragoes de dimetilsulf6xido (DMSO), meta-
nol, glicerol, dimetilsulfoniopropionato (DMSP), dimetilsufito
(DMS), meio com polivinilpironoliodione contendo 40.000
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mol (PVP-40), trealose e a combinacdo DMSO +trealose e
metanol + trealose foram testados para os géneros Colvacean,
Polytonella, Euglena, Neochloris, Chlorella na concentracao de
10! células mL?'. Os dados indicaram que, nas condi¢oes do
protocolo de criopreservacao, o melhor desempenho foi com o
crioprotetor DMSO a 5% (v/v), seguido de metanol (10%, v/v),
glicerol (10%, m/v), DMSP (1%m/v), DMS (5% v/v), DMSP
(5%m/v) e, por fim, PVP-40 (10% m/v).

Consideracoes finais

O estabelecimento de uma colecao de microalgas envolve
uma discussao institucional e, além dos critérios técnicos, uma
politica de gestao para sua formacgao, envolvendo a disponibi-
lizacao de recursos financeiros para manutencao dos espécimes
e de mao de obra especializada.

O isolamento, identificacao, caracterizacao e manutencao
de estirpes de microalgas em colecédo possibilitam a formacéo
de recursos humanos e também as pesquisas para obtencao de
produtos biotecnolégicos economicamente importantes, prove-
nientes de tecnologias que utilizem microrganismos. Contudo,
os procedimentos de manutencdo de estirpes de microalgas
podem ser dispendiosos tanto em relacao a necessidade de mao
de obra especializada quanto em relagdo ao custo financeiro.
Em funcao disso, metodologias adicionais de preservacédo
devem ser testadas para uma manutencdao menos trabalhosa e
mais eficiente de uma colecao de microalgas.

A integracdo dos bancos de microrganismos em redes
interinstitucionais ja é uma realidade para diferentes micror-
ganismos. No que tange as microalgas, o compartilhamento
e a disponibilizacdo de informacoes relacionadas ao tema ira
promover o melhor desenvolvimento de bancos ativos e os
servicos prestados.
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Introducao

A producao sustentavel de energia representa uma questao
a ser equacionada no século XXI e a producao de biocombusti-
veis pode contribuir de forma promissora para que essa equacao
seja resolvida com economicidade e baixo impacto ambiental.

Nesse contexto, a producao de biocombustiveis a partir de
microalgas apresenta como vantagens: potencial para alcancar
alta produtividade; ocupar menos area que os cultivos de plan-
tas agricolas oleaginosas; capacidade de absorver nutrientes de
meios residuais; e, elevada eficiéncia no uso de agua.

Um dos fatores decisivos para o sucesso do cultivo de
microalgas é o conhecimento de fatores envolvidos no seu cres-
cimento, que esta relacionado diretamente a uma série de con-
di¢coes bioquimicas e biolégicas. Dentre os fatores que podem
influenciar seu crescimento (MIAO et al., 2004; RICHMOND,
2004), podem ser citados: temperatura; luminosidade; agita-
¢ao; pH; nutrientes; tipo de biorreator; idade do in6culo; con-
centracao inicial de biomassa; e, densidade populacional.

Este capitulo tratard desses fatores, relacionando-os ao
processo de crescimento em ambientes de cultivo.

3.1 Fatores que Influenciam o Cultivo
de Microalgas

3.1.1 Temperatura

A temperatura afeta a composicido, a taxa metabdlica e
o crescimento celular das microalgas. Para a manutencao de
culturas de microalgas, a temperatura varia de acordo com a
espécie (JAMES et al., 1989) e deve ser escolhida em funcao
do local em que cada espécie foi coletada (BARSANTI; GUAL-
TIERI, 2006; LAURA et al., 2006). Microalgas provenientes
de ambientes polares devem ser cultivadas em temperaturas
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abaixo de 10°C, de ambientes temperados entre 10°C e 25°C e
nos demais ambientes tropicais em temperatura superiores a
20°C. A escolha da temperatura especifica baseia-se na compo-
sicao do meio e na espécie escolhida para cultivo, contudo, usu-
almente, os cultivos toleram faixas de temperatura entre 16°C e
27°C (BARSANTI; GUALTIERI, 2006; LOURENCO, 2006).

Para o género Spirulina, a temperatura 6tima de cresci-
mento é de 30-40°C (RICHMOND, 1990), porém, de acordo
com Andrade e Costa (2007), elas suportam temperaturas
minimas de 8°C e maximas de 46°C. Algumas microalgas
sao tolerantes a temperaturas elevadas, como o género Chlo-
rella, que mantém seu desenvolvimento em temperaturas até
42°C, mas sao cultivadas, normalmente, entre 25°C e 35°C
(OGBONNA et al., 1996).

Temperaturas constantes sao desejaveis no cultivo desses
microrganismos, pois proporcionam maior estabilidade em
experimentos e maior reprodutibilidade dos resultados. O con-
trole da temperatura nos cultivos em laboratério é facilmente
alcancado em salas climatizadas, enquanto nos cultivos em
escala comercial, esse controle é dificultado. A dificuldade da
manutencao da temperatura ocorre em funcao das flutuacoes
sazonais e diurnas, representando uma das principais limita-
¢Oes para a producao de biomassa de microalgas, sendo respon-
savel, muitas vezes, pela baixa produtividade em tanques aber-
tos (SOARES; DINIARA, 2010). A producao de lipideos e acidos
graxos por microalgas também pode ser influenciada peal tem-
peratura. O aumento da temperatura da cultura microalgal
causa aumento no teor de proteinas e diminuicao nos teores de
carboidratos e lipideos das células. Além disso, com o aumento
da temperatura, muitas espécies diminuem os percentuais de
acidos graxos insaturados e aumentam os percentuais dos aci-
dos graxos saturados da fracao lipidica (MORTENSEN et al.,
1988). O grau de insaturacao dos acidos graxos esta associado
a fluidez da camada fosfolipidica da membrana celular, que se
torna menos fluida com uma diminui¢do do nimero de insatu-
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racoes na cadeia de acidos graxos. Esses efeitos sdo indicativos
de interrupcoes dos processos de dessaturacao das cadeias de
4cidos graxos em altas temperaturas (RENAUDL et al., 1995;
OLIVEIRA et al., 1999).

Portanto, a producao comercial das diversas espécies de
microalgas depende diretamente da temperatura do ambiente,
devendo estar ajustada a faixa mais adequada para a espécie a
ser cultivada.

3.1.2 Luminosidade

A luz é essencial para o desenvolvimento das microalgas
fotoautotréficas. A quantidade de energia luminosa recebida
pelas células ira repercutir na quantidade de carbono fixado,
influenciando a producao de biomassa e a taxa de crescimento
das culturas microalgais (DERNER, 2006).

Baixa intensidade luminosa favorece a obtencao de bio-
massa rica em clorofila, enquanto alta intensidade favorece os
parametros de crescimento (DANESI et al., 2004).

As microalgas nao fazem distin¢do entre luz natural e arti-
ficial, mas tém muita sensibilidade a altas intensidades lumi-
nosas, bem como a alteracoes do ciclo claro/escuro (ROCHA et
al., 2003).

A fonte de luz é classificada em termos de fotoperiodo
(horas de luz: horas de escuro, ou seja, tempo de exposicao a luz
ou fotéfase) e qualidade e intensidade espectral (comprimento
de onda) (DUBINSKY, 1990). A luz varia tanto no espaco (pro-
fundidade e latitude) quanto no tempo (diariamente e sazo-
nalmente), implicando diretamente no crescimento microalgal
(DARLEY, 1982).

E particularmente comum o uso de 12 horas de luz: 12
horas de escuro para fins de manutencao de cultivos em
laboratério, ja em cultivos experimentais, 16 horas de luz: 8
horas de escuro, dependendo dos objetivos. Ou seja, a adoc¢édo
de fotoperiodo longo ou de luz continua é mais comum em
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cultivos com finalidade comercial, em que a exposicao das
microalgas a periodos maiores de luz tende a estimular maior
desenvolvimento dos cultivos (LOURENCO, 2006).

A luz utilizada pelas algas fotossintetizantes encontra-se
na faixa espectral da radiacao solar de 400 nm a 700 nm, que
corresponde a radiacdo fotossinteticamente ativa absorvida
pelos pigmentos fotossintetizantes (unidades fotossintéticas).
Esses pigmentos sao classificados em trés grupos: as clorofi-
las, os carotenoides e as ficobilinas, sendo que cada um difere
em sua composicao quimica e apresenta diferentes capacida-
des de absorver luz em determinado comprimento de onda
(SUH et al., 2003).

As lampadas fluorescentes mais adequadas ao cultivo de
microalgas sao as de luz fria, luz branca quente ou as do tipo
luz do dia. Nas salas de cultivo (cAmaras de crescimento), reco-
menda-se a utilizacdo de lampadas do mesmo tipo e poténcia.
Geralmente, sdo utilizadas lampadas de 40 W ou de 20 W (LOU-
RENCO, 2006). De acordo com Lourenco (2006), os melhores
resultados com cultivos microalgais sao alcancados com ilumi-
nacao artificial fluorescente.

A quantidade de luz absorvida pelas células microalgais
em suspensao dependem de vérios fatores, que incluem a dis-
tribuicao das células no meio de cultura, a densidade celular
e a pigmentacdo das células (RUBIO et al., 2003; SUH; LEE,
2003; LEE et al., 2006).

O aumento da concentracdo celular microalgal no decor-
rer do cultivo gera o efeito de autossombreamento entre as
células, diminuindo a quantidade de luz disponivel por célula.
Como resultado, a eficiéncia fotossintética diminui, acarre-
tando diminuicdo da produtividade de biomassa (SOARES;
DINIARA, 2010).

O aumento da intensidade luminosa gera aumento da
produtividade de biomassa até certo nivel. A partir de deter-
minado ponto, os fotossistemas das unidades fotossintéticas
sao danificados e a produtividade de biomassa diminui. Esses
danos causados pelo excesso de luz sdo descritos como fotoini-
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bicdo (RUBIO; CAMACHO; SEVILLA et al., 2003; RICHMOND,
2004). Entretanto, esse fendmeno também pode ocorrer sob
intensidades luminosas moderadas, se a taxa fotossintética
estiver limitada por fatores estressantes como, por exemplo,
baixas temperaturas (SAMUELSSON et al., 1985).

Portanto, é importante manter um nivel adequado de luz
durante todo o periodo de cultivo celular ou utilizar essa luz
de forma eficiente, expondo as microalgas a pequenos periodos
ciclicos de claro/escuro (RICHMOND, 2000).

O controle da luz somente nao induz o crescimento da bio-
massa algal. A agitacao do meio exerce grande influéncia sobre
a distribuicao da luminosidade em cultivos microalgais, sendo
vital na avaliacdo da cinética de crescimento (SERENOTTI et
al., 2004). Jourdan (2001) afirma que altas intensidades lumi-
nosas, sem agitacdo do meio de cultivo, causam fotdlise ou
fotodestruicao das células, devido ao efeito fotoelétrico, jus-
tificando a pratica da agitacdo. Além disso, altas intensidades
luminosas com alta agitacdo propiciam crescimento 6timo,
em uma condicao em que todos os filamentos recebem cargas
frequentes de luz, mas ao mesmo tempo, sao constantemente
sombreadas por outros filamentos, promovendo prote¢do con-
tra exposicao excessiva a luz. Por outro lado, baixa intensidade
luminosa com baixa agitacdo propicia baixo crescimento, mas
a pigmentacao é favorecida, ou seja, a coloracao se torna verde
escura e o azul da ficocianina se torna aparente.

As condic¢oes de iluminacao do cultivo também afetam a
fracdo lipidica da biomassa. Rebolloso-Fuentes et al. (2000),
em seus estudos com a microalga Phaeodactylum tricornutum,
concluiram que ao aumentar a irradiancia houve aumento da
produtividade de biomassa, porém, o teor de lipideos diminuiu.

3.1.3 Aeracao

O processo de agitacdo de uma suspencdo microalgal
torna-se igualmente importante, pois permite que as células
fiquem suspensas no meio, melhora a eficiéncia da utilizacdo
da luz, favorece a troca de gases, impede a estratificacao tér-
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mica, auxilia na distribuicio homogénea dos nutrientes, evita
o acimulo de matéria organica no fundo do biorreator e a
sedimentacao das microalgas (BOYD et al., 1984; BORGHETTI,
2009); reduz, ainda, a foto-oxidacao pela eliminacao do oxigé-
nio supersaturado no meio (RICHMOND, 2004). Todos esses
fatores influenciam a produtividade de biomassa microalgal
(SUH; LEE, 2003).

Em cultivos de microalgas realizados em escala laborato-
rial (pequenos volumes), a agitacdo pode ser realizada com
o auxilio de um “shaker” ou através de aeracdo, que é feita
com a injecdo de ar (atmosférico ou enriquecido com CO,),
através de mangueiras de silicone no fundo do frasco ou atra-
vés de bombas de aquario externas. Para que a dissolucao dos
gases seja mais eficiente, é necessario produzir bolhas peque-
nas. Esse efeito pode ser obtido pelo uso de pedras porosas ou
pipetas de vidro de ponta fina na extremidade das mangueiras
(LOURENCO, 2006).

Nos cultivos em grande escala, a mistura é feita de dife-
rentes formas, que dependem da estrutura do sistema utili-
zado. Tanques pequenos, geralmente localizados em ambiente
coberto, podem ser agitados por meio de compressores de ar,
enquanto em tanques grandes a aeracdo nao é suficiente para
assegurar uma distribuicao uniforme das células. Nesse caso, a
mistura é realizada por pés rotativas ou por recircula¢ao da cul-
tura através de bombeamento. Nos fotobiorreatores tubulares,
o processo de mistura da suspensao microalgal é realizado por
bombas mecéanicas ou por borbulhamento de ar (LOURENCO,
2006; BRENNAN et al., 2010).

Fast e Boyd (1992) enfatizam que a aeracao mecanica é
necessdaria, principalmente nas seguintes condicdes: durante a
noite, devido a alta taxa de respiracdo das microalgas; quando
as microalgas nao sao sadias (enfermas ou muito velhas) e ori-
ginam menor producao de oxigénio e alto risco de morte repen-
tina de toda a biomassa; durante a falta ou caréncia de luz, pois
a pouca radiacao (solar ou artificial) diminui substancialmente
a producao de oxigénio (inibicao da fotossintese).
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A grande maioria das espécies microalgais necessita de
agitacao, entretanto algumas sofrem efeitos adversos quando
submetidas a areacao. Estas, geralmente, possuem paredes
celulares frageis ou ausentes ou, ainda, tém hébito de cresci-
mento lento (BARSANTI; LAURA; PAOLO GUALTIERI, 2006;
LOURENCO, 2006).

Assim, para uma producao satisfatéria de biomassa algal é
necessario um ambiente de temperatura, luminosidade e agita-
¢ao equilibrados e adequados a cada espécie.

3.1.4 pH

O pH é um dos parametros mais importantes no processo
de cultivo de microalgas, pois determina a solubilidade do di6-
xido de carbono e minerais no meio e influencia direta ou indi-
retamente o metabolismo das algas. O pH depende de varios
fatores como composicao e capacidade tamponante do meio,
quantidade de di6xido de carbono dissolvido, temperatura
(que determina a solubilidade do CO,) e atividade metabdlica
das células (BECKER, 1995).

Elevacoes do pH podem ocorrer em funcao do metabo-
lismo autotréfico, quando o ion bicarbonato do meio se desi-
drata, formando CO, para a fotossintese e ions OH (SHIRAIWA
et al., 1993). A liberagao de CO, no meio causa reducdo no pH,
que deve ser mantido em valores entre neutro a alcalino, para
a maioria das espécies de microalgas (RAVEN, 1990).

De acordo com Bertoldi et al. (2007), o aumento da densi-
dade celular das microalgas faz com que a atividade fotossin-
tética reduza o teor de CO, no meio de cultivo, aumentando,
consequentemente, o pH. Esse aumento faz com que ocorra a
formacdo de gés de amoénia a partir da dissociacdo do ion amo-
nio, que é toxico para microalgas. Estudos reportam que a fotos-
sintese algal é inibida com concentracdo de amoénia acima de
28 mg L' em cultivos com pH acima de 8,0 (AZOV et al., 1982).

Cada espécie de microalga possui uma faixa de pH ade-
quada para seu crescimento.
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3.2 Nutrientes

As microalgas apresentam alta diversidade caracterizada
por atributos fenotipicos e genotipicos. Essa diversidade pode
estar relacionada, ainda, com os diferentes ambientes que atuam
sobre o desenvolvimento desses microrganismos. Em ambientes
de agua doce ocorre grande diversidade de microalgas. Apesar
das diferencas estruturais e morfolégicas e do meio aquatico de
ocorréncia, as microalgas sao fisiologicamente similares e apre-
sentam metabolismo anilogo ao das plantas superiores.

As microalgas aqudticas apresentam alta eficiéncia fotos-
sintética, taxa de proliferacdo rapida, ampla adaptabilidade de
tolerancia a ambientes extremos e excelente desenvolvimento
em cultivos intensivos, o que as tornam eficazes na captura e
incorpora¢do do CO, atmosférico. Para expressar essa poten-
cialidade, as microalgas necessitam, dentre outros fatores, de
nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento.

O material vegetal fresco é constituido por cerca de 80-90%
de 4gua. Quando este é seco a 60°C, por 24-48 horas, a matéria
seca remanescente possui em torno de 10-20% da massa fresca
inicial. Os resultados de andlises quimicas de material vegetal
sdo expressos, mais frequentemente, com base na massa seca
(Tabela 3.1).

Considerando que menos de 10% da massa fresca das algas
é matéria seca e que 90% dessa matéria seca é constituida por
carbono, hidrogénio e oxigénio, pode-se afirmar que todos os
outros elementos representam 1% da massa fresca (Tabela 3.1).

A presenca de um elemento em uma alga nao significa, por
si s0, que ele tenha funcao essencial em sua vida. Um elemento
é considerado essencial quando, conjuntamente, sua deficién-
cia impossibilita a alga de completar seu ciclo de vida; essa
deficiéncia deve ser especifica, ndao podendo o elemento ser
substituido por outro no desempenho de sua funcao; e o ele-
mento deve estar envolvido diretamente na nutricao da alga,
independentemente de seus efeitos na correcdo e melhoria do
meio de cultivo (EPSTEIN e BLOOM, 2006).
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Tabela 3.1. Composicdo elementar média da planta de milho e de
algas e faixa de variacdo de elementos em algas.

Elementos Milho' Algas® Faixa de variacao
(ug mg") para algas
Oxigénio 444 275 205-330
Carbono 436 430 175-650
Hidrogénio 62 65 29-100
Nitrogénio 15 59 10-140
Silicio 12 54 0-230
Potéassio 9,2 17,3 1-75
Célcio 2,3 8,7 0-40
Fosforo 2,0 11 0,5-33
Magnésio 1,8 5,6 0,5-75
Enxofre 1,7 5,9 1,5-16
Cloro 1,4 - -
Aluminio 1,1 - -
Ferro 0,8 5,9 0,2-34
Manganés 0,4 0,06 0,02-0,24
Sédio - 6,1 0,4-47
Zinco - 0,28 0,005-1,0
Boro - 0,03 0,001-0,25
Cobre - 0,10 0,006-0,3
Cobalto - 0,06 0,0001-0,2
Molibdénio - 0,0008 0,0002-0,001

"Resultados obtidos por Miller (1938) citado por Epstein e Bloom (2006); 2Adaptado de Hecky e Kilham (1988).
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As células das algas exigem elementos em proporcoes rela-
tivamente fixas para se reproduzir. Essas proporcoes variam
com o género das algas e, no mesmo género, entre espécies
de algas. Apesar da frequente variacao entre espécies, é possi-
vel considerar uma composicao média adequada de nutrientes
para o desenvolvimento de algas (Tabela 3.1). A faixa relati-
vamente estreita de composicdo elementar evoluiu, presumi-
velmente, porque todas as células das algas tém que executar
funcoes metabdlicas e possuem, qualitativamente, exigéncias
estruturais semelhantes (HECKY; KILHAM, 1988).

Dependendo da quantidade exigida de nutrientes pelas
algas, eles podem ser denominados macronutrientes (carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, silicio, potéassio, fésforo,
sodio, calcio, enxofre e ferro) e micronutrientes (zinco, boro,
cobre, manganés e molibdénio). Alguns elementos sdo classi-
ficados como benéficos para o desenvolvimento de vegetais e
algas, como o cobalto, o vanadio e o selénio. Nutrientes exigi-
dos em concentracoes da ordem de unidades ou centenas de
ug mg' de massa seca sao considerados macronutrientes. Esse
é o caso do nitrogénio, 55 pug mg! de massa seca, e do fésforo,
11 pg mg' de massa seca. Elementos exigidos em menores
concentracoes, abaixo de unidades de pg mg' de massa seca
sdo considerados micronutrientes, como o zinco, 0,28 ug mg™
de massa seca. A classificacdo quantitativa nao é, necessaria-
mente, compativel com os critérios de essencialidade descritos
anteriormente. Assim, o silicio é encontrado em altas concen-
tracOes em algumas microalgas, 54 ug mg' de massa seca, e
ndo atende os critérios de essencialidade para o crescimento
das algas. De outro lado, ha algas que ndo requerem silicio
para o seu crescimento. Portanto, a op¢do por um meio de cul-
tivo deve atender os critérios de essencialidade dos nutrientes,
as demandas especificas de cada alga e os objetivos a que se
propoe o cultivo.

A composicdo elementar média das algas (Tabela 3.1)
indica que o carbono (C) é o elemento encontrado em maior
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quantidade nas algas. Esse fato decorre de sua participacdo em
todas as substancias organicas sintetizadas pelas células. Natu-
ralmente, o carbono nao é limitante ao desenvolvimento das
microalgas de 4gua doce e diversos meios de cultivo nao adicio-
nam o nutriente em sua composicao. Entretanto, considerando
a relacao de carbono, nitrogénio e fésforo de 39:6:1, respecti-
vamente, na composicao elementar média (Tabela 3.1), cons-
tata-se que em cultivos densos, particularmente, pode ocorrer
limitacdo de crescimento das algas pela caréncia de carbono.
De outro lado, a proporcao entre carbono e nitrogénio na rela-
¢do acima é de 6,5. O enriquecimento do meio em nitrogénio
pode aumentar a velocidade de crescimento das algas e dimi-
nuir a propor¢ao C:N, promovendo consumo rapido do car-
bono disponivel e a consequente limitacdo no crescimento das
algas. Nessas condicoes, a adi¢ao de fontes de carbono ao meio
de cultivo é justificavel.

O hidrogénio (H), apesar da elevada participa¢do na com-
posicao das algas, nao constitui fator limitante ao cultivo de
microalgas de agua doce. Ele é adquirido pela oxidacdo da
molécula de 4gua nas reacoes do fotossistema II da fotossintese.

O oxigénio (O) é essencial nas atividades respiratérias e nos
processos que necessitam de energia. Geralmente, encontra-se
em altas concentragoes nos meios de cultivo das microalgas de
dgua doce. Em ambientes aquaticos que recebem ou apresen-
tam grandes cargas de matéria organica, o oxigénio pode ser
limitante as microalgas.

O nitrogénio (N) é o elemento mineral mais abundante nas
algas (Tabela 3.1), pois é constituinte de aminoécidos, protei-
nas, enzimas, coenzimas e nucleotideos. As proteinas contém
em torno de 18% de N, que é absorvido predominantemente
como nitrato e amonio. O N-NO, é a forma mais estavel pre-
sente nas dguas de rios e lagos. Se o suprimento de nitrogénio
é abundante nos meios de cultivo, ocorre aumento nas concen-
tracoes de proteina e de clorofila nas células. Contrariamente,
quando as concentracoes do nutriente sdo baixas no meio de
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cultivo, verifica-se diminuicdo marcante na taxa de divisdo
celular e, por consequéncia, reducao na biomassa algal. Nessa
condicao, a concentracao de polissacarideos e lipideos pode
aumentar muito em relagdo ao total de proteinas nas células.

O foésforo (P) estd associado aos processos metabodlitos
relacionados a aquisicao, estocagem e utilizacdo de energia:
actcares fosfatados e adenosinas fosfatos (AMP, ADP e ATP),
nucleotideos e acidos nucleicos. Portanto, é absorvido e utili-
zado na forma oxidada, nao sendo reduzido na planta como
ocorre com o nitrato e o sulfato. O P na forma orgénica somente
pode ser absorvido pela planta apds sua mineralizacao, entre-
tanto as algas podem utilizar acticares fosfatados como fonte
do nutriente, ainda que requerendo hidrélise enzimatica. Esse
comportamento é, possivelmente, uma adaptacao das algas a
distribuicao heterogénea de P no ambiente; entretanto, quando
a concentracao do nutriente € alta, elas podem tornar-se uma
fonte de poluicao do meio. Assim como o N, o P é um dos
nutrientes limitantes ao crescimento do fitoplancton, em razao
de sua demanda e grande variabilidade de concentracdo no
ambiente natural. Em meios de cultivo para microalgas, uti-
liza-se P em concentracoes relativamente elevadas.

O potaéssio (K), embora seja o mais abundante mineral cati-
oOnico constituinte das algas (Tabela 3.1), ndo é um constituinte
integral de qualquer metabdlito isolado em algas. Ao contrario,
ele est4 presente como ion livre (K*) em altas concentracdes, o
que o torna o maior agente osmético catidénico junto com con-
centragoes equivalentes de dnions inorgénicos e orgénicos. As
funcoes especificas do potéssio requerem apenas uma pequena
fracdao da concentracao total encontrada nas microalgas. Essas
funcoes estao relacionadas a ativacao de enzimas, a participa-
¢do no transporte por meio de membranas, a neutralizacao de
anions e a manutenc¢do do potencial osmético das microalgas.

O célcio (Ca) cumpre multiplas funcoes nos vegetais. Quan-
titativamente é o de maior ocorréncia no apoplasto, espaco da
parede celular onde ele tem pelo menos duas funcoes distin-
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tas: interligar cadeias pécticas, contribuindo para sua estabi-
lidade, e atuar nas propriedades mecanicas do gel péctico. O
célcio tem, ainda, papel importante na mitigacao de estresses
ambientais como salinidade, hip6xia, choques de frio e calor e
altas concentracdes de metais téxicos como o aluminio. E um
nutriente exigido em quantidades moderadas pelas microalgas
(Tabela 3.1).

O magnésio (Mg) fica no centro das moléculas das cloro-
filas a e b e, por essa razao, é essencial as algas. O Mg parti-
cipa em varias reacoOes da fotossintese e ativa mais enzimas que
qualquer outro nutriente mineral. Entre essas ativacoes enzi-
maticas, as mais importantes sdo aquelas envolvidas na trans-
feréncia de energia pelo ATP.

O enxofre (S) tem papel fundamental na estrutura e na
regulacao de proteinas, pois os grupos sulfurosos no amino-
acido cisteina, frequentemente, formam pontes de bissulfeto
que determinam a configuracao da proteina. O S participa no
transporte fotossintético e respiratdrio de elétrons, por meio
de grupamentos ferro-enxofre. O nutriente é constituinte da
metionina e cisteina, aminoacidos que integram a estrutura e
o funcionamento de muitas enzimas. E exigido pelas algas, em
média, na mesma quantidade que o magnésio (Tabela 3.1).

O Silicio (Si) é considerado um macronutriente essencial
para diatoméaceas marinhas e de dgua doce. Essas algas pos-
suem paredes celulares notaveis, que sao pesadamente impreg-
nadas com silica amorfa (S8i0,. nH,0); essas estruturas sdo
frequentemente chamadas de fristulas. Diatoméceas podem
apresentar demanda por silicio tdo alta quanto por nitrogé-
nio (N:Si=1:1), conforme demonstrado na Tabela 3.1. Outros
grupos de algas podem consumir Si, mas a demanda é geral-
mente baixa, podendo ser dispensado seu uso. Em meios de
cultivo, geralmente, o Si é adicionado na forma de sais de sili-
cato de sédio. Esses sais, entretanto, contribuem para precipi-
tar nutrientes do meio de cultivo, devendo-se, assim, omitir o
elemento, se a espécie cultivada nao necessita-lo.




Microalgas de Aguas Continentais | Volume 1

O Ferro (Fe) é, quantitativamente, exigido como o Mg e
o S (Tabela 3.1). O Fe, nas algas, participa em intimeras fun-
¢Oes como nas vias biossintéticas da clorofila e dos citocromos,
no transporte de elétrons, na respiracdo e na fotossintese, na
reducao de nitrato e nitrito, na reducgao de sulfato e é, ainda,
cofator de varias enzimas. O Fe ocorre, predominantemente,
como Fe?’* em meios anaerdbicos e com baixo pH, sendo a
forma mais soltivel desse elemento quimico. O Fe3** predomina
em meio aerdbico, em valores de pH préximos da neutralidade,
e é menos soltvel que a forma Fe?*. Nos meios de cultivo, o
Fe tende a formar suspensoes coloidais e agregar-se a matéria
particulada. E frequente a precipitacio de compostos no meio
de cultivo, principalmente apds a autoclavagem.

Os micronutrientes, sobretudo os metalicos, participam da
estrutura e da atividade de diversas enzimas que estdo envol-
vidas em diferentes vias metabdlicas das algas. Uma segunda
funcao dos micronutrientes é a participa¢dao na organizacao de
organelas celulares como os ribossomos. Alguns metais consi-
derados nutrientes, como o cobre e o zinco, podem ser téxicos
para as algas, em funcdo de sua concentracdo no meio. Por
outro lado, metais sem funcdo metabdlica conhecida, como
o cadmio, o chumbo e o mercirio, também sao téxicos em
concentracoes elevadas. Em geral, a toxidez de certos metais
decorre da inibicao da absor¢ao de metais nutrientes e/ou
interferéncia no metabolismo intracelular do metal nutriente.
Essas relacdes revelam que certos metais toxicos atuam como
antagonistas e, se presentes em altas concentracoes, podem
provocar deficiéncia em determinado metal nutriente mesmo
que este esteja disponivel no meio.

3.3 Gas Carbonico

Desde a década de 1980, mudancas sdao percebidas no
clima mundial. Estudos comprovam que a acado do homem é
responsavel pelo aumento da emissao de gases que provocam o
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efeito estufa. A fixacao de gés carbénico pelo cultivo de micro-
algas é um dos métodos mais promissores para a reducao dos
gases do efeito estufa (SATO et al., 2006).

Os microrganismos fotossintéticos, em especial as microal-
gas, tém sido utilizados no sequestro e assimilacao do di6éxido
de carbono. As fontes de nutrientes como carbono e nitrogénio
no cultivo de microalgas representam importantes componen-
tes, de modo que reduzir a quantidade de meio inorgénico, sem
perder em produtividade, pode ser um artificio para minimizar
custos de produgao (BENEMANN, 1997). A remocéo de CO, e
6xido nitrico (NO) por microalgas pode ser um dos mais efi-
cientes processos de reducdo desses gases, sem a necessidade
de mudancas radicais na matriz energética mundial e nas ativi-
dades produtivas (MORAIS et al., 2008).

A carboxilizagdo é o processo no qual as moléculas de CO,
sdo fixadas na fase escura da fotossintese e é favorecida por
razoes baixas de O,/CO,. A fotorrespira¢do compete com esse
processo, no qual o carbono orgénico é convertido em CO, sem
nenhum ganho metabdlico. Para atingir rendimentos 6timos
em cultivo de microalgas em massa é necessario minimizar os
efeitos da fotorrespiracdo através do enriquecimento com CO,,
além da quantidade presente naturalmente no ar. O destino
do carbono fixado dentro das células estd fortemente ligado
a concentracdao de nitrogénio no meio de cultivo, elemento
que compode cerca de 7% a 10% da massa seca das microal-
gas. Em geral, a producao de moléculas constituidas de nitro-
génio é prejudicada em condicoes de suficiéncia do elemento.
Ja em concentracgoes limitadas de nitrogénio, o fluxo de car-
bono é desviado da sintese de proteinas para a sintese de lipi-
deos ou carboidratos ou, ainda, carotenoides secundarios em
algumas espécies (MASOJIDEK; KOBLIZEK; TORZILLO, 2004;
VONSHAK et al., 2004).

As algas crescem utilizando como fonte de carbono o CO,
do ar, que contém somente 0,03% desse gis, muitas vezes
sendo necessaria sua adicao ao cultivo (BORGHETTI, 2009).
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Segundo Tsuzuki et al. (1990), a adi¢do de CO, aos culti-
vos influencia o contetido lipidico e o grau de insaturacao dos
acidos graxos, sendo este, portanto, um nutriente essencial no
cultivo de microalgas. A espécie C. kessleri apresentou os maio-
res teores lipidicos na biomassa seca comparado as demais
microalgas, alcancando valores de 9,7% e 7,8% (m/m) nos
ensaios com adi¢do de 12% e 18% de CO,, respectivamente.
Para C. vulgaris, a concentracao de lipideos na biomassa seca
variou de 3,0% a 4,6% (m/m). Em cultivo de Chlorella sp. HA-1
realizado com ar enriquecido com 10% de CO,, o contetido
lipidico alcancou 18,4% (YANAGI et al., 1995).

Estima-se que cada tonelada de biomassa algal produ-
zida consome cerca 1,7 toneladas de CO, por meio da fotos-
sintese. Isso representa uma quantidade de vinte a quarenta
vezes mais do que a absorvida por outras culturas oleaginosas
(MULDER, 2009).

3.4 Meios Alternativos de Cultivo

Meios de cultura consistem da associacdo qualitativa e
quantitativa de substancias que fornecem os nutrientes neces-
sarios ao desenvolvimento (cultivo) de microrganismos fora do
seu meio natural. Esse meio deve suprir todas as necessidades
nutritivas do microrganismo para a sintese do material celular
e a producdo de metabdlitos de interesse industrial. Devido
a ampla diversidade de microrganismos, existem véarios tipos
de meios de cultura para as variadas exigéncias nutricionais.
Além dos nutrientes, é preciso fornecer condicées ambientais
favoraveis ao desenvolvimento dos microrganismos, tais como
pH, pressdao osmética, umidade, temperatura e luminosidade,
dentre outras.

O desenvolvimento de um processo biotecnolégico requer
o cultivo de células microbianas em meios de cultivo adequa-
dos, que podem ser classificados em: meios sintéticos (quimi-
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camente definidos) e meios complexos. Os sintéticos sao aque-
les em que a composicao quimica exata é conhecida. Alguns
microrganismos necessitam de um meio definido, com muitos
fatores necessarios para o seu crescimento e sao denominados
fastidiosos ou muito exigentes em termos nutricionais. Meios
quimicamente definidos sao utilizados, normalmente, em tra-
balhos experimentais em laboratérios ou para o crescimento de
seres autotroficos (TORTORA et al., 2006). Ja os meios com-
plexos, sdo aqueles que apresentam algum componente que
tem composicdo varidvel. Nesse caso, estdo incluidos extratos
de leveduras, carne, plantas ou produtos da digestao proteica,
como peptonas. Muitos meios complexos sao fontes de carbono
e nitrogénio e podem suprir de maneira satisfatéria as necessi-
dades nutricionais de alguns microrganismos e serem utiliza-
dos como um componente do meio de cultivo de forma econo-
mica. O seu uso também tem um papel ambiental, pois evita
o desperdicio de material aproveitavel e a poluicdo do meio
ambiente no seu descarte (TORTORA; FUNKE; CASE, 2006).

A composicao nutricional do meio de cultivo depende do
microrganismo que esta sendo cultivado, pois cada organismo
possui vias metabdlicas especificas para a obtencao de energia
e a producao de metabdlitos. A variedade de espécies e cepas
e a diversidade de tipos de microrganismos podem determinar
especificidades com relacao as necessidades nutricionais.

Dentre os microrganismos, as microalgas estdo sendo estu-
dadas em pesquisas biotecnolégicas devido a sua importancia
nutricional, econémica e ecolégica (COSTA et al., 2006). Uma
das formas de utiliza-las é no tratamento de residuos das ati-
vidades agropecuérias, pois além de ajudar na purificacao dos
efluentes, a biomassa algal produzida tem alto valor biol6gico
e economico (RODRIGUES; BELLI-FILHO, 2004). Outra forma
de utilizacdo desses microrganismos é a extracdo de biomassa
e lipideos para biocombustivel.

Porém, produzir microalgas utilizando reagentes quimicos
comerciais torna o processo de cultivo limitante, devido ao alto
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custo desses produtos. Em geral, os meios de cultura sado liqui-
dos, sélidos ou semissélidos e devem proporcionar todos os
elementos essenciais ao desenvolvimento de uma microalga.
Mais do que isso, hd elementos essenciais para certas espécies
que podem ser desnecessarias para outras. Nao ha, entretanto,
nenhum meio de cultura viadvel para o cultivo de todas as espé-
cies de microalgas. Os exemplos mais bem sucedidos de meios
de cultura contemplam, de forma abrangente, as necessidades
nutricionais de centenas de espécies testadas e passam a ser,
naturalmente, a primeira opcao de meio de cultura a ser tes-
tado no caso de espécies cujas necessidades nutricionais basi-
cas sao desconhecidas (LOURENCO, 2006). Na Tabela 3.2 sao
apresentados alguns meios comerciais utilizados para esse fim.

Tabela 3.2. Concentracoes de alguns meios de cultura comumente
utilizados no cultivo de microalgas.

Zarrouk! Paoletti? Chu® BBM* BG-11°

Nutrientes
(gLh
NaHCO, 16,8 15,15 - - -
K,HPO, 3H,0 - - - - 0,04
KH,PO, - - 0,0062 0,175 -
K,HPO, 0,5 0,50 - - -
KNO, - 2,57 - - -
K,SO, 1,0 - - - -
NaNO, 2,5 - - 0,25 1,5
Na,SO, - 1,88 - - -

NacCl 1,0 0,92 - - -

Continua.
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Tabela 3.2. Continuacao.

Zarrouk! Paoletti?  Chu® BBM* BG-11°

Nutrientes
(gLh

Na,CO, - 8,89 0,02 - 0,02
NaSiO,.9H,0 - - 0,025 - -
MgSO,.7H,0 0,2 0,25 0,025 0,075 0,075
CaCl, 0,04 - - - 0,036
CaCl,.2H,0 - 0,05 - 0,025 -
Ca(NO,),.4H,0 - - 0,02 - -
Citrato férrico - - - - 0,006
Acido Citrico - - - - 3,0
Solucéo de e-EDTA* 0,08 - - - 0,001
EDTA - - - 0,050 -
Na,EDTA.2H,0 - - 0,002 - -
FeSO,.7H,0 - - - 0,00498 -
FeCl,.6H,0 - - 0,001 - -
H,BO, 2,86 0,92  0,00248 0,01142 0,00286
MnSO,.H,0 - 1,54 - - 0,0017
MnCl,.4H,0 1,81 - 0,00139 - -
MnO, 0,015 - - - -
ZnSO,.7H,0 0,222 0,22 - 0,00882 0,000222

NaMoO,.2H,0 - 0,39 - 0,00072  0,00039

Continua.
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Tabela 3.2. Continuacao.

Zarrouk! Paoletti>?  Chu® BBM* BG-11°

Nutrientes
(gLlh
CusS0,.;5H,0 - 0,079 - - 0,000079
CuCO,.5H,0 0,079 - - - -
CoCl,.6H,0 - 0,038 - 0,00038 0,0000404
NH,VO, 22,86 - - - -
NH,Mo,0,,.4H,0 - - 0,001 - -
KCr(SO,),.12 H,0 192 - - - -
NiSO, 6.H,0 44,8 - - - -
Na,WO,.2 H,0 17,94 - - - -
TiOSO,H,SO,8 H,O 61,1 - - - -
Co(NO,), 6H,0 43,98 - - - -
HCI (1mol L) - - 0,1 ml - -
Vitamina B, - - 0,00001 - -
Tiamina-HCl - - 0,000001 - -
Biotina - - 0,000001 - -

1Zarrouk (1966); 2Modificado de Paoletti (FERRAZ et al., 1985); 3Chu (1942); “BBM (STOKES et al., 1973);
°BG-11 (ALLEN, (1968).

Uma solucao para os elevados custos dos meios de cultivo
sintéticos é o uso de meios alternativos, nos quais se procura
estabelecer um substrato eficiente e, financeiramente, menos
dispendioso (MOREIRA, 2007). Nesse sentido, varios meios
estdo sendo testados utilizando residuos agroindustriais para
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meios de cultura, como esgoto doméstico esterilizado (PIPES et
al., 1959), efluentes de biodigestores (RODULFO et al., 1980),
despejos industriais purificados (JUSIAK et al., 1984), vinhaca
de cana-de-acicar (CAZETTA et al., 2005), dguas residuais da
producéo de azeite de oliva (SANCHEZ et al., 2001), manipueira
(BORGHETTI, 2009) e residuos da suinocultura (RODRIGUES;
BELLI-FILHO, 2004). De acordo com Timofiecsyk e Pawlowsky
(2000), o termo residuo é utilizado em sentido amplo, englo-
bando sélidos, os efluentes liquidos e os materiais presentes
nas emissoes atmosféricas.

Muitas vezes, esses compostos sao substancias considera-
das perigosas, cujas caracteristicas de toxicidade se aliam a
um elevado potencial de persisténcia e bioacumulacao (act-
mulo de substancias nos tecidos dos organismos) (DINIS et al.,
2004). A grande vantagem de utilizar esses residuos se deve
ao fato de serem produzidos em grande escala e o seu descarte
provocar impactos ambientais.

No Parand, varias cadeias produtivas geram elevada quan-
tidade de residuos, entre as quais podemos citar: suinocultura,
cana-de-actcar, aterros sanitarios e industria de sucos de frutas.

O rebanho de suinos no Parana é de 5.096.224 cabecas
(IBGE, 2010), sendo o Estado o terceiro maior produtor nacio-
nal. Com esse rebanho efetivo, a atividade suinicola gera grande
volume de dejeto, com cerca de 1,3 milhdoes de m*® mensais.
Esse volume causa grande impacto no meio ambiente como,
por exemplo, a eutrofizacao dos mananciais, com consequente
desequilibrio dos ecossistemas.

A producdo de cana-de-acticar abrange uma &rea de
573.833 ha, sendo o Estado responsavel por 7,5% da producao
brasileira, totalizando, em 2010, a produc¢ao de 1.885.121 m?
de 4lcool (ALCOPAR, 2011), que gerou, aproximadamente, 22
milhoes de m? de residuo (vinhaca). A vinhaca apresenta baixo
teor de matéria organica, nao sendo uma fonte de carbono efi-
ciente, mas é rica em fontes minerais, podendo ser utilizada na
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lavoura canavieira para melhoramento do solo e suplementa-
¢ao de meios de cultivo.

Outra cadeia produtiva no Estado é a fruticultura, sendo
a laranja uma das principais frutas produzidas no pais, com
17,6 milhGes de toneladas, em 2009, que responde a 42,7% do
volume total da fruticultura brasileira. No Estado do Parana, a
laranjeira ocupa uma area de 20,3 mil ha e produziu 556,8 mil
toneladas da fruta, em 2009 (SEAB, 2010). A tendéncia mun-
dial é o crescimento continuo na producao de frutas e o Parana
tem apresentado indices continuos de aumento de area, contri-
buindo para o aquecimento dos demais setores da economia. O
residuo produzido na industria de sucos de laranja, contendo
a agua de lavagem e espirros de suco, varia de 30% a 50% do
suco produzido.

Outro residuo abundante no Estado e um dos principais
causadores de impactos ambientais sao os produzidos em ater-
ros sanitarios. A populacdo paranaense que reside na area
urbana é de 8.912.692 habitantes (IBGE, 2010), sendo que cada
habitante gera, em média, 1,3 kg de lixo por dia. Atualmente,
cerca de 70% dos municipios paranaenses ja possuem aterros
sanitarios instalados, responsaveis pela formacao de gases e
de lixiviado (chorume), que podem infiltrar no solo e causar
poluicdo das dguas subterrdneas. A formac¢do do chorume em
aterros sanitarios ocorre, principalmente, pela: percolacao de
dgua advinda da precipitacdo atmosférica; pelo escoamento
superficial de agua, que infiltra pela cobertura do aterro; da
umidade inicial contida nos residuos depositados; e, da decom-
posicdo dos residuos devido a atividade microbiolédgica.

De modo geral, todos esses residuos apresentam altos teo-
res de nutrientes, podendo suprir, total ou parcialmente, o meio
de cultivo em alguns deles. O inconveniente da utilizacao dos
residuos é a grande variabilidade de cada lote analisado em
teores de nitrogénio, fésforo e potassio e o desequilibrio desses
nutrientes em relacdo a demanda das microalgas (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. Anélise dos teores de nitrogénio (N), fésforo (P) e potas-
sio (K) nos residuos provenientes da suinocultura, da
indtstria sucroalcooleira, da industria da laranja e de
aterros sanitarios.

Residuos N P K

(data de coleta)

(gL (ppm)

Residuo suino biodigerido (set./2010) 361,76 1.264,32 400
Residuo suino biodigerido (fev./2011) 283,75 23,36 320
Residuo suino biodigerido (set./2011) 75,18 2,041 306

Residuo da indtstria de suco de laranja

(set./2010) 37,85 83,27 240

Residuo da industria sucroalcooleira 66,52 10,06 7.000

(set./2010)

Residuo da industria sucroalcooleira

(set./2011) 15,26 0,023 342
Residuo de aterro sanitario (set./2010) 1.412,18 8,20 1.450
Residuo de aterro sanitario (set./2011) 50,40 0,012 324

Para utilizar esses residuos em larga escala em cultivos
comerciais na producao de biomassa de microalgas, andlises
iniciais deverao ser realizadas devido a variabilidade dos teo-
res de nutrientes.

Consideracoes Finais

A producao de biocombustiveis a partir de microalgas pode
compatibilizar o potencial de se conseguir alta produtividade
com economicidade e baixo impacto ambiental.



Microalgas de Aguas Continentais | Volume 1

Viabilizar essa compatibilidade passa pelo estabeleci-
mento de sistemas de cultivo que considerem os fatores de
crescimento — pH, temperatura, luminosidade, agitacdo do
meio de cultivo, nutrientes, tipo de reator, concentracao ini-
cial e densidade populacional das microalgas. Esses fatores
de crescimento devem ser adequados para cada espécie de
microalga cultivada.

Particularmente, quanto a economicidade do sistema, a
composicao mineral do meio de cultivo, definida pelos sais
dos diferentes meios sintéticos utilizados para as espécies
de microalgas, deve ser considerada um critério prioritario.
Esse componente é o que mais onera o custo de producao das
microalgas, podendo representar até 35% do custeio de um
sistema de cultivo.

Uma solucgado para os elevados custos dos meios sintéticos
é o uso dos meios alternativos para o cultivo desses micror-
ganismos, por meio do estabelecimento de um substrato efi-
ciente e, financeiramente, menos dispendioso. Nesse sentido,
varios residuos estao sendo avaliados como meios de cultivo,
tais como: esgoto doméstico esterilizado, efluentes de biodi-
gestores, despejos industriais purificados, vinhaca de cana-de-
-actcar, manipueira e residuos da suinocultura.

A diversidade dos residuos impdem alteracdes ao meio que
interferem nos fatores de crescimento das microalgas, diferen-
temente dos meios sintéticos. Dessa forma para cada situagao
de uso de residuos no cultivo das microalgas haveré alteracoes
no pH, na temperatura, na turbidez e na composicao do meio,
dentro outros fatores, o que aponta no sentido de se estabele-
cer critérios para o uso de cada um deles. Apesar dessas dificul-
dades, o uso de residuos justifica-se pela reducao dos impactos
ambientais conseguido pela sua utilizacdo como meio de cul-
tivo alternativo, associado a diminuicao dos custos de produ-
¢do da biomassa das microalgas.
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Introducao

Os primeiros estudos para a producdo de microalgas
em grande escala foram realizados na Europa, na década de
1940. Desde entdo, a maioria das pesquisas e cultivos tem
sido realizados com foco nos metabolismos fotoautotréficos
desses seres unicelulares. Isso se deve, em grande parte, ao
seu sistema biolégico que, a partir da presenca de luz, dgua e
gas carbonico, sintetiza carboidratos pela fotossintese (CHEN,
1996; CARVALHO et al., 2006).

Apesar de serem primariamente fotoautotroéficas, estudos
taxonémicos e bioquimicos tém demonstrado que algumas
microalgas apresentam grande variedade metabdlica, inclu-
sive com espécies heterotroéficas estritas e, portanto, incapazes
de realizar fotossintese (LIANG et al., 2009; BUMBAK et al.,
2011). Toda essa variabilidade metabdlica remete a capaci-
dade que as microalgas possuem de viver em, praticamente,
todos os ecossistemas da Terra, nao s6 aquatico, mas também
em lugares terrestres imidos, em diferentes condicoes ambien-
tais (FRAC et al., 2010).

Além dessa variedade metabdlica, outro fator que torna o
cultivo massal das microalgas favoravel é o seu rapido ciclo de
vida quando comparadas, por exemplo, com vegetais terres-
tres, o que resulta em alta produtividade de massa por unidade
de area (CHISTI, 2007b; JORQUERA et al., 2010a; HOLANDA
et al., 2011; KOWALSKI, 2012).

O crescimento desses microrganismos depende de fatores
biolégicos, fisicos e quimicos. Os biolégicos estdo relacionados
as taxas metabdlicas das diferentes espécies e da possivel influén-
cia de outros tipos de organismos sobre seu desenvolvimento.
J& os quimicos e fisicos estdo relacionados a concentracao de
nutrientes, salinidade, iluminacao e temperatura do meio onde
elas se encontram e/ou sdo cultivadas. Morais et al. (2008) rela-
tam que, no cultivo de microalgas a concentracao dos nutrientes
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e do CO, influenciam na composi¢do e no contetido dos lipi-
deos. Certas espécies apresentam alto potencial para serem uti-
lizadas como suplemento alimentar humano e animal, devido,
principalmente, a sua composicado, rica em proteinas e acidos
graxos insaturados. Outras se destacam por possuirem elevado
teor de lipideos, os quais podem ser utilizados na fabricacao de
biocombustivel, como alternativa na obtencao de energia limpa
e promocao do desenvolvimento sustentavel (RENAUD et al.,
2002). Essa possibilidade tem sido mais considerada atualmente
em func¢do do aumento do preco do petréleo e da preocupacao
com o meio ambiente (CHISTI, 2007b).

4.1 Microalgas e Fontes de Carbono

As tecnologias para producdo de biomassa a partir de
microalgas podem ser classificadas quanto a sua origem, fonte
de energia empregada e as vias metabdlicas utilizadas. No que
se refere ao metabolismo, Yang (2000), Chojnacka e Marquez-
-Rocha (2004) e Scoparo (2010) classificam as microalgas em
quatro grupos, de acordo com a sua forma de obtencao de
energia e fonte de carbono (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Variabilidade metabdlica das microalgas em relacdo a
fonte de energia e carbono.

Metabolismo Fonte de energia Fonte de carbono
Fotoautotroéfico Luz Inorgéanica
Heterotréfico Compostos organicos Organica

. e Luz e compostos As As
Mixotroéfico P Inorgénica e organica

organicos

Fotoheterotroéfico Luz Organica
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4.2 Caracteristicas dos Processos Metabdlicos

Embora a producdo massal das microalgas fotoautotréfi-
cas seja a mais comum, é importante considerar a diversidade
metabdlica desses microrganismos durante todo o desenvolvi-
mento do cultivo, bem como devem ser observados e avaliados
os sistemas heterotréficos e mixotroéficos.

A escolha do melhor processo dependerd, entdo, do obje-
tivo do projeto aliado as caracteristicas das microalgas, pois as
diferentes formas de cultivo apresentam vantagens, desvanta-
gens e desafios tecnolégicos proprios.

4.2.1 Sistema fotoautotrofico

Os organismos fotoautotréficos, por meio da fotossintese,
sintetizam compostos organicos a partir da presenca de luz,
dgua e gas carbdnico, produzindo oxigénio e carboidratos,
transformando radiacdo solar em energia quimica. A respira-
¢do consome oxigénio e libera o gés carbonico no ambiente.
Em condicoes normais, a taxa de producao do oxigénio é cerca
de 30 vezes superior ao consumido pela respiracao, podendo
ocorrer, também, momentos em que ambas sdo equivalentes.
Os organismos clorofilados — plantas, algas e certas bactérias
— captam a radiacao solar e a utilizam para a producao de ele-
mentos essenciais, portanto o Sol é a fonte primdria de energia
(CARVALHO; MEIRELES; MALCATA, 2006).

A energia solar é um recurso natural, no entanto, varia em
funcao do ciclo diario e, para contornar essas limitagoes no
cultivo das microalgas, pode-se recorrer a iluminacao artificial,
que possibilita a producao continua, mas requer investimen-
tos. A influéncia da luz na producdo da biomassa esta relacio-
nada, principalmente, ao tempo de exposicdo a radiagédo e a
sua intensidade (PEQUENO, 2010). A temperatura do cultivo
é outro fator restritivo, pois exerce forte influéncia nas reacoes
metabdlicas e, consequentemente, sobre a taxa de crescimento
das microalgas.
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As microalgas necessitam de substancias e compostos qui-
micos que influenciam o seu crescimento, tais como: nitrogé-
nio, fésforo, ferro e, em alguns casos, silicio (CHISTI, 2007b).
O nitrogénio é um elemento béasico na formacao das proteinas,
acidos nucleicos e pigmentos fotossintetizantes. Esse elemento
pode ser encontrado em concentracoes variaveis na biomassa
das microalgas, tanto na forma organica como inorganica e
pode ser assimilado do meio de cultivo na forma amoniacal
(NH, e NH,*) ou de nitrato (NO,). Essa diferenca em relagio
a qual forma de nitrogénio é absorvida, varia de acordo com o
as potencialidades metabdlicas de cada espécie de microalga.

A importancia dessas fontes de nutrientes foi observada
por Jeong et al. (2010) e Vonshak (1997), que também cons-
tataram que os nutrientes consistem no maior componente
dos custos do cultivo das microalgas. Diante disso, torna-se
imperativa a pesquisa por meios alternativos para o cultivo em
grande escala, ja que a viabilidade econémica para a producao
de biodiesel a partir de microalgas é dependente da reducao de
seus custos (MULITERNO et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2008).
Além disso, torna-se necessario um incremento na produtivi-
dade da biomassa, sem acarretar aumento dos custos para sua
instalacao e operacao (TEIXEIRA et al., 2006).

Embora as microalgas fotoautotréficas apresentem grande
versatilidade, durante sua evolucao observou-se que diferentes
formas de metabolismo foram selecionadas, a fim de sustentar
a manutencao e, até mesmo, o seu crescimento (JEONG et al.
2010; BRUTEMARK et al., 2011; BUMBAK; COOK; ZACHLE-
DER et al., 2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011). Essa diversi-
dade deve ser considerada durante o desenvolvimento do sis-
tema de producdo, com base nos metabolismos heterotréfico,
mixotréfico e fotoheterotréfico (CHEN, 1996; SHI et al., 2000;
CHENG et al.,, 2009; CHENG et al., 2011; PEREZ-GARCIA,
ESCALANTE, DE-BASHAN et al., 2011).

Embora existam diferencas entre as espécies de microalgas,
os termos mixotroficos e fotoheterotréficos, muitas vezes, sao



Potencialidades e Desafios do Cultivo

tratados como sinénimos (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA,
2004; YEH et al., 2012). Dessa maneira, os cultivos que explo-
ram essas duas formas de metabolismo serdo descritos em um
mesmo tépico.

4.2.2 Sistema heterotrofico

As principais caracteristicas dos cultivos heterotréficos
referem-se a necessidade de uma fonte orgénica para obtencao
de energia e carbono. Nesses sistemas, as microalgas nao rea-
lizam fotossintese e, portanto, a cultura nao requer luz (CHO-
JNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004). Segundo Bumbak et al.
(2011), os sistemas heterotréficos sao semelhantes ao cultivo
de outros microrganismos, como as leveduras utilizadas na
producao de cerveja e etanol.

Até mesmo as microalgas fotoautotréficas sdo capazes de
oxidar compostos organicos para obter energia. O que difere
estas das heterotréficas é a origem da fonte desses compostos,
pois nas fotoautotroficas, o carbono organico tem origem no
processo interno da fotossintese, enquanto nas heterotroéficas, o
carbono orgénico é captado do meio externo (PEREZ-GARCIA;
ESCALANTE; DE-BASHAN et al., 2011). Chojnacka e Marquez-
-Rocha (2004) observaram que muitas espécies de microalgas
sao classificadas como fotoautotréficas obrigatérias, nao por
serem incapazes de metabolizar internamente tais compostos
organicos, mas por nao conseguirem transporta-los para o inte-
rior da célula.

Hallmann e Sumper (1996) manipularam geneticamente
uma microalga do género Volvox, fotoautotroéfica estrita, a qual
recebeu um gene de enzimas transportadoras de compostos de
carbono organico, originario de uma Chlorella. Os pesquisado-
res observaram que, ap6s a insercdo do gene, Volvox sp. foi
capaz de crescer heterotroficamente.

Em ambientes com pouca radiacdo de luz e com a pre-
senca de determinados compostos organicos, algumas microal-
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gas fotoautotréficas foram capazes de assimilar esses materiais.
No entanto, tais espécies ndo conseguiram sustentar o metabo-
lismo heterotréfico por um tempo suficiente para duplicar-se.
Assim, para que seja considerada heterotréfica, ela deve ser
capaz de manter esse tipo de metabolismo para crescer (CHO-
JNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004; PEREZ-GARCIA; ESCA-
LANTE; DE-BASHAN et al., 2011).

Azma et al. (2011) revelaram que a capacidade do cresci-
mento heterotréfico estd presente em varios géneros de micro-
algas e possui uma relacdo com as seguintes caracteristicas:
permeabilidade celular; difusdao e transporte do carbono orga-
nico pela membrana; e, dos fatores enziméticos existentes no
interior das células. A maior parte dessas caracteristicas deter-
minantes do metabolismo heterotréfico refere-se a forma de
entrada do carbono organico no interior da célula.

As principais fontes de carbono para o crescimento hetero-
tréfico das microalgas sdo carboidratos e dcidos organicos, tais
como: glicose, acido acético e glicerol (LIANG; SARKANY; CUI,
2009; BUMBAK; COOK; ZACHLEDER et al., 2011; PEREZ-GAR-
CIA; ESCALANTE; DE-BASHAN et al., 2011). Essa capacidade
de utilizar determinada fonte de carbono varia em funcao da
espécie, pois depende do potencial de transporte do material
organico para o interior da célula, bem como de seu estoque
enzimdtico. Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), a
produtividade da biomassa no cultivo heterotréfico é comparé-
vel ao de outros microrganismos aerébicos, nos quais as taxas
de respiracao e crescimento tendem a ser melhores com a gli-
cose do que com qualquer outra fonte de carbono. Isso ocorre
porque a glicose libera 2,8 kJ mol, ou seja, mais energia por
mol do que outras fontes como, por exemplo, o acetato, que
libera apenas 0,8 kJ mol! (PEREZ-GARCIA; ESCALANTE; DE-
-BASHAN et al., 2011).

A presenca da glicose no meio de cultivo promove alte-
rac0es na composicdo enzimdtica e na fisiologia celular.
O tempo decorrido entre a presenca da glicose e as alteracoes
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no contetido enzimatico é bastante variavel entre as espécies,
podendo levar de alguns minutos até varias horas. Esse periodo
esté relacionado a duracao da fase lag dos cultivos heterotrofi-
cos, a qual corresponde ao periodo de adaptacao fisiolégica da
célula as condicoes do meio. Deve-se utilizar um bom inéculo
para diminuir a fase lag ou, até mesmo, torna-la inexistente,
como destacado por Chojnacka et al. (2011).

A quantidade da glicose no meio de cultivo também pos-
sui relacdo com a duracdo da fase lag sendo que, em altas
concentracoes, a fonte de carbono pode comprometer ou até
inibir o crescimento das células. Wu e Shi (2007) relatam que
a producao de biomassa de Chlorella pyrenoidosa evoluiu na
medida em que se elevou a concentracao de glicose. Contudo,
a taxa de crescimento especifica diminuiu a medida que o
nivel desse actiicar aumentou, ou seja, em altas concentracoes
o tempo para a microalga alcancar a biomassa méaxima pro-
duzida foi superior.

Shi et al. (1999) demonstraram que elevadas concentra-
coes de glicose inibem o crescimento das microalgas sendo
que, essa composicao varia muito entre as espécies. Para Chlo-
rella saccharophila, a resposta aconteceu quando o meio atingiu
niveis superiores a 25 g L* de glicose. Para C. sorokiniana, essa
situacdo somente ocorreu em meios com mais de 5 g L', ja
para C. protothecoides, o maximo de crescimento foi obtido com
valores préximos a 85 g L! de glicose; sendo que a inibicdo sé
se manifestou em concentracoes acima de 100 g L de glicose
(PEREZ-GARCIA; ESCALANTE; DE-BASHAN et al., 2011).

Como nao necessita da luz, o cultivo heterotréfico ndo apre-
senta problemas relacionados ao sombreamento decorrente do
aumento da densidade. Isso diminui os custos com a separac¢ao
da biomassa, pois quanto mais densa a producao, mais facil-
mente pode ser separada do meio de cultivo (OGBONNA et al.,
1997; LIANG; SARKANY; CUI, 2009; PEREZ-GARCIA; ESCA-
LANTE; DE-BASHAN et al., 2011).
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O fato de nao depender de uma fonte luminosa também
facilita o cultivo heterotréfico em grandes volumes, o que con-
tribui para o aumento de escala do sistema (CHENG; ZHOU;
GAO et al., 2009). Ao estudarem o sistema de cultivo hetero-
tréfico de Chlorella protothecoides para producao de biodiesel,
em trés unidades com: 5, 750 e 11.000 L, Li et al. (2007) nao
observaram variagoes consideraveis da densidade de biomassa
nos trés volumes. Como o cultivo heterotréfico é concentrado
em biorreatores com grandes volumes, a area utilizada para
esses sistemas é menor do que a &rea requerida para a produ-
¢ao massal dos sistemas fotoautotroéficos (SHEN et al., 2010).

Segundo Azma et al. (2011), o aumento de escala do cul-
tivo heterotréfico pode se beneficiar das técnicas ja desenvolvi-
das e projetadas para sistemas industriais, tornando mais breve
a viabilidade técnico-econémica da producdo de microalgas.
Os biorreatores utilizados nos cultivos de microrganismo per-
mitem um controle adequado dos principais parametros de
monitoramento, independentemente das condicoes do clima
(CHEN, 1996; SHEN; YUAN; PEI et al., 2010).

A comparacao da produtividade dos diferentes sistemas
nem sempre é possivel, pois existe grande amplitude nas meto-
dologias utilizadas para obtencao de dados, bem como nas con-
dicoes de cultivo. Mesmo assim, é possivel comparar alguns
resultados de um mesmo grupo de pesquisa, como os de Liang
et al. (2009), os quais relatam que a producao de biomassa de
Chlorella protothecoides no cultivo heterotréfico chega a ser 3,4
vezes maior do que no fotoautotroéfico.

Outro fator critico no cultivo heterotréfico, diz respeito a
alta densidade e ao suprimento com oxigénio, haja vista que
microalgas heterotréficas sdo aerébicas e, quanto maior a densi-
dade do cultivo, maior a demanda por oxigénio, o qual é utilizado
durante seu metabolismo (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA,
2004). Bumbak et al. (2011) e Perez-Garcia et al. (2011) citam
que o suprimento inadequado de oxigénio tende a reduzir a taxa
de crescimento especifico e a produtividade de biomassa.
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A agitacdo é outro pardmetro importante na producado
de microalgas em grandes volumes. No caso do crescimento
heterotréfico, a movimentacao favorece o intercAmbio gasoso
entre células e o meio, evita a sedimentacao da biomassa e
impede a formacdo de gradientes das condicoes de cultivo
(CONTRERAS-FLORES et al., 2003), todavia, algumas micro-
algas sdo extremamente sensiveis as altas taxas de agitacao
(CHEN et al., 1997; CAMACHO et al., 2011).

A questao sobre a maior ou menor suscetibilidade a conta-
minacao bacteriana dos sistemas heterotréficos é controversa.
Bumbak et al. (2011) considera que esses cultivos sdao mais
propensos a contaminac¢éo devido a presenca do carbono orga-
nico. No entanto, por ser um sistema fechado e controlado, mui-
tos consideram que essas contaminacoes sao menores, sendo
necessario realizar a esterilizacao do sistema de producéo e
analisar o custo-beneficio desse processo (CHEN, 1996). Li et
al. (2007) esclarecem que o vapor utilizado para esterilizacdo
pode corresponder a 14,2% dos custos totais de producao.

Embora existam varias espécies de microalgas heterotroéfi-
cas, poucas possuem potencial para producao em grande escala
(BUMBAK; COOK; ZACHLEDER et al., 2011; PEREZ-GARCIA;
ESCALANTE; DE-BASHAN et al., 2011). Isso ocorre porque,
além da capacidade de oxidar os compostos organicos pre-
sentes no meio, é desejavel que apresentem as caracteristicas
descritas por Day et al. (1991), Bumbak et al. (2011) e Perez-
-Garcia et al. (2011):

1. Possuir a capacidade de oxidar uma fonte de carbono

organico nao onerosa e, se possivel, esterilizavel;

Adaptar-se rapidamente as condicoes de cultivo;

3. Apresentar taxas de crescimento especifico compati-

veis com a producdo em grande escala;

Apresentar alta taxa de sobrevivéncia;

5. Possibilidade de ser cultivada em biorreatores conven-
cionais;

N

o
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6. Resistir ao processo de colheita adotado durante a
producao;

7. Ser resistente ao estresse mecanico e quimico imposto
pelo sistema de aeracao e/ou mistura;

8. Nao ser téxica, no caso do produto ser um composto
para fins alimentares;

9. Possuir facil manuseio;

10. Ser robusta, ou seja, ndo necessitar de condicoes ou
nutrientes muito especificos que possam encarecer o
sistema.

Isleten-Hosoglu et al. (2012) descrevem que, em grande
escala, o género Chlorella foi o que apresentou maior potencial
para a producado heterotréfica. Chlorella protothecoides pode
crescer tanto em condic¢oes fotoautotréficas, quanto heterotré-
ficas e mixotroéficas, sendo bastante promissora para a produ-
¢do de biodiesel, haja vista que pode apresentar 55% de sua
biomassa com lipideos (MIAO et al., 2011). Wu e Shi (2007)
conseguiram concentracoes de C. protothecoides em cultivo
heterotroéfico de 116,2 g ! e produtividade de 1,02 g L' h-l.

4.2.3 Sistemas mixotrofico e fotoheterotrofico

As varias defini¢oes para o termo mixotréfico sdo apresen-
tadas por Chojnacka e Marquez-Rocha (2004). Todavia, ainda
nao existe um consenso sobre essa terminologia. Entre as defi-
nicoes para o cultivo mixotréfico destacam-se:

a) Sao processos metabodlicos, nos quais a fotossintese é a
principal fonte de energia. Contudo, tanto os compos-
tos organicos quanto o diéxido de carbono sao essen-
ciais;

b) Possuem capacidade para crescer em condicoes foto-
autotréficas e heterotroéficas, dependendo da concen-
tracao dos carboidratos e da intensidade da luz;
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c) Sao capazes de assimilar os compostos organicos como
fonte de carbono e utilizar carbono inorganico como
doador de elétrons;

d) Captam energia pela catélise de compostos organicos
e as utilizam para a conversao da energia luminosa em
substancias quimicas pela fotossintese.

O cultivo mixotréfico é considerado aquele em que ocor-
rem, simultaneamente, as rotas fotoautotréficas, por meio
da fotossintese, e as rotas heterotréficas, com a oxidacdo de
compostos organicos externos utilizados na respiracao, sendo
essa definicdo utilizada por Yeh e Chang (2012), Wen e Chen
(2000), Adolf et al. (2006), Perez-Garcia et al. (2011) e Yeh et
al. (2012). Para que as microalgas sejam capazes de crescer em
condi¢oes mixotroficas, suas enzimas do metabolismo hetero-
trofico nao podem ser inibidas pela presenca de luz (PEREZ-
-GARCIA; ESCALANTE; DE-BASHAN et al., 2011).

A produtividade dos sistemas mixotréficos nao corres-
ponde a uma simples soma das duas formas de cultivo (fotoau-
totréfico e heterotréfico). Isso porque hé indicios de que ocorra
uma ligacao entre o sistema de transporte de elétrons das rotas
fotoautotroéficas e heterotréficas, tornando-as interdependen-
tes (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).

Em um sistema mixotréfico ideal, as taxas de respiragao e
da fotossintese sdo correspondentes, ndo ocorrendo a liberacao
de gas carbonico ou oxigénio para o meio externo, pois ocor-
reria um equilibrio entre o consumo e a producao. Porém, na
pratica, essa situacdo nao foi observada, pois dependendo da
condicao metabdlica predominante podera ocorrer um dese-
quilibrio, principalmente, devido as limitacoes do sistema. No
sistema mixotrofico, tanto a luz quanto a fonte de carbono
organica sdo fatores limitantes para o crescimento e ambas
podem ser consideradas, em termos de produtividade, substra-
tos (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).
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No cultivo mixotréfico nao foi observada a fotoinibicao,
fendmeno comum nos fotoautotroficos, devido a alta intensi-
dade luminosa, em geral superior a 20 kLux. A fotoinibicdo
estd relacionada a saturacao do fotossistema II e pode ocasio-
nar danos reparaveis nas células. Yeh e Chang (2012) salien-
tam que essa capacidade de recuperacao varia em funcao da
espécie de microalga e das condicoes de cultivo.

A auséncia da fotoinibicdo em sistemas mixotréficos pos-
sivelmente se deve a presenca da glicose ou de outra fonte de
carbono organico. Outro fator, diz respeito ao deslocamento da
intensidade luminosa maxima que poderia provocar essa situa-
¢do devido a presenca da fonte de carbono orgénico. Embora
nao ocorra fotoinibicdo no mixotréfico, pode ocorrer inibicao,
devido ao substrato (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).

As microalgas em cultivo mixotréfico, de acordo com Mar-
kou e Georgakakis (2011), sdo menos sensiveis a saturacao
luminosa e requerem menores intensidades para o seu cresci-
mento. Dessa maneira, caso seja utilizada iluminacéao artificial,
0s gastos com esse pardmetro serdo menores nesse sistema em
comparacao com o fotoautotréfico (GARCIA et al., 2005).

Ao testarem o crescimento no cultivo mixotréfico e
fotoautotréfico da Anabaena utilizando glicose como fonte
de carbono, Guoce et al. (2011) observaram que no mixotré-
fico foi necessaria uma intensidade luminosa inferior, mesmo
apresentando maior taxa de crescimento, resultando em pro-
dutividade de biomassa de 1,5 a 2,0 vezes superior. Todavia,
constatou-se que essa microalga nao foi capaz de crescer em
condicOes de heterofilia.

Quando sao utilizados meios de cultivo provenientes de
residuos, em geral, a turbidez tende a aumentar, desfavore-
cendo o cultivo apenas fotoautotréfico. No entanto, o cresci-
mento das mixotréficas nesses meios tende a ser melhor (MAR-
KOU; GEORGAKAKIS, 2011; PITTMAN et al., 2011).

Ao cultivaram Chlorella zofingiensis utilizando residuos da
industria de azeite de oliva, Cérdoba et al. (2008) concluiram
que esse meio foi eficaz para a producao de biomassa. Mezzomo
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et al. (2010) realizaram um estudo com Spirulina platensis, com
o objetivo de produzir biomassa e diminuir o potencial poluidor
de residuos provenientes de dejetos suino. Esses pesquisadores
concluiram que este sistema de cultivo mixotréfico foi eficiente
para diminuir a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e o teor
de fésforo nos efluentes liquidos.

Singh et al. (2011) utilizaram Chlorella minutissima, Chlo-
rella sorokiniana e Scenedesmus bijuga no tratamento de resi-
duos provenientes da producdo de frangos e concluiram que
essas microalgas se mostraram robustas e capazes de consumir
tanto compostos organicos como inorganicos. Destaca-se que
esta é uma vantagem das mixotréficas em comparacdo com as
fotoautotréficas, que ndo conseguem consumir 0os compostos
organicos como fonte de carbono.

Além do tipo e da concentracao da fonte de carbono, o
cultivo mixotréfico é influenciado pela luminosidade, tempe-
ratura, microrganismos contaminantes e pH (MARKOU; GEOR-
GAKAKIS, 2011). Embora o sistema mixotréfico resulte em
menor variacao do pH, para determinadas microalgas é neces-
sério controlar esse pardmetro com o objetivo de conseguir
boa produtividade (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).
Liang et al. (2009) citam que existem varias microalgas mixo-
tréficas na natureza, mas poucas sdo capazes de crescer em
condicoes de laboratério, sendo que, entre as que apresentam
essa capacidade destacam-se: Haematococcus pluvialis, C. proto-
thecoides, Ochromonas minima e Nannochloropsis sp.

Outra forma de metabolismo que pode estar presente nas
microalgas é o fotoheterotréfico; neste, a luz é a fonte de ener-
gia e o composto organico a fonte de carbono. Na préatica, para
se identificar se o metabolismo é mixotréfico ou fotohetero-
tréfico, torna-se necessario determinar quais sao os parame-
tros limitantes do crescimento das microalgas. No mixotré-
fico, o crescimento é elevado caso ocorra aumento do carbono
organico ou da oferta de luz, ja no fotoheterotréfico, apenas
se ambos os parametros forem acrescidos simultaneamente
(CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).
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Os metabolismos fotoheterotréficos e mixotréficos tam-
bém podem ser diferenciados no que se refere ao consumo de
diéxido de carbono; se ndo existe consumo desse gas, é fotohe-
terotréfico. J4 no cultivo mixotréfico, devido a fotossintese,
ocorre o consumo de diéxido de carbono (YEH; CHANG, 2012).

Yeh et al. (2012) estudaram o sistema fotoheterotréfico
de Chlorella vulgaris utilizando diferentes fontes de carbono e
observaram que o cultivo contendo glicose apresentou melho-
res taxas de crescimento. Além disso, o acetato mostrou-se
como fonte potencial, pois o custo da glicose é muito elevado.

4.3 Cultivos Monoalgaceos e Mistos

Em relacdo a quantidade de espécies de microalgas em
um cultivo, esses podem ser classificados em monoalgaceos
ou mistos. O primeiro refere-se a uma cultura de uma tnica
espécie, sendo amplamente utilizado na pesquisa, manutenc¢ao
de cepas e producdo comercial, pois proporciona maior con-
trole do processo de crescimento e de producao da biomassa.
O misto envolve, em uma mesma unidade, duas ou mais micro-
algas. Contudo, pode ocorrer a dominéncia de certas espécies,
que inibem outras, o que pode influenciar a producao (LOU-
RENCO, 2006). Os cultivos mistos sdo eficientes quando utili-
zados em tratamentos de efluentes liquidos, nos quais cada uma
das microalgas cultivadas pode ser mais eficiente na remocao
de um poluente especifico (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011).

4.4 Condic¢oes Hidraulicas de Cultivo

Os sistemas de cultivo de microalgas, caracterizados
como descontinuos, semicontinuos e continuos estdo rela-
cionados a forma de se produzir biomassa e pelas condicoes
hidraulicas impostas.
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O cultivo descontinuo é conhecido como “batelada” ou
estanque; nele, as células sao inoculadas em meio de cul-
tura e nenhum outro componente é adicionado ao longo de
seu desenvolvimento, assim como, também, ndo ocorre a
retirada da biomassa, apenas a de aliquotas para controle
do processo. Suas principais vantagens sao as facilidades de
operacdo e as menores chances de contaminacao. Entre as
desvantagens, destaca-se o fato de nao possibilitar producao
continua e de nao minimizar o efeito inibidor que as altas
concentracoes iniciais de nutrientes possam ocasionar nas
microalgas (CARVALHO et al., 2001).

Uma variacao desse sistema estanque é o descontinuo
alimentado, também conhecido como “batelada” alimentada,
no qual um ou mais nutrientes sdo adicionados aos poucos
nos fotobiorreatores, cujo objetivo é diminuir a ocorréncia de
inibicdo por substrato, pois no método tradicional a concen-
tracdo inicial dos nutrientes tende a ser muito alta, uma vez
que a mesma deve suprir o crescimento microbiano até o final
(CARVALHO; SATO, 2001).

Diante do exposto, Siegler et al. (2011) salientam que o
heterotréfico tem apresentado melhores resultados quando
comparado ao descontinuo. Xiong et al. (2008) avaliaram
estratégias para alimentar a cultura de Chlorella prothotecoides
em sistema heterotréfico e constataram que a densidade subiu
de 3,2 g L' para 51,2 g L' quando o sistema passou de estan-
que para “batelada” alimentada, o que demonstra uma forte
influéncia desse sistema operacional sobre a produtividade.
Matsudo (2006) estudou a producao fotoautotréfica em regime
de “batelada” alimentada de Spirulina platensis utilizando como
fonte de nitrogénio a ureia, que apesar de barata, pode ser
toxica para as microalgas. Esse cultivo resultou numa produ-
tividade de 219,0 mg L! d, considerado bom para a espécie.

No regime semicontinuo, tanto o in6culo como o meio
de cultivo sdo adicionados em conjunto nos fotobiorreatores,
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sendo que apds atingir a fase estacionédria ou quando a pro-
dutividade de biomassa iniciar sua reducdo, uma parcela das
unidades é removida e substituida por uma cultura nova, sem
células. A remocao das fracoes do cultivo envolve a interrup-
¢ao da aeracao, agitacao do sistema e a parcela que permanece
no interior dos fotobiorreatores serve como in6culo para a pro-
ducéo seguinte (BORZANI et al., 2001).

Essas caracteristicas do sistema semicontinuo viabilizam
o cultivo de microalgas, principalmente em grande escala. No
entanto, é importante observar que sdo necessarios estudos
para se determinar qual a melhor porcentagem a ser retirada,
bem como em qual momento deve ser realizada. Hulatt e Tho-
mas (2011), ao cultivarem Scenedesmus obliquus durante seis
meses em fotobiorreator fechado, sem controle de temperatura
e com sistema semicontinuo, alcancaram resultados expressi-
vos de produtividade, resultando em valores de 26,67 g m?2 d.

Nas condic¢oes de fluxo continuo, a entrada do meio de
cultura e a saida das microalgas é permanente, caracteri-
zando um regime balanceado, conduzido 24 horas por dia,
no qual o volume em operacdo permanece constante. Esse
sistema permite producdo continua e minimiza tanto os efei-
tos inibidores da concentracao inicial dos nutrientes quanto
a inibicao resultante dos produtos do metabolismo dos proé-
prios microrganismos. Todavia, apresenta como desvantagens
a dificuldade operacional e a maior possibilidade de contami-
nacao (FACCIOTTI, 2001).

O sistema continuo exige maior conhecimento da cinética
de crescimento das microalgas, a fim de se determinar a taxa de
diluicdo para que o cultivo permaneca na fase desejada, geral-
mente inicio da estacionéria. Ao utilizarem um sistema conti-
nuo, Briassoulis et al. (2010) alcancaram os melhores resulta-
dos (produtividade maxima de biomassa de 3,03 g L' d!) para
o fotoautotréfico de Nannochloropsis sp.
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4.5 Microalgas em Fotobiorreatores

As alternativas mais comuns para a producao fotoautotro-
fica de biomassa a partir das microalgas sao classificadas, de
acordo com suas caracteristicas fisicas, como sistemas abertos e
fechados. A seguir é apresentada a composicao desses sistemas.

4.5.1 Fotobiorreatores abertos

Os sistemas abertos, conforme citado por Lourenco (2006),
apresentam variacoes em suas dimensdes e sdo chamados
genericamente de tanques de recirculacdo. Além disso, ainda
segundo o autor, sao encontrados em diversas formas e funcio-
namento, como em caixas de dgua, piscinas rasas em formato
circular ou eliptica, além dos diferentes métodos de agitacao
para mistura envolvida.

Em geral, os sistemas de grande porte devem ser abertos,
pois permitem a producao de biomassa em grandes quanti-
dades e com menor custo, com pequena profundidade, de
15 ¢cm a 20 cm, visando assegurar adequada incidéncia de
luz solar no meio de cultivo (PULZ, 2001). Uma unidade
tipo pista de corrida, conhecida como raceway, é composta
de uma volta fechada de um canal de recirculacao, na qual
as pas rotativas operam todo o tempo, para prevenir sedi-
mentacao e promover a manutencado das condi¢des do fluxo
hidraulico (CHISTI, 2007b).

Essas unidades podem ser construidas em concreto e alve-
naria. Todavia, devem ser revestida por uma superficie lisa,
a fim de reduzir o atrito das células com as paredes, bem
como facilitar a limpeza. O acabamento interno pode ser com
plastico, fibra de vidro, vinil atéxico ou PVC. O revestimento
interno deve ser de cores claras, permitindo maior reflexao da
luz (LOURENCO, 2006; BERTOLDI et al., 2008).

Os cultivos em grande escala envolvem também o con-
sumo de enormes volumes de dgua de boa qualidade, a qual
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deve possuir um registro de andlises dos nutrientes nela pre-
sentes, balizados em parametros fisicos, quimicos e biol6gi-
cos, os quais podem ser seguidos de acordo com a Resolucéo
do n°. 357 do CONAMA, que classifica padroes de qualidade
(BRASIL, 2005). Essa caracterizacao das aguas possibilitara
a adequada aplicacao dos nutrientes e, com isso, a reducao
de gastos pela diminuicao dos componentes utilizados para o
enriquecimento da cultura.

A dissolucao dos diferentes tipos de sais que serdo aplicados
nos meios de cultura devera ser realizada de forma cuidadosa,
sendo que cada componente devera ser adicionado individual-
mente, nunca misturado com outros constituintes. Além disso, a
adicao sequencial de um sal ao meio s6 pode ser realizada apds
a dissolucao total do primeiro elemento aplicado. O mesmo cui-
dado deve ser tomado para os demais sais adicionados.

A agitacao é um modo particular de mistura, portanto, uma
movimentacdo do material liquido contido em um recipiente.
Os cultivos de microalgas em grande escala envolvem a agitacao
e/ou aeracao, sendo esses lteis para promover a dissolucdo e a
mistura dos constituintes no meio de cultura, os quais podem ser
mantidos em operacao durante sua adicao e preparacao.

Nos tanques de pequeno porte, a simples introducdao do
ar em pequenas bolhas pode promover a agitacdo adequada.
A intensidade da agitacao deve ser moderada, para nao promo-
ver danos as células. A distribuicdo do ar nos tanques de recir-
culacdo pode ser feita por tubos de PVC ou mangueiras com
furos, as quais deverdo ser dispostas em locais previamente
determinados, visando o melhor desempenho na dissolucédo
dos gases. A aeracdo pode envolver também a adicdo de CO,,
fornecido por cilindros de gés, cuja vazao deve ser controlada
por mandmetros. A vazao do gas pode variar de 1% a 10%, de
forma continua ou alternada. Contudo, o excesso de CO, tam-
bém pode ocasionar a acidificacdo do meio de cultivo.

Em tanques de recirculacdo de grande porte, a agitacdo
pode ser realizada com péas rotativas, as quais promovem uma
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mistura hidraulica associada ao desenho das unidades. A ins-
talacdo das pés é de baixo custo e permite o controle da velo-
cidade e da direcdo do fluxo do meio de cultivo. Além disso,
a movimentacao horizontal criada pelas pas proporciona bons
resultados no que se refere a homogeneizacao das microalgas
nas unidades (LOURENCO, 2006). O ntimero de pas que com-
pOem o sistema rotacional em um mesmo ponto do eixo, onde
estao fixadas, pode chegar a oito, dependo das dimensoes dos
tanques. O posicionamento das pas nas unidades podera ser
em uma depressao do tanque, permitindo, assim, maior efeito
no fluxo. Entretanto, a utilizacdao de pas nao alinhadas também
pode promover o mesmo efeito.

O tamanho das pas rotativas pode variar em funcao do
seu diametro. Pas de grande porte produzem forcas de friccao
menores do que as de pequenas dimensoes, haja vista que, estas
devem girar mais vezes por unidade de tempo para produzir o
mesmo efeito. Essas diferencas podem acarretar danos mecani-
cos nas células, além de contribuir para a formagédo de espumas
e coloides junto as areas de contato. Segundo Lourenco (2006),
a definicdo da velocidade de rotacao esta relacionada com a
area e a profundidade do tanque de recirculacao, bem como
com as caracteristicas das microalgas (sensibilidade a agita-
¢do e tamanho celular). A adequada turbuléncia promove uma
boa homogeneizacdo do meio, possibilitando, assim, a exposi-
¢ao adequada das microalgas a luz, bem como a dispersao dos
gases e homogeneidade do sistema.

Entretanto, para andlise do desempenho da agitacdo meca-
nica devem ser consideradas algumas variaveis como: tipo,
forma e quantidade de péas rotativas, bem como a formacao de
vortices, a velocidade de rotacdo, a concentracao e a densidade
da mistura, a granulometria das particulas e a velocidade de
sedimentacdo. A configuracdo do tanque com fundo arredon-
dado facilita também o fluxo, pois a poténcia consumida na
agitacao tende a ser reduzida. Além disso, ocorre a reducao da
formacao das chamadas zonas mortas, entre o fundo e as pare-
des dos tanques de recirculacao.
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Os defletores sdo elementos utilizados para evitar a forma-
cao de vortices que ocorrem, geralmente, em liquidos de baixa
viscosidade com agitacdo central. Tal fenémeno é produzido
pela acdo da forca centrifuga que age no liquido em rotacao,
causada pelo componente tangencial da velocidade do fluido.
Os defletores agem, entao, interceptando os componentes do
escoamento, sem interferir no fluxo axial e radial, sendo que
sua montagem pode variar quanto a sua disposicao, tamanho,
quantidade e o espacamento entre eles (LIMA, 2005).

Um aspecto que deve ser levado em considera¢ao nos sis-
temas abertos refere-se as chuvas, haja vista que, em excesso,
podem diluir o meio de cultura e/ou transbordar o liquido
dos tanques, afetando o desenvolvimento dos cultivos. Assim,
é recomendada a instalacao de coberturas transparentes, as
quais possibilitam a passagem da luz, de maneira a nao afetar
o processo de fotossintese.

As desvantagens dos fotobiorreatores abertos relacio-
nam-se a contaminacgao por outras espécies de microalgas e
microrganismos, os quais podem contribuir para a baixa pro-
dutividade da biomassa. Além disso, existem outras situacoes
como a evaporacdo das aguas aliada as dificuldades de con-
trolar algumas variaveis do processo como pH, temperatura e
CO, (PULZ, 2001).

O potencial hidrogenionico (pH), que indica a condicédo
de acidez, neutralidade e alcalinidade das &guas, é um fator
critico e seu controle é muito importante para o sucesso do
cultivo. A faixa de pH em que se pode alcancar a melhor den-
sidade algacea encontra-se dentro dos limites de 7,5 e 9,0. No
entanto, quando ocorre o consumo do CO, durante o dia pela
fotossintese, o pH pode elevar, mas, por outro lado, a liberagao
e dissolucao do gas carbonico no meio pela respiracdo promo-
vem a reducao do pH (EMBRAPA, 2000).

Nos locais de clima temperado e subtropical, essas uni-
dades deverao permanecer cobertas, a fim de evitar variagoes
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bruscas de temperatura, principalmente durante o inverno, de
maneira a impedir o congelamento das camadas superficiais do
meio de cultivo durante a noite. Como alternativa para se con-
seguir um bom aproveitamento da biomassa das microalgas,
destaca-se o uso de estufas, que podem fornecer um ambiente
ideal para a producao durante todo o ano.

Nas regioes tropicais, a temperatura tende a ser alta, assim
como a irradiancia. O excesso de luz pode causar a fotoinibicao
e a morte celular se o sistema for inerte, pois estas permanece-
rao por muito tempo nas camadas superficiais. Entre as formas
para controlar a elevacdo da temperatura, Lourenco (2006)
salienta a utilizacao de agua fria circulante em sistemas ao ar
livre. Nos ambientes fechados, essa situacdao pode ser contro-
lada com a refrigeracao do local.

Para o cultivo das microalgas, torna-se importante, tam-
bém, a instalacdo de sensores em pontos especificos, os quais
permitam a avaliacdo eficiente da produtividade, promovendo
o controle e o monitoramento das principais variaveis do pro-
cesso, bem como das caracteristicas desejadas da biomassa,
lipideos e pigmentos (LOURENCO, 2006).

A implantacao de sensores automaticos para o monitora-
mento de sistemas de producao de microalgas requer o desen-
volvimento de um elemento de medicdo continuo, ou seja,
equipamentos que determinem a concentracao do cultivo.
Os dispositivos existentes no mercado, tais como fluorime-
tros, espectrofotometros e contadores de particulas, possuem
elevado custo e, na maioria dos casos, realizam essa medicao
através de amostras previamente coletadas, o que dificulta o
controle em sistemas em grande escala. Devido a isso, é de
extrema importancia o desenvolvimento de técnicas e métodos
que viabilizem as aplica¢oes de controle.

Espinosa e colaboradores (1996) relatam que estao sendo
utilizados sensores fisico-quimicos tradicionais para a medi-
¢ao e controle do pH, oxigénio dissolvido, di6xido de carbono,
potencial de oxidacao e condutividade elétrica.
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A coleta das microalgas, geralmente, é realizada no lado
oposto do sistema de entrada dos nutrientes, através de cole-
tores, que quantificam o material extraido. Para isso, devem
ser instalados equipamentos que registram continuamente os
volumes coletados das unidades, sendo que os volumes das
descargas deverdo ser previamente detalhados em cada fase
do projeto. No cultivo em unidades abertas de Muriellopsis sp.,
Blanco et al. (2007) utilizaram o regime semicontinuo, sendo
que as fracoes de coleta eram realizadas no periodo da manha
e baseadas na estimativa da densidade de células, com poste-
rior adicao de um meio novo.

4.5.2 Fotobiorreatores fechados

Com a utilizacao das microalgas para a preparacao de
produtos de alto valor agregado como cosméticos e farmacos,
passou a haver viabilidade na producao de biomassa algal em
fotobiorreatores fechados (RICHMOND et al., 1993). Além
disso, diante dos principais inconvenientes do cultivo aberto
como a evaporagdo, a difusdo de CO, para a atmosfera e a
ameaca permanente da contaminacao, a utilizacdo de unidades
de cultivo abertas passou a ser questionadas.

Os fotobiorreatores de configuracédo fechada se caracteri-
zam por promoverem maior crescimento das microalgas, além
de favorecerem o controle de alguns pardmetros que devem
ser monitorados, como as condi¢oes de fluxo, a temperatura
e a intensidade luminosa, em funcdo do desenho técnico,
quando da sua elaboracao (PULZ, 2001; FRANCISCO, 2010;
READELLI et al., 2010; SOARES, 2010; HOLANDA; RAMOS;
MEDEIROS et al., 2011).

Dentre as principais vantagens desse sistema, podem ser
destacadas as menores perdas de 4gua por evaporacao, a redu-
¢ao dos problemas relacionados a contaminacao por outros
microrganismos, a maior facilidade nos procedimentos de
coleta de biomassa, pois se concentra em menores volumes
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de meio de cultura, a menor necessidade de espaco devido ao
volume, ao maior rendimento por unidade de area e volume,
a maior facilidade para reaproveitar o meio de cultura parcial-
mente consumido e a possibilidade de obter cultivos com alto
grau de pureza (LOURENCO, 2006; GRIS, 2011).

Entre as diversas configuracoes dos sistemas fechados,
Frac et al., (2010) destacam trés tipos de fotobiorreatores:
coluna vertical, cilindrico e em placas. A forma cilindrica cor-
responde a grande maioria, variando no tamanho, compri-
mento e na disposi¢do vertical ou horizontal dos tubos, além
dos tipos de materiais transparentes utilizados, como plastico,
acrilico, vidro ou policarbonato, para permitir a penetracao
de luz. Novas formas achatadas com placas foram idealizadas,
buscando uma forma mais eficaz para o incremento da inci-
déncia da luz e, com isso, o aumento da produtividade. No
entanto, verificou-se que existem problemas que incluem o
superaquecimento, o entupimento, a acumulacao de oxigénio,
o alto custo de instalacdao, a operacdo e a manutencao do cul-
tivo (PEQUENO, 2010).

Em todos os casos, para uma boa produtividade, um dos
principais fatores é a turbuléncia, fundamental para o sucesso
do projeto (TREDICI, 1999). O modelo cilindrico apresenta
como vantagens o baixo custo, a troca de massa e calor satis-
fatérios, cultura relativamente homogénea, liberacao eficiente
de O, e gas residual, sendo que sua altura deve ser duas vezes
superior ao seu didmetro. Para isso, deverdao possuir em sua
base difusores, os quais convertem o gas injetado em pequenas
bolhas, favorecendo a transferéncia de CO, e a remocéo de O,
durante a fotossintese (SINGH et al., 2012). Os fotobiorreato-
res construidos em placas apresentam a forma ctibica, de modo
que a luz percorra um caminho minimo e, caracterizam-se pela
elevada relacao entre drea e volume (SINGH e SHARMA, 2012).

Nos cultivos fechados, os custos de ajuste e operacao sao
mais elevados quando comparados aos abertos, mas a eficién-
cia e o rendimento em biomassa sdo significativamente supe-
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riores, ou seja, essa desvantagem inicial nos investimentos é
dissipada no médio e longo prazo, viabilizando a produgao
comercial de produtos de alto valor agregado (PEREZ, 2007).
A injecao do ar nos cultivos em grande escala promove uma
difusdo efetiva dos nutrientes e o aporte parcial do CO, inorga-
nico, proporcionando a estabilidade do pH e a manutencao das
algas em suspensdo, possibilitando um cultivo uniformemente
distribuido, além de contribuirem no processo da fotossintese.

Uma importante diferenca na producao nesse sistema é a
exposicao da cultura ao ambiente, pois podem ser instalados ao
ar livre ou em ambientes cobertos. No caso de cultivos em locais
abertos, a luz solar é aproveitada como fonte de energia no cres-
cimento das microalgas. Nos locais fechados, existe a possibili-
dade do uso de casas de vegetacao, cujo teto e paredes laterais
sao transparentes, permitindo o aproveitamento da radiacdo
solar, que pode ser, ou nao, auxiliada pela acdo de iluminacao
artificial (LOURENCO, 2006). Holanda e colaboradores (2011)
constataram que, em muitas unidades, o piso é pintado da cor
branca, para aumentar a refletdncia da luz incidente.

Os sistemas de producao hibrida combinam o cultivo
aberto com os fechados em dois estagios distintos. No pri-
meiro, as microalgas crescem num ambiente controlado em
unidades fechadas, evitando a contaminacado e favorecendo a
divisao celular. O segundo estigio expoe as células a estresse
nutricional ao mové-las do cultivo fechado para o aberto, o que
geralmente desvia o metabolismo para a producao de lipideos.

4.6 Limpeza e Esterilizacao dos Sistemas

A contaminacao das culturas das microalgas pode ser bio-
l6gica ou quimica. Segundo Lourenco (2006), isso pode ocorrer
durante as operacoes de inoculacao de uma espécie, na intro-
ducdo de meio de cultivo, incluindo a reciclagem, a qual deve
passar por um processo de esterilizacao.
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A limpeza dos fotobiorreatores pode ser feita através do
enchimento total das unidades com agua, aliada a aplicacao da
solucao de hipoclorito de sédio (2,5%). Ap6s um periodo de 10
minutos deverao ser adicionados 2,5 ml de tiossulfato de sédio,
na concentracao de 250 mg L', para realizar a neutraliza¢do do
cloro. Essa solucao permanecera nas unidades durante por 24
horas, sendo, posteriormente, descartada para a realizacao de
lavagem com &gua corrente.

4.7 Viabilidade Economica da Producao

A viabilidade econémica de um sistema de producado de
microalgas estd vinculada, principalmente, aos investimentos
necessarios para sua instalacao e operacao, bem como ao valor
agregado do produto final. Dessa maneira, é essencial conside-
rar que ha diferentes produtos que podem ser obtidos a partir
desse cultivo, alguns com alto valor agregado, como pigmen-
tos e 6leos poli-insaturados, enquanto outros apresentam baixo
valor agregado, como o biodiesel. Além disso, a producao de
microalgas pode nao estar relacionada diretamente a obtencado
de um produto, mas a um processo, como a fixacdo de gas car-
bonico e/ou a diminuicao do potencial poluidor de um residuo.

O Departamento de Energia dos Estados Unidos desen-
volveu por quatro décadas um programa de pesquisa sobre
microalgas, com foco principalmente no mecanismo fotoauto-
tréfico. Baseados nos resultados desse programa, Davis et al.
(2011) realizaram uma andlise tecno-economica sobre a pro-
ducao fotoautotréfica de microalgas para producao de biodie-
sel. Para isso, foi considerada uma taxa de retorno de 10%,
concluindo-se que o biodiesel de microalgas provenientes de
fotobiorreatores fechados custaria U$ 20,53 o galao, enquanto
no procedente de um sistema aberto o valor seria de U$ 9,84.
Em ambos os casos, os maiores custos estdo relacionados a ins-
talacdo do processo de cultivo. Apesar de ser mais barato, o
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sistema aberto ainda ndo é competitivo com diesel comum,
cujo galdo custava, no periodo, cerca de U$ 2,60.

Razon e Tan (2011) ao estudarem o retorno energético
das microalgas Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis sp.
em fotobiorreatores fechados, massivo e em sistemas abertos,
concluiram que ambas tiveram retorno negativo. Os princi-
pais pontos que levaram a esses resultados foram a utiliza-
¢ao de um fotobiorreator para producao de inéculo e siste-
mas de extracdo que necessitavam de secagem da biomassa,
pois o consumo de energia nessas etapas foi muito alto. Assim,
os autores indicaram como alternativas para a viabilizacao:
a comercializacao de coprodutos para agregar valor ao pro-
cesso, a pesquisa de microalgas mais produtivas, a retirada do
fotobiorreator fechado do processo e o desenvolvimento de
novos métodos de extracao.

Além do aproveitamento de coprodutos, a viabilidade eco-
nomica da producdo de biodiesel a partir do sistema fotoau-
totréfico pode evoluir ao se considerar o retorno financeiro
relativo a fixacdo de gas carbdnico, a producdo conjunta de
outros compostos energéticos, principalmente biogés e bioe-
tanol. Harun et al. (2011) estudaram o cultivo fotoautotréfico
para producado de biodiesel, bioetanol e biogas, e observaram
que os melhores resultados ocorreram quando se utilizaram
os lipideos para producao de biodiesel e as demais porcoes da
biomassa para producdo de biogds. Entre as vantagens de sé
produzir biogas é que nao é necessario secar a biomassa, nem
fazer esterificacdo, processos que consomem muita energia.
Relata-se ainda que o cultivo aberto para producao de compos-
tos combustiveis foi o mais indicado.

Em uma relacao entre o cultivo heterotréfico e o mixotré-
fico das microalgas para a producéo de biocombustiveis, Shen
et al. (2010) salientam que ainda existem poucos estudos para
compara-los com o fotoautotr6fico, bem como a producao
de etanol por levedura. No entanto, o cultivo de microalgas
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heterotroéficas poderia ser acoplado a producao de etanol por
leveduras, porque ambos os processos usam matérias-primas
semelhantes. Destaca-se que a taxa de utilizacdo do actcar
pelas microalgas pode ser superior ao das leveduras. Além
disso, estas podem utilizar uma faixa mais ampla de compos-
tos organicos, como fonte de carbono.

Bumbak et al. (2011) consideram que o cultivo heterotré-
fico de microalgas seria vidvel apenas para produtos que nao
sao obtidos de outros microrganismos, os quais ja estariam mais
adaptados a grandes escalas de producao. No entanto, Xiong et
al. (2008) consideram que o sistema heterotr6fico com densi-
dade de 116,2 g L* e produtividade de 10,0 g L* h! j& seriam
competitivos com o etanol. Destaca-se que a compara¢do do
heterotréfico é geralmente feita com base no etanol obtido a
partir de leveduras, porque este também apresenta dependén-
cia em relacdo a uma fonte externa de carbono organico.

Para as microalgas em sistema heterotroéfico, Li et al. (2007)
estimam que a glicose corresponde a 45,4% do custo global da
producado. Embora a glicose sustente as melhores producoes de
biomassa, dependendo do valor agregado do produto final é
essencial pesquisar alternativas para essa fonte. Dessa maneira,
véarias pesquisas tém sido realizadas a fim de encontrar fontes
alternativas e, com isso, contribuir para a viabilidade financeira
da producao de microalgas (SHEN; YUAN; PEI et al., 2010).

O uso de &guas residudrias tem sido avaliado como base
para o meio de cultivo heterotréfico de microalgas. Em geral,
esses sistemas tém como foco principal o tratamento de
efluentes, sendo que a biomassa gerada é um subproduto do
processo. Embora nao produzam tanto quanto o meio a base
de glicose, esses meios de cultivo podem ser promissores,
principalmente para a producédo de compostos de baixo valor
agregado, como o biodiesel. Além disso, como ocorre reducdo
do potencial de poluicdo dos residuos utilizados, agrega-se
valor ao passivo ambiental.
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Independentemente do sistema adotado, a producao em
grande escala de microalgas deve ser considerada como uma
tecnologia emergente e, como tal, ainda deverao ser realizados
estudos para torna-la competitiva com os demais sistemas de
producao de biocombustiveis.

Consideracoes Finais

A producao de microalgas em fotobiorreatores abertos e/
ou fechados depende da composicao dos nutrientes, da geome-
tria e forma das unidades e dos custos envolvidos. Além disso,
estdo sujeitos as condicoes hidraulicas impostas ao sistema de
cultivo, os quais se diferenciam pelo fluxo de entrada de meios
de cultivo e saida de produtos, destacando-se os continuos, os
descontinuos e os semicontinuos, que influenciam nos padroes
de producao da biomassa.

O sistema mais comum e tradicional utilizado para a pro-
ducao desses microrganismos é o fotoautotréfico, que se baseia
no metabolismo fotossintetizante e, portanto, luz e gas carbo-
nico sao necessarios para que ocorra a producao de biomassa.
Entre os diversos insumos necesséarios, a 4gua exerce papel fun-
damental no processo produtivo, pois o conhecimento de suas
caracteristicas fisicas e quimicas possibilita a adequada utiliza-
¢do dos nutrientes, os quais refletem no consumo de grandes
quantidades, quando relacionadas as escalas de producao.

Na avaliacao do desenvolvimento de microalgas, é neces-
sario o acompanhamento do crescimento da cultura por meio
de aliquotas, visando a determinacdo do momento 6timo da
coleta de biomassa, a qual esta relacionada a densidade das
células. Para isso, torna-se necessario a elaboracao de um pro-
cedimento operacional, cujo objetivo, refere-se ao controle das
condicoes de cultivo, resultando em um processo mais facil e
seguro de ser controlado.

O cultivo de microalgas pode ter diferentes objetivos, como:
producao de biodiesel, pigmentos, proteinas, fixacao de gas car-
bonico ou diminuicao do potencial poluidor de efluentes.
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Introducao

Nos cultivos de microalgas, os ambientes sdo sistemas
aquosos, consistindo de nutrientes, geralmente, com agitacao
para aera¢ao com ou sem injecdo de CO, para aumentar a pro-
ducao de biomassa, de acordo com o grupo metabdlico, por
exemplo, autotréfico, heterotréfico ou mixotroéfico.

Os grandes desafios para o desenvolvimento biotecnolé-
gico e a comercializacdo das microalgas sdo o alto custo da
colheita e a secagem/desidratacdo da biomassa, principal-
mente em cultivos destinados a producao de biocombustiveis
(BOROWITZKA, 1992; SING et al., 2013), mas também para
uso como alimento nas incubadoras de aquicultura e outros
(BOSMA et al., 2003; BRIASSOULIS; PANAGAKIS; CHIONIDIS
et al., 2010). Em pequena escala, a colheita nao representa
entraves ao sistema produtivo de microalgas, em contraste, no
cultivo em grande escala, com volumes acima de 10.000 L,
essa etapa é um dos aspectos mais importantes, pois contribui
significativamente para a composicao do custo total de produ-
¢ao, de acordo com a finalidade da biomassa.

A colheita das células de microalgas é uma etapa que pode
alcancar cerca de 20-30% do custo total de produc¢do da bio-
massa (MOLINA GRIMA et al., 2004; SING; ISDEPSKY; BORO-
WITZKA et al., 2013) e, em um estudo de caso, o calculo econ6-
mico mostrou que a colheita representa 60% do custo total para
producao de acido eicosapentaenoico (MOLINA GRIMA et al.,
2003a). Assim, neste capitulo, a revisao dos trabalhos sera com
enfoque nos processos e procedimentos envolvidos na colheita
e na desidratacdao da biomassa, visando a sua conservacao e a
qualidade dos coprodutos processados. Serao descritos também
neste capitulo os processos de pré-tratamento, tais como, coa-
gulacao/floculacao quimica, fisica e biofloculacao, que sao efe-
tivos e praticos para a concentracao de células e, com isso, faci-
litam a remoc¢do do meio liquido de cultivo apds a suspensao
ou sedimentacao da fracado sélida. Christenson e colaboradores
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(2011), revisando a producdo e a colheita de microalgas para
tratamento de aguas residuarias, biocombustiveis e bioprodu-
tos, apresentaram um panorama das metodologias utilizadas
nas diversas industrias de producdo de microalgas.

Neste capitulo, os métodos de colheita em escala indus-
trial nao serao discutidos, uma vez que a maioria das empre-
sas ndo divulgam informacoes sobre as unidades de producéo
ou procedimentos da producao de microalgas para geracao de
matéria-prima para biocombustivel e/ou coprodutos.

5.1 Pré-etapas da Concentracao/Recuperacao
das Células de Microalgas

O conceito de colheita de biomassa de microalgas compre-
ende a concentracao e a separacao das fases sélido-liquido dos
cultivos, sendo a parte sblida composta de células algais e a
liquida a que contém os nutrientes remanescentes. A colheita
de microalgas requer uma ou mais etapas, envolvendo proces-
sos fisicos, quimicos ou biolégicos e a etapa principal pode ser
executada por centrifugacao, filtracdo, flotacdo e, em alguns
casos, sedimentacao por gravidade que, podem ser precedidas
pelo pré-tratamento das células como, por exemplo, floculagdo/
coagulacio (MOLINA GRIMA; BELARBI; ACIEN FERNANDEZ
et al., 2003a; MATA et al., 2010; CHRISTENSON; SIMS, 2011).
O processo para concentrar a biomassa dos cultivos de micro-
algas consiste no pré-tratamento das células por coagulagdo/
floculacao seguido de flotacao ou sedimentacao/decantacao da
biomassa para a separac¢do da fracao liquida/sélida, sendo que
em varios trabalhos tém sido reportadas alternativas para supe-
rar as dificuldades nessas etapas da colheita (POELMAN et al.,
1997; OH et al., 2001; DIVAKARAN et al., 2002; LI et al., 2007;
LIAN et al., 2008; HARITH; ZUHARLIDA TUAN et al., 2009;
LEE et al., 2009; MAGESH et al., 2009; DE GODOS et al., 2010;
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JANCULA et al., 2011; FERRIOLS et al., 2012; LIU et al., 2013;
MANDAL et al., 2013). Em todos esses processos, a retirada da
parte liquida consome energia e tem um custo alto, dependendo
do sistema de cultivo, do volume e da técnica utilizada.

Embora, o processo de colheita das culturas de microal-
gas seja fator de grande importancia, que pode influenciar o
custo da producao e a qualidade dos produtos finais, ainda
nao existe um método de colheita reconhecido como melhor
ou mais adequado em termos economicos e sustentaveis. Isso
torna esse assunto bastante pesquisado, com possibilidades de
desenvolvimento de um sistema de colheita para a maioria das
espécies de microalgas, o que tem resultado em intiimeros tra-
balhos e revisdes sobre o assunto (CHENG; JUANG; LIAO et
al. 2011; CHRISTENSON; SIMS, 2011; GOUVEIA, 2011; BILAD
et al., 2012a; FERRIOLS; AGUILAR, 2012; GRANADOS et al.,
2012; BEUCKELS et al., 2013; COWARD et al., 2013). Além
disso, na otimizacao de cada sistema de producao de biomassa
de microalgas deve-se considerar todas as caracteristicas do
microrganismo e as etapas de processamento que precedem a
colheita (GUDIN et al., 1991). Na Figura 5.1, é apresentado o
processo de colheita das microalgas nos sistemas de cultivo em
fotobiorreatores abertos e fechados.

Os principais estagios da producédo de microalgas destaca-
dos no diagrama (Figura 5.1) sdo: o cultivo em fotobiorreatores
abertos e fechados, e a colheita da biomassa englobando
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, com a sedimentacgao
ou flotacdo da biomassa no recipiente de colheita. Embora exis-
tam diversos compostos (6leos e pigmentos) extraidos da bio-
massa microalgal concentrada imida, a secagem é importante
e pode ocorrer em secadores convencionais como estufas com
aquecimento e circulacdo de ar, em camaras com insufladores
com temperatura ambiente ou em secadores solares, antes dos
processos de extracdo de substancias como proteinas, acidos
graxos e carboidratos.
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Figura 5.1. Diagrama esquemdtico do processo de cultivo das
microalgas nos sistemas de cultivos em fotobiorreatores
abertos e fechados, destacando-se as etapas coagulagao/
floculagdo das células e colheita da biomassa.

Os principais fatores que contribuem significativamente
para aumentar as dificuldades na recuperacao da biomassa de
microalgas incluem:

a) A morfologia celular: formato (esféricas, em cadeias
ou filamentosas), tamanho (entre 2,0 um e 30,0 um
para eucariontes e 0,2 um e 2,0 um para cianobacté-
rias), peso especifico e carga de superficie, geralmen-
te negativa (SING; ISDEPSKY; BOROWITZKA et al.,
2013);

b)

A densidade do cultivo da microalga, geralmente com

alta taxa de diluicao e concentragoes de células varian-
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do de 0,3 a 2,0 g L dia! (MOLINA GRIMA; BELARBI;
ACIEN FERNANDEZ et al., 2003a; VANDAMME et al.,
2011);

c¢) Técnicas escolhidas para concentracao de células e se-
paracao liquido-sélido;

d) Custo e eficiéncia do processo;

e) Aplicacao final da biomassa de microalgas.

5.1.1 Coagulacao/floculacao de células
de microalgas

As microalgas possuem cargas negativas superficiais, que
impedem a agregacao e mantém as células em suspensao. Assim,
os coagulantes/floculantes agem sobre a superficie celular,
neutralizando as cargas da parede celular da microalga, o que
resulta na agregacao e sedimentacao/decantacao de células no
cultivo (BORGES et al., 2011). Um grande ntiimero de produtos
quimicos tém sido testados como coagulantes/floculantes.

O pré-tratamento por coagulacao envolve ajustar o pH
ou adicao de eletrélitos, ja por floculacdo envolve a adicado
de polimeros catidnicos; tais estratégias sdo convenientes, pois
permitem tratamento rapido de grandes volumes de cultivos de
microalgas (OH; LEE; PARK et al., 2001). Em seguida, com a
aproximacao e colisdo das particulas desestabilizadas, ocorre a
formacao de flocos, que podem ser removidos por sedimenta-
¢ao, flotacao ou filtracao.

A coagulacao é definida como a agregacao de células como
resultado do ajuste do pH ou eletrélitos e consiste na deses-
tabilizacao das particulas coloidais e suspensas realizada pela
conjuncao de acoes fisicas e reacdes quimicas, com duracao de
poucos segundos.

Em processos de tratamento de dgua e lagoas fotossintéti-
cas, sao utilizados sais de aluminio ou de ferro como agentes
coagulantes, uma vez que em solucao aquosa os ions metélicos
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de ferro e de aluminio, positivamente carregados, formam for-
tes ligacoes com atomos de oxigénio, podendo coordenar até
seis moléculas de dgua ao seu redor, liberando os 4tomos de
hidrogénio e, assim, aumentando a concentracao do ion H*
e reduzindo o pH da suspensao. Esse processo é denominado
hidrélise e os produtos formados constituem as espécies hidro-
lisadas de ferro e aluminio, que podem precipitar como hidré-
xidos de metal, dependendo da dose utilizada (LIBANIO, 2010;
RICHTER et al., 2003). Posteriormente, em uma etapa deno-
minada mistura rapida, verifica-se o transporte das espécies
formadas para o contato com as impurezas presentes causando,
em funcao da dosagem e pH de coagulacdo, a desestabilizacédo
ou envolvimento nos precipitados. Em seguida, com a aproxi-
macao e colisdo das particulas desestabilizadas, ocorre a for-
macao de flocos, que podem ser removidos por sedimentacao/
decantacao, flotacao e filtracdao. Assim, a coagulacao em culti-
vos de microalgas é conhecida por relacionar-se com o pH do
meio de cultivo (HORIUCHI et al., 2003; PAPAZI et al., 2010).

A correlacdo entre a concentracdo de células e a concen-
tracdo do coagulante permite supor que o mecanismo predo-
minante de desestabilizacdo é a neutralizacao de cargas e nédo
a floculacdo denominada de varredura, que é o uso ineficiente
do coagulante. No caso de floculacao por varredura, ndo existe
relacdo estequiométrica entre a concentracao de células de
microalgas e a dose 6tima do coagulante (PAPAZI; MAKRIDIS;
DIVANACH, 2010).

5.1.2 Tipos de coagulantes/floculantes

Os coagulantes/floculantes podem ser categorizados em
classes: sintéticos inorganicos, sintéticos organicos e os bioflo-
culantes e, assim, os tipos de floculacao de acordo com seus
agentes floculantes. Na primeira etapa da coagulacdo/flocula-
¢ao, o composto quimico (coagulante) reduz a carga da super-
ficie celular, formando o precipitado de células, que aumenta



Potencialidades e Desafios do Cultivo

a agregacao e a sedimentacao (MOLINA GRIMA; FERNANDEZ;
MEDINA, 2004; PAPAZI; MAKRIDIS; DIVANACH, 2010).

A floculacao pode ser alcancada por meio da utilizacao de
floculantes inorganicos como o sulfato de aluminio, Al (SO,),,
o cloreto férrico, (FeCl,), o sulfato férrico, Fe,(SO,),, e a cal,
CaO, e um o¢xido forte produzido de carbonato de célcio, CaCO,
(MORALES et al., 1985; PAPAZI et al., 2007; PAPAZI; MAKRI-
DIS; DIVANACH, 2010; VANDAMME et al., 2010; OSTER-
MALIER et al., 2012); KIM et al., 2011). Esses floculantes inor-
ganicos produzidos a base de ferro e aluminio sao eficazes para
a floculacédo de microalgas e podem ser utilizados para reduzir
os custos de producdo, mas, normalmente, esses agentes pro-
porcionam contaminacao da biomassa com metais e a produ-
cdo de efluentes téxicos (MOLINA GRIMA; BELARBI; ACIEN
FERNANDEZ et al., 2003a).

Floculantes organicos, tais como a quitosana e os amidos,
sdo biodegradaveis e muitas vezes utilizados em baixas concen-
tracoes (SINGH et al., 2000; VANDAMME; FOUBERT; MEESS-
CHAERT et al., 2010) e, com isso, contribuem para a proposta
de sustentabilidade do sistema (SHARMA et al., 2006). O custo
estimado de producao de quitosana para tratamento de 50.000 L
a 500.000 L de cultivo, dependendo da concentracao de
microalgas, é inferior a US$ 2,00 por kg (DIVAKARAN; SIVA-
SANKARA PILLAI, 2002). No entanto, esse custo ainda é rela-
tivamente alto, dependendo da finalidade do cultivo da micro-
alga (HARITH; YUSOFF; MOHAMED et al., 2009).

Borges e colaboradores (2011) reportaram que, para a pro-
ducao de biodiesel, o uso dos floculantes anionicos e catiéni-
cos a base de poliacrilamida para concentrar as células das
espécies marinhas, Nannochloropsis oculata e Thalassiosira weis-
sflogii, ndo interfere no porcentual lipidico da biomassa dessas
microalgas e, ainda, contribuem para aumentar a qualidade
pela remocao de 4cidos graxos insaturados. No entanto, se os
objetivos do cultivo dessas microalgas sao comercializar &ci-
dos graxos especificos, por exemplo o acido oleico (C18:n9C),
recomenda-se evitar o uso desses floculantes, especialmente
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a poliacrilamida Magnafloc® LT-25. A utilizacdo desses flo-
culantes também alterou a composicao do perfil dos acidos
graxos de Botryococcus braunii (LEE; LEWIS; ASHMAN, 2009).
Os floculantes a base de polimeros cationicos neutralizam as
cargas negativas da superficie das células e modificam as inte-
racOes eletrostéticas repulsivas, induzindo a agregacao das
células. As propriedades importantes de um floculante polimé-
rico sdo: peso molecular, densidade de carga e configuracdo da
sua estrutura. A concentracao 6tima de floculacao, portanto,
corresponde a uma situacao na qual a superficie das células
em meio de cultivo é parcialmente coberta por manchas de
polimeros catidnicos. As células tém cargas negativas na super-
ficie e quando entram em contato com polimeros catidnicos
ocorre inversdo de cargas, reduzindo a forca de repulsédo entre
as células. Os polimeros absorvidos, devido ao seu tamanho,
sdo capazes de formar uma ligacdo entre as células, formando
os flocos (RICHMOND, A., 2004b). Alteracbes em quaisquer
dessas propriedades podem melhorar a capacidade de ligacédo
do floculante a microalga (HARUN et al., 2010).

Polimeros orgénicos catidénicos podem induzir floculacao
eficiente de microalgas de 4gua doce em baixas concentracoes,
entre 1 e 10 mg L'; em cultivos de microalgas de ambientes
marinhos, com elevada salinidade, ocorre a inibicao da flocula-
¢do com polieletrélitos. Em alta forca i6nica, o polimero é redu-
zido para suas menores dimensoes, reduzindo a ligacdo entre
as células de microalgas (BILANOVIC et al., 1988). Molina-
-Grima e colaboradores (2003a) em revisao sobre a colheita de
microalgas relatam que polimeros orgéanicos polivalentes tém
efeitos floculantes para Scenedesmus sp. e Chlorella sp. e discu-
tem a especificidade dos polimeros, mostrando que Chlorella
sp. pode ser floculada com polimero catiénico, mas ndo com
polimero anidnico.

Os polimeros catidénicos agem como coagulantes/flocu-
lantes, neutralizando cargas negativas da superficie (parede)
das células de microalgas e reduzindo a repulsao elétrica entre
elas, favorecendo, assim, que as células se agreguem e acon-



Potencialidades e Desafios do Cultivo

teca a formacao de flocos com maior peso que se depositam no
fundo dos tanques/fotobiorreatores. Por outro lado, os polime-
ros anidnicos se ligam a superficie negativa das células. Apesar
de repulsao eletrostatica, ocorre a presenca de ions que agem
como pontes entre o polimero e as células (BOLTO; GREGORY,
2007), possibilitando a agregacao.

A floculacao utilizando produtos quimicos, muito utili-
zada na remocao de algas das lagoas de tratamento de resi-
duos industriais e aplicacoes no tratamento de &guas de
saneamento urbano (RICHTER et al., 2003; LIBANIO, 2010),
também tem aplicacdo nos cultivos de microalgas. Portanto,
uma grande variedade de produtos quimicos tem sido estudada
como agentes floculantes (LEE et al., 1998). Na Tabela 5.1 sao
sumarizados exemplos de coagulantes/floculantes quimicos e
biolégicos utilizados para auxiliar no pré-tratamento de células
de microalgas no processo de colheita.

Por exemplo, se o objetivo do cultivo é obter pigmentos,
sais de ferro sao impréprios para a floculacédo, porque alteram
a coloracdo das células. Papazi e colaboradores (2010) rela-
taram que utilizando sais de ferro a cor verde das células foi
alterada para amarelo escuro, principalmente acima da dose
de 1 g L! deste composto quimico. A atividade de céations é
determinada em grande extensdo pela sua eletronegatividade.
Os ions de calcio, magnésio e amodnio tém menor atividade
eletromagnética do que os ions de ferro e zinco, explicando
porque os sais de aluminio, ferro e zinco foram mais eficientes
na coagulacao das células de microalgas no intervalo de 24 h.

Quitosana, um polimero de acetilglucosamina, contém
grupos funcionais amino que sdo atraidos por &nions e é um
floculante com comprovada eficiéncia com varias microalgas.
A alta carga cationica da quitosana permite a forte adsorcao na
superficie negativa das células das microalgas e, efetivamente,
realizam a desestabilizacdo destas; e esse mecanismo pode
ocorrer através da formacao de pontes ou da neutralizacao de
cargas (efeito eletrostatico) (RENAULT et al., 2009).
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Tabela 5.1. Exemplos de produtos coagulantes/floculantes e sua efi-

ciéncia na recuperacao da biomassa de microalgas.

ST Eficiéncia da
il
Slesilbtiy Microalga (glf )/ floculacio  Referéncia
Coagulante Densidade %)
Optica ’
Ar.I}l\ld.O Parachlorella, 0,075~0,35 90 o))
cationico Scenedesmus
Amido
cationico de Neochloris
mandioca oleoabundans R 2)
(0,05v/v)
Isochrysis
Polimeros galbana e
catioénicos Chlorella i > 90 3)
stimatophora
Spirulina,
Oscillatoria,
Quitosana  Chlorella sp. e - > 90 4
Synechocystis
sp.
Quitosana Ch?;?él:é;g' € i > 90 (5)
(pH < 7,0) - > 99
sorokiniana
Chlorella
Poly (acido vulgaris e 0,57
y-glutamico) Chlorella 0,60 =20 (6)
protothecoides
FeCl, Chiorella 4 50,12 > 90 %)
zofingiensis
Chlorococcum
nivale,
pH 4,0 com  Chlorococcum _
HNO, ellipsoideum e LU= =l ®)
Scenedesmus

sp.

Continua.
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Tabela 5.1. Continuacao.

Sepass Eficiéncia da
Floculante/ . (g LY/ - .
Microalga . floculagdo  Referéncia3
Coagulante Densidade %)
Optica o
pH 8,6 € 10,5 Dur}allella
(NaOH) tertiolecta,
Scenedesmus 0,428 e > 90
pH 9,0 ) ©)
obliquus e 0,450 > 90
(NaOH e
Chlorella
Ca(OH) .
2 vulgaris
CaClZ) NaOH,
FeSO,,
AL(SO,), Tetraselmis
e 6leo de tetrahele i =S (10)
Moringa
oleifera
(AL(SO,).,
AlCL,
Fe,(SO4),, C‘hlo‘rel'la i i a1
FeCl, minutissima
ZnSO, e
ZnCl,
Policloreto
de Al,
et LR > 90 (12)
tricornutum
(A1(SO,).,

pH alcalino

Referéncias: (1) Vandamme, Foubert e Meesschaert et al. (2010); (2) Helder et al. (2012); (3) Bilanovic et al.
(1988); (4) Divakaran e Sivasankara Pillai (2002); (5) Ahmad et al. (2011); (6) Zheng et al. (2012); (7) Wyatt

etal. (2012); (8) Liu et al.; Zhang (2013); (9) Horiuchi et al. (2003); (10) Ferriols e Aguilar (2012); (11) Papazi,
Makridis e Divanach (2010); (12)(SIRIN et al. (2012).

Quitosana é facilmente manufaturada e é requerida em
baixas doses, mas seu poder é reduzido em agua salgada/salo-
bra, isto é, com alta condutividade elétrica. A dosagem 6tima
varia grandemente e aparentemente nao existe correlacdao con-
sistente entre grupos taxondmico de microalgas e quantidade
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6tima de quitosana para floculacao 6tima. Uma das vantagens
desse composto é ndo ser téxico, ndo corrosivo e seguro para
manuseio. Outras vantagens é ser biodegradavel, biocompa-
tivel e possuir propriedades importantes de adsorcdo, habi-
lidade floculante e polieletrolitica, adicionalmente pode ser
recuperada em diversas aplicacoes (KUMAR, 2000). Como a
quitosana é amplamente utilizada em alimentos e medicamen-
tos, fornece um procedimento rapido e seguro para a concen-
tracdo de microalgas cultivadas comercialmente. Além disso,
as células das algas floculadas permanecem intactas. Esta é
uma vantagem adicional em aplicacoes nas quais os produtos
quimicos e medicamentos produzidos por algas modificadas
geneticamente precisam ser recuperados do meio de cultivo
(DIVAKARAN; SIVASANKARA PILLAI, 2002).

Ahamed e colaboradores (2011) encontraram que a qui-
tosana pode ser um efetivo coagulante em termos de adsorcao
e coagulacdo das células de microalgas no meio de cultivo. Os
autores sugeriram que esse polimero tem alta carga catiOnica,
densidade de cadeias longas, levando a formacao de pontes e
subsequente precipitacdo. A quitosana induz remocao satisfato-
ria das células de microalgas por causa de seus grupos funcio-
nais amino. Na colheita de Chlorella sp., esses autores encontra-
ram as seguintes condicoes otimizadas de floculacdo: 10 ppm
de quitosana, tempo de agitacdo de 20 minutos, taxa de agita-
¢ao de 150 rotacoes por minuto (rpm) e taxa de sedimentacao
de 20 minutos. Esses parametros resultaram em uma eficiéncia
de remocao de 99,0% das células da microalga Chlorella sp.

Polimeros catiénicos organicos quando aplicados em doses
baixas (entre 1 e 10 mg L) podem flocular células de microal-
gas de agua doce. No entanto, a alta salinidade do ambiente
marinho parece ser responsavel por inibir a floculacdo com
polieletrélitos. A reducao da eficiéncia na floculacao de células
de microalgas com polimeros catiénicos em ambiente marinho
e em &gua salobra é atribuida, principalmente, ao efeito da
forca ionica na configuracao e dimensao do polimero, como
indicado por altera¢oes na viscosidade intrinseca (BILANOVIC;
SHELEF; SUKENIK, 1988).
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5.1.3 Floculagcao quimica para concentracao
de células

A floculacdo quimica é considerada um meio confiavel e
econdmico para a colheita de microalgas. A floculacdo con-
siste na remocao da capacidade das células de serem mantidas
em suspensao ou na estimulacdo da agregacao, formando flo-
cos que podem decantar ou flotar. Essa técnica é viavel para
recolher biomassa em qualquer sistema de cultivo aberto ou
em fotobiorreatores fechados e bastante adequada em siste-
mas de grande porte, podendo ser espontidnea ou induzida
(LOURENCO, 2006). A floculacao é o pré-tratamento de célu-
las mais conveniente no processo de colheita, pois permite a
manipulacdo de grandes volumes de cultura de microalgas com
baixos custos de energia. Além disso, as células concentradas
por floculacao estdo em melhor condicao fisica do que aque-
las manipuladas apenas por centrifugacao ou filtracao, pois a
manutencdo da integridade celular é muito importante para
a preservacao dos metabdlitos produzidos (KNUCKEY et al.,
2006). Alguns fatores podem influenciar a acao dos floculan-
tes, como o pH, altas concentracoes de células, alta forca idnica
do meio de cultivo e teor de matéria orgénica, por exemplo
(BEUCKELS; DEPRAETERE; VANDAMME et al., 2013).

A eficiéncia da floculacao pode ser definida como a razao
entre a massa de células de microalgas recuperadas e o total de
massa das células e a porcentagem da eficiéncia de floculagao
pode ser calculada pela seguinte equacao:

(i) Eficiéncia da floculagao (%)= AoVo — A1V1/AoVo x 100

O fator de concentracao representa a razao entre o produto
final da concentracao e a concentracdo final (BOSMA; VAN
SPRONSEN; TRAMPER et al., 2003). O célculo do fator da con-
centracao pode ser feito pela seguinte equacao:

(i) Eficiéncia da floculagao (%) =AoVo - A1V1/AoVo x100
(ii) Fator de eficiéncia=A2 DO680/A1 DO, antes floculagao
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Onde:
e Al é a densidade 6ptica do sobrenadante da metade
da altura da camada clarificada apés a floculacao;
e A2¢éaDO,, da suspensado depois da floculacéo;
e A0 é a DO, da suspensdo de microalgas antes da
floculacao.

A autofloculac¢ao ou floculacdo espontanea pode se desen-
volver em cultivos de microalgas como resultado do aumento
do pH do meio de cultivo ou devido a biofloculacao (SHELEF et
al., 1984; SUKENIK et al., 1988; YAHI et al., 1994), j4 a bioflo-
culacdo com bactérias ou outras espécies de microalgas pode
ser induzida para a colheita em cultivos abertos e fechados
(EISENBERG et al., 1981; OH; LEE; PARK et al., 2001; LEE et
al., 2009). Ja na floculacao/biofloculacao induzida, podem ser
realizadas técnicas como a eletrocoagulacao/floculacao, ele-
trélise da dgua, utilizacao de floculantes quimicos inorganicos
ou organicos, bem como os biofloculantes.

Para ocorrer a floculacao, é necessaria a adicao de um com-
posto inorganico ou organico no meio de cultivo para reduzir
as cargas negativas da superficie celular, induzindo a adesédo
de vérias células que podem flotar ou sedimentar.

Uma ilustracdo em pequena escala dos processos envolvi-
dos na floculagao em um cultivo de microalgas é apresentado
na Figura 5.2.

A alcalinizacdo do meio de cultivo para valores entre 11 e
12 tem sido uma estratégia utilizada para aumentar a eficién-
cia de floculac¢ao, alcancando valores acima de 80%. Magesh e
colaboradores (2009) mostraram que a eficiéncia de floculacao
das células de Chlorella vulgaris em pH 10,38 atingiu 98% com
recuperacao de até 94% do lipideo total da biomassa floculada.
Floculacao induzida por aumento do pH foi avaliada para a
colheita de microalgas e reutilizacdo de meio de cultivo, contri-
buindo assim para a producao econémica do biodiesel a partir



Potencialidades e Desafios do Cultivo

ADIGAO DE x
FLOGULANTE , HOMOGENEIZA(;AC%

CULTIVO DE FORMAGAO INiCIO DA -
MICROALGAS DE FLOCOS SEDIMENTAGCAO SOBRENADANTE

@ @ @

BIOMASSA
CONCENTRADA

wJ

Fonte: Silva (2013).

Figura 5.2. Esquema dos processos sequenciais de floculacéo e sedi-
mentacao de cultivos de microalgas, utilizando coagu-
lantes/floculantes que podem ser quimicos (inorgénicos
ou organicos), fisicos ou biolégicos.

de microalgas. Aumentando o valor do pH do meio, induziu a
maior eficiéncia de floculacao com até 90% para microalgas de
adgua doce (Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. e Chlorococcum
sp.) e microalgas marinhas (Nannochloropsis oculata e Phaeo-
dactylum tricornutum). Adicionalmente, esse estudo revelou que
as concentracoes de biomassa de microalgas e polissacarideos
liberados pelas células microalgais podem influenciar na efi-
ciéncia de floculacdo e que, o meio de cultivo floculado, apds
neutralizacdo do pH e suplementacao com nutrientes, propor-
ciona rendimento de crescimento algal similar ao do meio de
cultura fresco (WU et al., 2012).

A floculagdo com o uso de coagulantes/floculantes quimi-
cos é um processo que envolve alguns custos e, ainda, pode
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gerar contaminacdo quimica da biomassa, o que requer cuida-
dos para evitar danos e alteracdoes quimicas significativas. O
efluente liberado também pode ser contaminado, dependendo
do coagulante/floculante empregado, o que pode ser uma des-
vantagem associada ao sistema, bem como da perspectiva da
aquicultura ou producao de alimentos para ruminantes (LOU-
RENCO, 2004; MOLINA GRIMA; FERNANDEZ; MEDINA, 2004).

O desempenho da floculacdo ocorre em funcao de véarios
fatores, incluindo:

a) O peso molecular do floculante: quanto maior for o
peso molecular, melhor;

b) A ligacdo entre células e o floculante;

c¢) A densidade de carga floculante: quanto maior for a
densidade de carga mais estendida a conformacao mo-
lecular e a neutralizagdo de cargas das células;

d) Concentracao de floculante: altas doses podem condu-
zir a estabilizacao das células;

e) Concentracao de células no meio de cultivo: quanto
maior a concentracao de células, maior a frequéncia
de colisdao e maior a taxa de floculacao.

A floculacao das células de microalgas, antes da colheita
por centrifugacao ou filtracao, é um processo mais conveniente
se comparado aos métodos tradicionais, pois permite o trata-
mento de grandes volumes de microalgas com um baixo custo
operacional.

Diante de todas as vantagens dos floculantes, atualmente
essa linha de pesquisa estd em crescimento. Informacoes dispo-
niveis sobre o possivel efeito desses elementos na quantidade e
qualidade dos lipideos extraidos das microalgas foram relata-
dos por Borges e colaboradores (2011) e destacados na revisao
de Gouveia (2011).

A técnica de coagulacao/floculacéo utilizada deve ser com-
pativel com a necessidade de reciclar a 4gua para o sistema de
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crescimento sem um procedimento complexo para o pré-trata-
mento da mesma. Nesses casos, a quitosana é um polimero orga-
nico sugerido como adequado para a floculacdo (DIVAKARAN;
SIVASANKARA PILLAI, 2002; AHMAD; MAT YASIN; DEREK et
al., 2011; SIRIN; TROBAJO; IBANEZ et al., 2012). Esses flo-
culantes organicos, tais como a quitosana, sao biodegradaveis,
geralmente, usados em doses menores e porque apés a colheita
das células sedimentadas/flotadas, a solucao nutritiva torna-se
reutilizdvel para crescimento de microalgas ou de plantas em
hidroponia antes da liberacao da 4gua ao ambiente.

Com o objetivo de melhorar a eficiéncia da colheita de Sce-
nedesmus obliquo e Chlorella vulgaris, uma das etapas mais caras
da producdo de microalgas, Castrillo e colaboradores (2013)
induziram a floculagao de células elevando os valores de pH com
a adicdo de NaOH e Ca(OH),, seguida de sedimentacdo. Nesse
estudo, a reutilizacdo do meio de cultivo, procedimento indi-
cado para economia de 4gua, mostrou potencial de reuso desde
que ocorra a suplementacao de nutrientes no meio de cultivo.

A floculacao de Chlorella vulgaris foi estudada por Beuckels
e colaboradores (2013) utilizando a combinacao de alteracédo
do pH e a adicao de fosfato de célcio no meio de cultivo. Com-
parando acidos htimicos ou alginatos com glicose ou acetato
que foram adicionados ao meio de cultivo, os autores sugeri-
ram que a floculacao é inibida pelo teor de matéria orgénica
e pela formacao de cristais de fosfato de Ca ou, ainda, podem
estar relacionados a complexacdao do Ca®**. A precipitacao de
fosfato de calcio no meio de cultivo com alto teor de matéria
organica requer agua com elevada for¢a i6nica (500 umoL™!
de Ca**) e alta concentracdo de PO,* (350 uml L' de fosfato).
A conducao da floculagdao por fosfato de célcio deve ser na
faixa de pH entre 8,5 e 9,0 se o cultivo contem célcio (1.500-
2.500 puml L*) e fosfato suficientes (100-200 puml L*). Esse pro-
cedimento de pré-tratamento de concentracao de células é uma
opcao atrativa no caso da producao de microalgas para biodie-
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sel utilizando &guas residudrias da suinocultura, ricas em PO,
para conhecer detalhes sobre a composi¢ao quimica deste meio
alternativo de cultivo.

A eficiéncia da floculacgao para a colheita da microalga Sce-
nedesmus sp. cultivada em sistema de lagoa aberta foi estudada
em funcdo do pH do meio de cultura, do tipo de floculante
(FeCl,, AL(SO,),, Ca(OH),, quitosana, poliacrilamida), da dose
do floculante e do tempo de sedimentacao.

Os resultados desse trabalho indicaram que a eficiéncia de
floculacao alcancou 97,4% apés 10 minutos de sedimentacao,
quando o pH foi ajustado para 11,5, sem a adicao de flocu-
lante. Quitosana e FeCl, mostraram boa eficiéncia de flocula-
¢do quando utilizados nas doses de 0,15 e 0,08 g L', respecti-
vamente, sem ajustes do pH do meio de cultivo. A eficiéncia
da floculacdo aumentou com incrementos variando de 68,2%
a 92,8% apos a adicao de 0,1 g L' de Al (SO4),, seguido do
ajuste do pH (CHEN et al., 2013).

5.1.4 Coagulacao/floculacao com agentes fisicos

5.1.4.1 Separacao magnética/ultrassom

A separacdo magnética é um método rapido e simples para
concentracdo de microalgas e consiste na mistura de nano-
particulas de Fe,O, ou outras particulas magnéticas; apés um
tempo de agitacdo e homogeneizacao do cultivo um ima é
colocado na parte inferior do recipiente para formar o campo
magnético (BITTON et al., 1975; XU et al., 2011). A vantagem
desse processo esta relacionada ao baixo custo de funciona-
mento, economia de energia e facil operacdao. Xu e colabora-
dores (2011) relataram os resultados da concentracédo de célu-
las das microalgas Botryococcus braunii e Chlorella ellipsoidea,
utilizando nanoparticulas para a separacdo magnética. Nesse
estudo, a eficiéncia de recuperacao de células alcancada para
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ambas microalgas, B. braunii e C. ellipsoidea, foi acima de 98%
dentro de 1 minuto e o mecanismo de adsorcao foi considerado
como sendo o principal, devido a atracao eletrostética entre as
nanoparticulas magnéticas e as células das microalgas.

Para a colheita e separacao de células de microalgas tam-
bém pode ser aplicada a técnica que utiliza ultrassom, consis-
tindo num transdutor e um refletor dentro de uma camara de
ressonancia onde os organismos sao continuamente bombea-
dos (BOSMA; VAN SPRONSEN; TRAMPER et al., 2003). Em
funcionamento, esse aparelho gera campos ultrassénicos com
niveis altos e baixos de energia potencial. Assim, a aglomera-
cdo das células microalgais ocorre com a ajuda desses cam-
pos ultrassonicos, causando interacao entre as células, o que
resulta em uma forca de atracdo que as leva para os pontos
de encontro da onda ultrassonica, formando um aglomerado.
As vantagens dessa técnica de separacdo em compara¢do com
0s processos convencionais sdo: nao gera cisalhamento das
células, opera em forma continua e possui auséncia de falhas
mecanicas, sendo uma técnica ndo-incrustante e com eficiéncia
em torno de 90% na concentra¢do de biomassa.

5.1.4.2 Eletrocoagulacao/eletrofloculacao

A separacao da parte sélida das células da parte liquida
do meio de cultivo tem ocorrido por coagulacao e floculacao,
seguida de sedimentacdo ou decantacdo aplicadas na parte
inferior do sistema de cultivo. A flotacao pode ter vantagens
devido a baixa gravidade especifica dos s6lidos. Embora o pro-
cesso de flotacdo mais comum seja dissolver ar, a eletroflota-
¢ao, baseada na eletrélise do soluto para produzir bolhas de
gas e induzir algumas reacées quimicas, ndo é uma novidade.
Em Israel, essa técnica é tradicional e bastante utilizada para
diversos fins, conforme foi relatado por Sandbank e colabora-
dores (1974) para reuso de adguas de efluentes.
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Entre os métodos fisicos de floculacdo inclui o da ele-
trocoagulacao/floculagdo, que consiste no uso de eletrodos a
base de ferro ou aluminio, muitas vezes em aco inoxidavel, e
reativos, ligados diretamente a uma fonte de alimentacao de
energia. Esses eletrodos liberam ions de aluminio ou ferro que
reagem com a agua do cultivo formando hidréxidos metéli-
cos carregados positivamente que se ligam a superficie nega-
tiva das células de microalgas e desestabilizam a suspensao
microalgal por neutralizacdo da carga; dessa forma ocorre a
formacao de flocos que podem decantar ou flotar (SANDBANK;
SHELEF; WACHS, 1974; UDUMAN et al., 2011; VANDAMME
et al.,, 2011). No caso do anodo de ferro, nao é claro se os
ions ferrosos ou férricos sdo formados durante a eletrocoagu-
lacao/floculacao, além disso, Fe?* pode ser rapidamente oxi-
dado na solu¢do Fe** na presenca de oxigénio. A liberacao de
Fe?* durante a eletrocoagulacao/floculacao leva a formacao de
precipitados de hidréxidos de coloracao verde, enquanto ions
de Fe** resultam em precipitados de hidréxido amarelados.
Em ambos &nodos, de aluminio e ferro, a 4gua é oxidada e o
oxigénio produzido. As vantagens desse processo estao relacio-
nadas ao baixo custo de operacao comparado a outras técnicas e
por nao utilizar produtos quimicos para concentrar a biomassa,
nao ocorrendo a utilizacao de anions a base de cloro ou sulfato
(UDUMAN; BOURNIQUEL; DANQUAH et al., 2011). Essa téc-
nica é segura, seletiva e muitas vezes rentavel, com eficiéncia
em torno de 99% para Tetraselmis sp. e de 98% para Chlorococ-
cum sp. A principal desvantagem esti relacionada a necessi-
dade de substituicao regular do dnodo e possivel contaminac¢ao
da biomassa por metais liberados por ele. Esse efeito negativo
pode ser superado pela substituicao por eletrodos neutros.
Vandamme e colaboradores (2011) obtiveram em cultivos com
as microalgas Chlorella vulgaris e Phaeodactylum tricornutum efi-
ciéncia de recuperacao da biomassa acima de 80%, sendo que
a eficiéncia desse processo com a utilizacao de &nodo de alumi-
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nio foi significativamente maior do que com o dnodo de ferro e
melhorada com a redugao do pH inicial do cultivo e o aumento
da agitacdo do cultivo de 80 rpm para 150 rpm. Os autores
mostraram a reprodutibilidade desse processo, trabalhando sob
as seguintes condicOes experimentais: &nodo de aluminio; pH
igual a 4,0; tempo de sedimentacdo de 30 minutos; e, veloci-
dade de agitacao de 150 rpm. Para ambos os tipos de microalga
foram utilizadas duas densidades de corrente, as mais baixas
da gama testada (1,5 e 3 mA cm? para Chlorella vulgaris e 0,6 e
1,5 mA cm? para Phaeodactylum tricornutum). Os autores suge-
rem baixa densidade de corrente para reduzir a liberacdo do
aluminio e que sob condi¢oes 6timas, o consumo de energia da
eletrocoagulacao/floculacao foi de aproximadamente 2 kwh
kg de biomassa colhida para C. vulgaris e de cerca de 0,3 kwh
kg? para P. tricornutum. A especiacdo do hidréxido de aluminio
formado durante a eletrocoagulacdo/floculacdo é altamente
variavel e fortemente influenciada pelo pH do meio.

Para aumentar a eficiéncia da colheita de cultivos de
microalgas, o método de eletrocoagulacao e floculagdo pode
ser integrado com a aplicacao de ar disperso no cultivo liquido
para induzir a flotacao de células. Para a recuperacao da bio-
massa de Botryococcus braunii, o processo de eletrofloculacao
foi utilizado com eletrodo de aluminio e a eficiéncia atingiu
93,6% ap6ds 30 minutos, quando esse processo foi integrado,
a dispersao de ar para flotacdo aumentou significativamente,
atingindo 98,9% de eficiéncia, apés 14 minutos (XU et al.,
2010). Esse processo de flotacdo com ozbnio apresenta vanta-
gens em relacao a sedimentacdo. Com o uso da flotagdo com
ozonio na faixa de 0,2 a 0,5 mg mg"* de biomassa microalgal foi
possivel fazer a colheita de Scenedesmus oliquus (estirpe FSP-3),
sugerindo ser este um processo adequado para obter biomassa
(CHENG et al., 2011).

As fases de crescimento de culturas de microalgas e inte-
racoes intercelulares durante o cultivo tém influéncia na
eficiéncia da concentracao de células. Os resultados experi-
mentais mostraram que as culturas de microalgas colhidas
durante uma fase de baixa taxa de crescimento, por exemplo
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de 0,03 g L'! d!, permite uma maior taxa de sedimentacédo do
que durante a fase de alta taxa de crescimento com 0,11 g
de biomassa L* d!. A velocidade de deposicao mais baixa foi
observada em cultivos com alta densidade celular e foi atri-
buida a elevada estabilidade das células de microalgas, que
eletrostaticamente repelem uma a outra durante essa fase do
crescimento (DANQUAH et al., 2009).

5.1.5 Biofloculacao

A biofloculacao refere-se a floculacao causada por biopoli-
meros produzidos por vegetais, algas ou outro microrganismos
e que consiste na agregacao natural das células, supostamente
por decorréncia de propriedades adesivas de carboidratos
extracelulares das microalgas ou microrganismos crescendo
associados, gerando flocos derivados de muitas células e nos
processos nao controlados que acarretem mudanca de pH do
meio de cultivo e agregacao das células. A colheita eficiente de
microalgas é um grande obstaculo para a comercializacdo da
biomassa e seus coprodutos, portanto, o desenvolvimento de
um método de exploracao rentavel é essencial para reduzir o
custo de producao e tem sido uma busca constante, conforme
a enorme quantidade de trabalhos encontrados nos bancos de
referéncias sobre o tema. Os floculantes biol6gicos sdao os de
maior potencial quando se objetiva minimizar o uso de subs-
tancias quimicas no sistema de producao de microalgas.

A entrada de alta energia para realizar a colheita de bio-
massa tem sido a causa da inviabilidade econ6mica da pro-
ducéo de biodiesel utilizando a biomassa de microalgas como
matéria-prima. Algumas microalgas apresentam a capacidade
ndo apenas de autoflocular como também de promover a flocu-
lacdo de outra microalga sem essa habilidade floculante, faci-
litando a sedimentacao das células. As microalgas Ankistrodes-
mus falcatus e Scenedesmus obliquus foram utilizadas para fazer
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a colheita de Chlorella vulgaris pelo processo de biofloculacdo
(SALIM et al., 2011). Nesse estudo, os autores ainda examina-
ram o comportamento floculante da microalga marinha Tetra-
selmis suecica, para concentrar a biomassa celular de Neochloris
oleoabundans. As microalgas testadas aumentaram a taxa de
sedimentacao e a recuperacao de biomassa da C. vulgaris e N.
oleoabundans. As vantagens desse método sao que nenhuma
adicao de floculantes quimicos foi necessaria e que as condicoes
de culturas similares podem ser utilizadas para as microalgas
floculantes como para as microalgas de interesse que acumu-
lam lipideos. Além disso, as microalgas floculantes acumulam
lipideos e ndao héa custos de investimento e operacionais extras
envolvidos na sedimentacdo da biomassa de microalgas.

O papel de algumas bactérias no processo de floculacao
de microalgas é ainda pouco conhecido. Para a producdo de
biodiesel, a floculacdo microbiana é potencialmente um ganho
significativo em relacdo aos outros métodos de colheita. Em
escala maior, os meios de cultivos podem ser reutilizados para
minimizar o custo de nutrientes e agua. A biofloculacao ou
floculacdo biolégica com microrganismos produtores de poli-
meros extracelulares cultivados em fonte de carbono organico
(acetato, glicose ou glicerina), como substrato para o cresci-
mento in situ, foi descrita por Lee e colaboradores (2009). Esses
autores utilizaram bactérias que cresceram no meio de cultivo
de cianobactérias (BG-11) para bioflocular a microalga marinha
Pleurochrysis carterae. Submetidos ao estresse, devido ao esgota-
mento de nutrientes, esses microrganismos produzem de forma
extracelular substancias poliméricas capazes de promover a flo-
culacdo. A eficiéncia de recuperacao média foi em torno 90%
e entre as vantagens relacionadas ao uso desse método estd a
de ndo causar danos a integridade das células de microalgas.
A concentra¢ao minima do substrato de carbono orgénico uti-
lizada nesse estudo de floculacéo foi de 0,1 g L' e ainda é ele-
vada, em comparagdo com a concentracao de matéria seca da
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suspensao de microalgas, que é da ordem de 0,5 g L. Por isso,
sao necessarias pesquisas para reduzir o nivel de substrato e
minimizar a energia de mistura necesséaria para esse processo.

A floculacao é o pré-tratamento preferido para a colheita
de microalgas, embora existam poucos naturais que possam ser
utilizados nesse processo como, por exemplo, o tanino extraido
de vegetais (TONHATO et al., 2011). A eficiéncia do método
de floculacao com acido (YPGA) para colheita das microalgas
Chlorella prototheicoides, Chlorella vulgaris (LICMO001) e Botrrio-
cocus brauni (LICMEOO03) foi superior a 95% (ZHENG; GAO,;
YIN et al., 2012).

Em outro estudo, foi demonstrado que as bactérias desem-
penham importante papel na floculacao, pois aumentam o tama-
nho dos flocos formados e com isso facilitam a sedimentacao de
microalgas. Comparando o cultivo axénico de Chlorella vulgaris
com o polixénico, foi observado que a atividade de floculacao
foi de 2% e 94%, respectivamente, mostrando o papel de subs-
tancias extracelulares bacterianas no aumento da floculacao.
Anélise de Eletroforese Desnaturante em Gel com Gradiente
(DGGE) do gene 16S rRNA do cultivo polixénico de C. vulgaris
revelou a presenca de Flavobacterium sp., Terrimonas sp., Sphin-
gobacterium sp., Rhizobium sp. e Hyphomonas sp. como as bac-
térias associadas ao cultivo de microalgas. No entanto, quando
Flavobacterium, Terrimonas, Sphingobacterium foram eliminadas
por Fluorescéncia Classificador de Células Ativador (FACS), a
atividade de floculacao reduziu para 3%. Os autores concluiram
que a presenca de certas bactérias foi fator determinante para a
floculacéo de C. vulgaris (LEE et al., 2013). O biofloculante pro-
duzido pela bactéria Paenibacillus sp. (AM49) foi efetivo para a
colheita de Chlorella vulgaris (OH; LEE; PARK et al., 2001).

A estirpe bacteriana de Solibacillus silvestris W01 isolada
a partir de lodo ativado mostrou potencial para promover a
colheita de microalgas marinhas para a producdo rentavel de
bioprodutos. O uso do biofloculante a partir da cultura dessa
estirpe (W01) de S. silvestris mostrou 90% de eficiéncia de flo-
culacdo em cultivos da microalga marinha, Nannochloropsis
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oceanica, e nao foi necessario o uso de metal (Fe, Al e Zn) para
o processo de floculacao (WAN et al., 2013). A anélise quimica
desse biofloculante purificado indicou que é um proteoglicano
composto de 75,1% de carboidratos e de 24,9% de proteina
(massa/massa). Este biofloculante ndo apresentou nenhum
efeito negativo sobre o crescimento de células de microalgas
e o meio de cultivo pode ser reutilizado para a colheita econé-
mica de N. oceanica.

O biofloculante produzido por Paenibacillus polymyxa
(AM49) e utilizado na dose de 1% combinado com coagulantes
inorgénicos CaCl, 8,5 mM e FeCl, 0,2 mM mostrou alta ativi-
dade de floculacao com até 95% de eficiéncia para concentrar
células de Scenedesmus sp. em cultivos de alta densidade e com
reuso do meio de cultura (KIM; LA; AHN et al., 2011).

O biofloculante (MBF3-3) produzido por Bacillus sp. BF3-3
mostrou excelente atividade de floculacao em aguas residuais
e pode ser utilizado em baixas quantidades se comparado ao
cloreto de polialuminio (PAC), que é amplamente utilizado na
floculacao de dguas residuais de cervejeira (FENG et al., 2008).
Exceto o Fe?*, fons de metais, incluindo Al**, Mg?*, Ca?*, K" e
Na*, apresentaram incrementos na atividade de floculacao de
MBF3-3 e esses efeitos estimulantes foram na seguinte ordem
de aumento: A** > do que Mg?* > K* > Ca?>* > Na*. Esse
biofloculante (MBF3-3) é composto principalmente de polis-
sacarideo acido (66,1%) e proteina (29,3%), na qual polissa-
carideo acido foi o principal componente de floculagao eficaz.
Os grupos OH e COO" podem desempenhar um papel vital na
floculacao de particulas em suspensao (FENG; XU, 2008). Tam-
bém com biopolimero extracelular produzido por Bacillus sub-
tilis (R 23), Bajaj e colaboradores (2011) observaram excelente
atividade de floculacao. O biopolimero foi confirmado como
poli (4cido y-glutdmico) (PGA). A atividade floculante do PGA
foi estimulada pela adicao de cations bivalentes e trivalentes
e pelo pH da mistura de reacdo. Os fatores sobre floculacao de
Botryococcus braunii foram a concentracdo de FeCl,, o bioflo-
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culante produzido pela bactéria Paenibacillus polymyxa (estirpe
AMA49) e o tempo de mistura. A eficiéncia da atividade flocu-
lante para o cultivo de B. braunii com concentracdo de 1,1 g L
foi de 90,6% sob as condicoes 6timas de 0,79 mM de FeCL,,
0,58% (v/v) do biofloculante de P. polymyxa e tempo de agita-
¢do de 180 segundos a 80 rpm (KIM et al., 2013).

Uma nova abordagem de cultivo de células peletizadas foi
descrita com o uso de cocultura de fungos filamentosos com
microalgas, de modo que as células podem ser peletizadas com
o fungo, o que contribui para tornar a colheita mais fécil tec-
nicamente. Esse novo processo pode ser aplicado a culturas
de microalgas em ambas as condicoes de cultivo, autotrofi-
cas e heterotréficas, para permitir que as células se associem,
formando granulos de células e facilitando a filtracdo quando
comparado as células individuais. A aplicacao dessa metodo-
logia tem o potencial de reduzir significativamente o custo de
processamento para a geracdao de biocombustivel a partir de
microalgas (ZHANG et al., 2012).

Para superar as barreiras técnicas de producao de biocom-
bustiveis de microalgas fotossintéticas e biorrefinarias, uma
tecnologia nova de cultivo foi desenvolvida para concentrar
as células, colheita e aumentar a producao de biocombustiveis
e coprodutos a base de microalgas por meio de peletizacao.
A tecnologia envolve o cultivo de microalgas em associacao
com outro microrganismo e um exemplo do sucesso dessa
cocultura foi reportado por Xie et al. (2013) para Chlorella vul-
garis cultivada com o fungo filamentoso Cuminghanilla echinu-
tada. Além disso, o processo de peletizacao resultou em um
aumento significativo da biomassa, dos lipideos e de bioprodu-
tos. Essa tecnologia tem potencial de melhorar a sustentabili-
dade e a viabilidade econémica da producao de biocombusti-
veis de microalgas em escala industrial.

Lee e colaboradores (2010) mostraram os requerimentos
energéticos e a andlise econdmica de um sistema de floculagcdo
microbiana em grande escala para a colheita de biomassa de
microalgas. A energia requerida estimada pela incorporacédo
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de um floculador hidraulico foi equivalente a 0,893 kwh por
10® kg de biomassa de microalgas seca ap6s floculacdo. A com-
paracao dos custos de colheita da biomassa de microalgas em
diferentes sistemas de cultivo e separacao sao apresentados na

Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Comparacao dos custos de construcdo, energia e manu-
tencdo por m? de diferentes sistemas de colheita de bio-
massa de microalgas.

Processo de

- . Custo em
separacao Custo Convertido Reais Referéncias
3 2
da léﬁ{[rilszsa/ (USs$) em 2009 (24/11/2013)

Centrifuga/ . .
Fotobiorreator  1,02/m® ND* Rg 2,33  Zittellietal,
tubular? (1999)

, .

Cawmitgae  WOLGE a0 R$ 1,80 Becker (1995)

placa biomassa
2
Fgg‘tl;z;‘;e/ 1]’)?3; igssie A$ 0,70 R$ 1,46 Becker (1995)

2Tanque de

sedimentacao ll’)?gél;gssie A$ 0,61 R$ 1,28 lelle?llgrglg)et
com floculante ’

= 0,11/kg de Poelman et
2 )

Eletrofloculacao biomassa A$ 0,17 R$ 0,36 al. (1997)
Centrifuga/ ¢ Richmond et
Raceways Ly A R3 0,80 al. (2001)

!Centrifuga/
Fotobiorreator  2,70/m® ND RS 6,16 Cheng-Wuet
em painel al. (2001)
?Floculacao Lee et al.
microbiana AID A$ 0,13 R3 0,27 (2010)

Fonte: Adaptada de 'Joquera e colaboradores (2010b) e ?Lee e colaboradores (2010). *Nao determinado.
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Para os trabalhos calculados por Joquera e colaboradores
(2010b), a microalga foi a Nannochloropsis sp. e um valor médio
de producdo de biomassa seca de 100.000 kg. Lee e colabora-
dores (2010) converteram os custos nos trabalhos originais de
US$ por kg biomassa para A$ por m® de meio, considerando a
média de concentracao da biomassa de microalgas de 0,3 g L™
e o cambio de US$ 1,00 para A$ 1,20. Para converter os custos
em reais, o cimbio foi de A$ 1,00 para R$ 2,09 e de US$ 1,00
para R$ 2,28. Para facilitar o entendimento, os valores foram
transformados em reais com base no cAmbio comercial do dia
22 de novembro de 2013. O custo estimado de R$ 0,27 ou (A$
0,13) por m? se compara favoravelmente com outros métodos
de colheita, as dimensoes fisicas do processo e o consumo de
energia estao também dentro de um limite razoavel. Portanto,
em teoria, a colheita de biomassa de microalgas por floculantes
de origem microbiana é viavel.

5.2 Colheita por Filtracao

As diferentes formas de filtracdo incluem microfiltracao,
filtracao de pressao e filtracdo a vacuo. A colheita de microal-
gas por filtracao é um processo eficiente, que consiste em pas-
sar de maneira bem simples a microalga cultivada em meio
liquido por um meio composto de material poroso, no qual
ocorre a retencao das células (Figura 5.3). Nessa operacao de
filtracao, pela qual se separa um s6lido de um liquido mediante
um meio poroso, utilizam-se membrana porosa, filtro ou tela
de malha com tamanho definido, regular e adequado ao tama-
nho das células, podendo ser papel, tecido vegetal ou sintético,
ceramica ou uma camada fina de areia.

A escolha da composicido do filtro ou malha regu-
lar depende do uso que serd dado ao material filtrado e das
dimensoes das células da espécie em cultivo. Os filtros podem
apresentar diversas composi¢oes como microfibras de vidro,
acetato de estireno, celulose regenerada, com didmetros que
podem variar de 47 mm, 25 mm e 13 mm, e tamanho dos poros
de 1,2 um; 0,7 um; 0,45 pm e 0,22 um (LOURENCO, 2006).
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Figura 5.3. Esquema demonstrativo do processo de filtracdo do
componente sélido-liquido.

O tamanho dos poros do meio poroso frequentemente é
um pouco maior que o didmetro médio das particulas a serem
separadas, para que dessa forma ndo ocorra o entupimento dos
poros por uma Unica particula e com isso o rdpido aumento da
resisténcia hidriulica. Com poros maiores, a filtragem inicial
se torna ineficiente, porém os poros podem ser bloqueados por
conjuntos soltos de duas ou trés particulas, permitindo facil
passagem de liquido e, apés um periodo inicial, a filtragem é
efetuada pelo préprio residuo ou crosta de filtragem (BLACKA-
DDER, 1982).

De acordo com Coulson e colaboradores (1965), as condi-
¢Oes em que se realiza a filtracdo variam muito, dependendo
do equipamento escolhido e a natureza do material a ser fil-
trado. Esses fatores podem ser:

e As propriedades do liquido, em particular sua viscosi-
dade, massa especifica e propriedades corrosivas;
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e A natureza do sélido;

e A dimensao e a forma de suas particulas, distribuicao
granulométrica e caracteristicas de empilhamento;

e A concentracao de s6lidos em suspensao;

e A quantidade de material a movimentar, no caso de
microalgas o volume em litros por dia e o valor do
produto a ser comercializado;

e A necessidade de lavagem dos sélidos filtrados.

Para um sistema de cultivo aberto, utilizando &guas resi-
duérias com adi¢do de CO,, em escala de 5 hectares, na Nova
Zelandia, a inclusao dos sistemas de filtros de rocha e desinfec-
cao com UV antes da liberacdo da dgua foi descrito por Carggs
e colaboradores (2012).

Para a filtracao de pequenos volumes, inferiores a um litro,
utiliza-se normalmente um filtro de Biichner e um frasco kitas-
sato de vidro borossilicato com saida superior para conectar a
uma bomba de vacuo. Estes possuem a parte basal cénica ou
cilindrica, contendo um filtro de papel no qual o cultivo micro-
algal é colocado na parte de cima e flui por gravidade, ocor-
rendo a separacao sélido-liquido. Como a resisténcia a passa-
gem pelo meio poroso vai aumentando no decorrer do tempo,
utiliza-se um frasco kitassato conectado a uma bomba a vacuo
(Figura 5.4).

A filtracao é uma técnica simples e que permite determinar
com exatidao o volume equivalente do cultivo quando alcan-
cados altos indices de separacdo da biomassa do meio de cul-
tivo, informacao 1til em anélises quantitativas com biomassa
concentrada no filtro. Porém, em cultivo de grande escala a
separacdo de grandes volumes de microalgas para posterior
processamento da biomassa somente é viavel se a espécie apre-
sentar células grandes ou estrutura filamentosa. Células peque-
nas acarretam o entupimento rapido de quaisquer sistemas de
filtracdo em grandes volumes.
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Figura 5.4. Sistema de filtragem utilizado para microalgas.

A filtracdo é um processo bastante eficiente e pratico
quando se deseja concentrar pequenos volumes de microalgas.
A Arthrospira platensis (Spirulina platensis) é uma das espécies de
microalgas que apresenta caracteristicas favoraveis a esse pro-
cesso, principalmente por ser filamentosa. Entretanto, a maio-
ria das microalgas destinadas a producao de biocombustiveis
pertence a géneros (por exemplo, Nannochloropsis ou Chlorella)
nos quais as espécies sao unicelulares e com tamanho inferior
a 4 um, o que dificulta a separacdo de células de liquidos uti-
lizando o processo de filtragem de maneira eficiente (MATA,;
MARTINS; CAETANO, 2010).

O custo do equipamento de filtracdo estard diretamente
relacionado a area de filtracao, sendo normalmente deseja-
vel obter uma elevada velocidade global de filtracao. O filtro
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mais apropriado para qualquer operacao é aquele que engloba
os requisitos de eficiéncia com minimo de custo global e os
fatores mais importantes para a escolha de um filtro estdo
relacionados a resisténcia especifica do bolo de filtracao, a
quantidade a se filtrar e a concentracao dos s6lidos (COUL-
SON; RICHARDSON, 1965).

5.2.1 Microfiltracao e ultrafiltracao

A microfiltracao e a ultrafiltracao podem ser uma solugao
alternativa para a colheita da biomassa de espécies de microal-
gas frageis (microfiltracao) e isolamento (obtencao) de meta-
bélitos produzidos (ultrafiltracdo). Os processos de microfil-
tracdo e ultrafiltracado podem ser utilizados tanto para colheita
da biomassa (microfiltracdo) ou isolamento e obtencdo de
produtos metabdlitos (ultrafiltracao), sendo uma solugao alter-
nativa para concentrar algumas espécies, ndo causando danos
prejudiciais na composicdo e nas caracteristicas das células
(PETRUSEVSKI et al., 1995).

Quando o método de recuperacao por centrifugacao da bio-
massa nao é viavel, devido a fragilidade das células da espécie
de microalga, a microfiltracdo pode ser uma boa alternativa.

O desempenho de filtragem pelo método de fluxo em “bate-
lada” de filtragoes para aumentar a concentracao foi avaliada.
A andlise de custo foi estimada com base nos dados de um
fotobiorreator de membrana em grande escala. Os resultados
gerais sugerem que a microfiltracdo submersa para a colheita
de microalgas é economicamente vidvel para concentrar célu-
las de C. vulgaris e P. tricornutum (BILAD et al., 2012b).

A microfiltracao é um método possivel caso o consumo de
energia seja otimizado, tendo em conta o custo total de todo
o processo e o valor do produto final. A dindmica da microfil-
tracdo foi estudada por Rios e colaboradores (2011), consis-
tindo o equipamento em um parafuso monobloco da bomba
utilizado especificamente com microalgas para minimizar o
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cisalhamento das células. A bomba do motor é regulada a uma
frequéncia adequada para controlar a pressao da transmem-
brana constante durante todo experimento. Quatro diferen-
tes membranas comerciais feitas pela KMPT foram testadas:
duas de cerdmica (Al,0,), com poros de tamanho médio de
0,5 um e 2,0 um, respectivamente, e duas placas poliméricas
feitas em Teflon comum (Politetrafluoretileno, PTFE) com
tamanho médio de poro de 0,5 pm e 1 pm, respectivamente.
Cada membrana tem uma area de filtracao de 0,023 m?2. Per-
meabilidades da membrana a 4gua foram testadas antes do uso
e depois de cada lavagem, sendo a taxa de limpeza avaliada
pela medida do fluxo de recuperacao. Todos os experimentos
foram conduzidos com fluxo de recirculacao na taxa de 200 L h'!
e uma area de membrana efetiva de 0,023 m?2.

A microfiltracdo de microalgas pelo uso de sistemas dina-
micos fornece aumento no desempenho do processo de con-
centracdo de células. O efeito do incrustamento prejudica o
desempenho da microfiltracao. Para uma estirpe de microalga
diatomécea Phaeodactylum Tricornutum Bohlin, de forma fusi-
forme, com 40 um de comprimento e 3,5 um largura na concen-
tracdo de 3,94 x 10° células mL?', as membranas de cerdmica
com tamanho médio de poro de 2 um ofereceram completa
rejeicao ao fluxo e razodvel permeabilidade usando aumento
rotacional (RIOS; CLAVERO; SALVADO et al., 2011). Para a
colheita de microalgas em grande escala, o principal desafio
na tecnologia de ultrafiltracao por membrana e reciclagem do
meio de cultura utilizado é o incrustamento da membrana e
a falta de conhecimento da natureza quimica e das proprie-
dades moleculares desse incrustamento. Para determinar o
mecanismo de bioincrustamento da membrana de concentra-
cdo de células de microalgas, Zhang e colaboradores (2013)
utilizaram um equipamento feito de tubos de fibra de polivi-
nilcloreto (PVC) com membrana de ultrafiltracao. Para Chlo-
rella zofingiensis cultivada em fotobiorreator de placa plana, os
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autores observaram que na ultrafiltracdo a fracao de carboi-
dratos dos compostos organicos dissolvidos é a principal causa
de incrustacao na colheita.

5.3 Colheita por Centrifugacao

No cultivo de microalgas em larga escala nao existe um
método de colheita nico para solucionar todos os problemas
de recuperacao da biomassa. A centrifugacdo é um processo
simples que consiste em submeter o cultivo de microalgas em
um tanque tubular denominado de centrifuga a ciclos sequen-
ciais com maior forca gravitacional para aumentar a taxa
de sedimentacao (MOLINA GRIMA; FERNANDEZ; MEDINA,
2004; CHISTI, 2007b). Esse procedimento pode ser aplicado
para concentracdo da biomassa sem adi¢do de produtos qui-
micos, conservando suas caracteristicas originais (LOURENCO,
2006). Embora a centrifugacao tenha sido relatada como um
processo de colheita oneroso em tempo e energia (HORIUCHI,
OHBA; TADA et al., 2003). Esse fato ocorre devido ao tama-
nho pequeno, a baixa concentracdo no meio e a estabilidade
elétrica das células. Entretanto, a colheita de microalgas por
centrifugacao é uma técnica bem sucedida em escala de labora-
tério, quando pequenos volumes de biomassa sdao produzidos.
Uma das vantagens do processo de centrifugacao que tornou
essa operacdo uma das principais na separacao da biomassa de
microalgas estd relacionada a facil limpeza e disponibilidade
de maquinas esterilizaveis, visando manter a biomassa sem
alteracOes em suas caracteristicas pela influéncia de contami-
nantes (WHITELAM et al., 1983; RICHMOND, 2004b).

Porém, para cultivos em grande escala, a centrifugacao
necessita de altos investimentos na aquisicao do equipamento
e envolve gastos de energia significativos. Além disso, esse pro-
cesso pode acarretar perdas de células apds a agregacdo das
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mesmas ao fundo dos tubos e depende muito da espécie culti-
vada, da densidade celular, da forca centrifuga agregada e do
volume. Em escalas comerciais, para produtos de alto valor
agregado, essa técnica se torna vidvel, mesmo com os altos
custos de energia envolvidos no funcionamento do sistema e
pela dificuldade de processar grandes volumes de cultivo. O
poder de consumo de energia para centrifugacdo do meio de
cultivo contendo a microalga tem sido estimado em 8 kW h m?
(MOLINA GRIMA et al., 2003b; VANDAMME,; PONTES; GOI-
RIS et al., 2011).

A colheita automatizada por centrifugacao pode processar
volumes relativamente grandes e com rapidez e, ainda, apresen-
tar recuperacao de quase 100% da biomassa com nivel de umi-
dade aceitdvel para manter a qualidade do produto final. Com
base em danos celulares aparentes e na viabilidade do produto,
a centrifugacao de alta velocidade foi considerada o método de
colheita de microalgas mais adequado para prolongar o tempo
de prateleira dos produtos concentrados para atender os requisi-
tos de incubadoras e bercérios de cultivos marinhos (HEASMAN
et al., 2000). Molina Grima e colaboradores (2003a) concluiram
que existem véarias op¢Oes para recuperar e processar a biomassa
e obter metabdlitos produzidos por microalgas. Esses autores
sugerem que para a escala industrial de produtos de alto valor
comercial, a centrifugacdo parece ser a metodologia adequada
de recuperacao da biomassa do meio liquido de cultivo. O proce-
dimento de centrifugacdo deve ser precedido de floculacéo para
melhor recuperacao da biomassa.

A falta de tecnologias eficientes e de baixo custo para a
colheita de grandes quantidades de biomassa de microalgas é
um grande obstaculo para a comercializacao de biocombusti-
veis derivados de algas. Coward e Lee (2013) demonstraram a
eficacia de uma maquina colhedora construida para a colheita,
concentracao e separacao fisica de células de microalgas em
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suspensao nos cultivos. As andlises sobre a economia dessa
colheita revelou que o processo consome apenas 0,015 kWh
m3, proporcionando uma relacédo favoravel de custo-beneficio
no cultivo de microalgas.

5.4 Desidratacao e Conservacao da Biomassa
de Microalgas

A desidratacdo da cultura de microalgas é um grande gar-
galo para o processamento em escala industrial de microalgas
para a producao de biodiesel, tornando, assim, os combustiveis
a base de microalgas economicamente menos atraentes.

De certa forma, o uso de pasta imida da biomassa algal é
preferivel para recuperar metabdlitos porque nesse esquema, a
priori, a etapa de secamento adiciona custos significativos no
custo de producao. Neste item do tépico colheita sao citados
os procedimentos usuais para manter a viabilidade das carac-
teristicas da biomassa algal. Esse processo é importante porque
o uso/comercializacdo da biomassa pode ser de dias até anos.
A conservagado pode ser em refrigeracdo com baixas tempera-
turas na faixa de 4-8°C.

A descricao a seguir de alguns procedimentos baseia se em
diversos trabalhos (MOLINA GRIMA; BELARBI; ACIEN FER-
NANDEZ et al., 2003a; LOURENCO, 2006; MOLINA GRIMA;
FERNANDEZ; MEDINA, 2004).

5.4.1 Secadores solares para extracao da agua da
biomassa de microalgas

O nivel de umidade da biomassa algal deve ser aceitével
para manter a qualidade e integridade de suas propriedades no
produto final. A colheita por gravidade da sedimentacao deixa,
geralmente, uma biomassa mais imida do que no caso de recu-
peracdo por centrifugacdo. Se a desidratacdo é requerida, isso
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pode influenciar no custo econdmico do produto, porque a seca-
gem ou desidratacdo térmica é muito mais cara do que a reti-
rada mecénica de agua.

5.4.2 Congelamento da biomassa de microalgas

No procedimento de congelamento, o cultivo é previa-
mente concentrado e, embora ocorra morte das células, as
caracteristicas quimicas (pigmentos e acidos graxos) ndo sao
alteradas significativamente. Como ocorre ruptura das células
pela formacao de cristais de gelo, o material intracelular pode
ser liberado. O material algal apés a floculacao e a centrifuga-
¢ao pode ser congelado.

5.4.3 Secagem da biomassa de microalgas
por atomizacao

A secagem por atomizacao é aplicada a qualquer pro-
duto possivel de ser bombeado, como exemplos podem ser
citadas emulsoes, pastas, solucoes e suspensoes nas industrias
farmacéutica de antibidticos e derivados, vacinas, vitaminas
e farmacos em geral. A técnica de secagem por nebulizacdo
(spray drying) tem sido amplamente aplicada na obtencao de
extratos secos com melhores caracteristicas biotecnolégicas e
maior concentracao de constituintes com atividade bioldgica.
As caracteristicas fisico-quimicas dos produtos produzidos por
aspersao sao influenciadas por fatores relacionados ao processo,
a formulacao, ao material de entrada e ao equipamento.
A secagem por atomizac¢do é importante para o armazenamento
de coprodutos da biomassa de microalgas. Desmorieux e cola-
boradores (2006) estabeleceram a isotérmica de sor¢ao através
de diferentes métodos de secagem de Spirulina (Arthospira sp.)
a 25°C e 40°C, visando manter as propriedades terapéuticas
da biomassa. Oliveira e colaboradores (2010) demonstraram
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que na condicdo 6tima de secagem, a 55°C, e a espessura das
amostras imidas na faixa de 3-7 mm, a biomassa de Spiru-
lina platensis (Arthospira sp.) apresentou percentual de perda
da ficocianina préximo a 37% e os valores de acido tiobarbi-
ttrico de 1,5 mg'. Nessa condicdo de secagem, a composicdo
de acidos graxos da microalga Spirulina sp. (Arthrospira sp.)
ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) em relacédo
a biomassa fresca. O perfil lipidico do produto seco apresentou
alta porcentagem de acidos graxos poli-insaturados (34,4%),
especialmente o 4cido gamalinolénico (20,6%).

Os secadores por nebulizacdo, mais conhecidos por spray
dryers, tém como principio basico a maximizacdao da area de
troca de calor e massa durante a secagem. Essa técnica pode
ser aplicada a qualquer material com comportamento liquido,
por exemplo, pastas, lamas, suspensoes, solucoes e cultivos
de microalgas. Um dos fatores primordiais para uma eficiente
secagem esti na operacao de atomizacao.

No caso da producdao de pigmentos e outros compostos
farmacolégicos ou nutracéuticos das microalgas, recomenda-
-se aplicar a técnica do spray drying para conservacao das pro-
priedades organolépticas da biomassa. No armazenamento das
células carotenizadas da microalga Haematococcus pluvialis, o
melhor resultado foi obtido com a biomassa seca por atomi-
zacao a 180°C/110°C e armazenadas a -21°C em nitrogénio
liquido, com degradacdo da astaxantina inferior a 10% apds
nove semanas (RAPOSO et al., 2012).

5.4.4 Secagem da biomassa de microalgas
por liofilizacao

A liofilizacao é um processo que se caracteriza pela retirada
da agua do produto sem submeté-lo a altas temperaturas. No
processo de liofilizacao, o produto, ap6s uma etapa de preparo
(retirada da umidade), é congelado a temperaturas de -40°C e
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colocado em camaras de alto vdcuo. Com o aumento progres-
sivo da temperatura e a manutencao da condicao de baixissima
pressdo (vacuo), atinge-se a temperatura necessaria para obter
a saida da 4gua do produto por sublimagao. Dessa forma, o pro-
duto ndo é exposto a altas temperaturas e, consequentemente,
nao ocorre a degradacao do valor nutricional.

Nos procedimentos de secamento/desidratacdo para a
agua sao utilizados os fatores fisicos e quimicos que tém acao
na retirada da 4gua da biomassa de microalgas. Pode ocor-
rer escurecimento e alteracdo dos pigmentos durante a seca-
gem da biomassa de microalgas, assim como degradacoes de
metabdlitos por aquecimento e devido a acdo de enzimas.
A escolha adequada do procedimento de desidratacao é funda-
mental para a obtencao de produtos finais adequados, de boas
caracteristicas e estdveis quanto a conservacao. O secador por
nebulizacao é um equipamento bastante utilizado na secagem
de alimentos por apresentar: baixa deterioracao/alteracao de
nutrientes, aroma, sabor e coloracao; alta eficiéncia energé-
tica e produtividade; efetivo controle das variaveis; produtos
na forma de pé, com forma, tamanho e densidades controladas
pelas condicoes do processo; capacidade de microencapsular,
mantendo as propriedades bioquimicas do produto.

A metodologia de liofilizacdo permite conservar as carac-
teristicas organolépticas da biomassa algal, pois promove a
retirada total de umidade das células a baixas temperaturas
(aproximadamente -40°C). A retirada da agua é feita por meio
de vacuo das amostras congeladas em um equipamento deno-
minado liofilizador. Esse método foi testado para conservar
espécies de microalgas com a adicdo de crioprotetores.

A biomassa de microalgas liofilizadas tem as mais diversas
aplicacoes. A adicdo de microalgas Nannochloropsis oculata lio-
filizadas ao 6leo de soja inibiu significativamente a oxidacao e
foi positivamente correlacionada ao aumento na estabilidade do
6leo. A adicado de 5,0% de p6 de microalgas liofilizadas (massa/
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massa) aumentou os valores do indice de estabilidade do 6leo
de soja para mais do dobro em ambas as temperaturas (120°C
e 130°C). Os fatores contribuintes para esse aumento do indice
de estabilidade do 6leo podem ser os altos contetdos de com-
postos fendlicos e a-tocoferdis da N. oculata (LEE et al., 2013).
Os autores sugeriram que N. Oculata tem potencial para ser uti-
lizada como aditivo em d4leo de cozinha, aumentando a vida 1til
e o valor nutricional do produto e para reduzir a producao de
radicais livres a partir da oxidacao de lipideos, quando o 6leo é
usado em processos de cozimento a altas temperaturas.

Consideracoes Finais

Existem vérias opcoes de colheita da biomassa de microal-
gas, todavia, deve-se considerar aspectos econémicos, ambien-
tais e a aplicacdo da biomassa, pois existem processos com
altos custos energéticos para a separacao do sé6lido-liquido.

O elevado custo na separacao liquido-massa sélida de bio-
massa no cultivo de microalgas em escala industrial/comer-
cial é um gargalo que tem contribuido para limitar a expansao
desse sistema de producao.

Os métodos de colheita da microalga variam de acordo
com a espécie cultivada. Na maioria dos trabalhos consultados,
verifica-se que Chlorella vulgaris foi avaliada quanto a flocu-
lacdo, escolha do coagulante/floculante, método de colheita
e aplicacdo da biomassa como produto final, que pode ser
empregada desde a alimentacao humana e animal até a produ-
¢ao de biocombustiveis e substancias com alto valor agregado.

Na colheita, o uso de tecnologias ndo pode envolver gas-
tos energéticos altos, todavia, um aspecto a ser considerado é
a aplicacao final da biomassa, podendo ser produto final com
alto valor agregado. Nesses casos, a centrifugacdo parece ser o
procedimento preferido e para melhorar a eficiéncia da recupe-
racao a pré-coagulacao/floculacdo é uma etapa fundamental.
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Quando a espécie de microalga apresenta fragilidade celular,
a filtracao é recomendada e no caso de metabdlitos a recupe-
racao de pastas timidas é preferivel para reduzir custos adicio-
nais com a desidratacao.

Embora existam métodos eficientes de colheita, a otimi-
zacao para cada espécie de microalga e a aplicacao do pro-
duto ainda é um desafio a ser trabalhado para reduzir custos
e viabilizar o sistema de producdo. A colheita de biomassa de
microalgas com o pré-tratamento com floculantes de origem
microbiana tem, teoricamente, viabilidade econémica.

A desidratacao e o armazenamento da biomassa de micro-
algas, em condicoes adequadas para comercializacdo e os
diversos usos biotecnolégicos, é um grande gargalo para o
processamento em escala industrial de microalgas. Fato, este,
devido a natureza diluida dos cultivos de microalgas, elevando
muito o custo de producao.
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Introducao

As microalgas sdo reconhecidas como um dos organismos
mais antigos no planeta Terra. Esse termo se refere a todo
microrganismo unicelular e multicelular que realiza fotos-
sintese oxigénica, incluindo os procariotos (Cyanophyceae) e
os eucariotos (Chlorophyta). O interesse na producao de bio-
massa de microalgas para diversas aplicacdes iniciou-se a mais
de cem anos, segundo Lourenco (2006), que cita diversas revi-
soes sobre o histérico do cultivo de microalgas. O primeiro
relato sobre produgdo de H, por microalgas foi apresentado
por Jackson e Ellms, em 1896, tornando-se assunto de pesquisa
cientifica em 1940 (BENEMANN, 2000). Spolaore e colabora-
dores (2006) reportaram que o uso de microalgas por humanos
data de 2000 anos atras e que foram os chineses os primeiros
a utilizarem Nostoc para sobreviverem a fome. As pesquisas
sobre a producao em larga escala da biomassa de microalgas
comecaram por volta de 1960 e o ntimero de artigos cientifi-
cos relacionados a fotobiorreatores no periodo de 1990 a 2010
teve crescimento linear, de acordo com dados da revisao de
Grobbelaar (2010).

No Brasil, o desenvolvimento de pesquisas com microalgas
voltadas a producdo em larga escala com objetivos em aplica-
¢Oes biotecnolégicas ainda é, relativamente, recente. No Rio
Grande do Sul, desde 1998 o Laboratério de Engenharia Bio-
quimica da Universidade Federal do Rio Grande desenvolve
trabalhos em escala-piloto com microalgas do género Arthros-
pira (Spirulina) como fonte de proteinas (MORALIS et al., 2009;
COSTA et al., 2011) e, mais tarde, iniciou-se a utilizacdao na
aquicultura e a extracdo de 6leo visando a producao de bio-
combustivel. No Parand, no Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR), a partir de 2009, um projeto de pesquisa foi con-
duzido, em parceria com a Companhia Paranaense de Ener-
gia (Copel), com o objetivo de desenvolver tecnologias para
a producado de 6leo e coprodutos da biomassa de microalgas
(IAPAR, 2013).
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Entre as tecnologias a serem implantadas em futuro proé-
ximo para a producao de biodiesel no Brasil foi sugerido o
desenvolvimento de sistemas de cultivos de microalgas com a
utilizacdo de areas com altas taxas de luminosidade, recicla-
gem de residuos e captura de CO, oriundos de termoelétricas e
unidades de fermentacdo de cana-de-acticar (CARIOCA, 2010).

O cultivo de microalgas apresenta algumas vantagens, como
os meios de cultivo, que podem ser inorganicos ou organicos, a
duplicacao da biomassa em um curto periodo de tempo e a pos-
sibilidade de manipular suas condi¢oes, de modo a aumentar a
producdo de metabdlitos especificos como, por exemplo, 4cidos
graxos. Deve-se ainda considerar que a producao desses com-
postos pode ser influenciada por fatores ambientais como inten-
sidade luminosa, temperatura e disponibilidade de nutrientes
(RADMANN et al., 2008; SIRISANSANEEYAKUL et al., 2011).

A composicao da biomassa de microalgas contém em maio-
res quantidades: pigmentos, carboidratos, proteinas e lipideos,
que variam conforme o género, a espécie ou a estirpe. A caracte-
rizacdo e os estudos em relacdo ao manejo, desde o cultivo até a
obtencao do composto de acordo com a aplicacdo da microalga,
sdo a base da viabilidade da aplicacdo biotecnolégica.

Diversas espécies de microalgas tém sido cultivadas por
sua capacidade de sintetizar compostos considerados nutracéu-
ticos, tais como &cidos graxos poli-insaturados, carotenoides,
proteinas e pigmentos, além das intimeras aplicagoes biotec-
nolégicas da biomassa de microalgas (BARSANTI; GUALTIERI,
2006; DERNER et al., 2006). Nas células de Chlorella, a subs-
tancia bioativa mais importante é o 3-1,3 glucano (SPOLA-
ORE et al. 2006). As espécies do género Chlorella tém ampla
distribuicdo e sao bastante adaptadas ao cultivo em aguas
salobras de residuos agroindustriais e as diversas condicoes
climaticas. Essas espécies tém sido utilizadas na producao
industrial em mais de 70 empresas, sendo as duas maiores a
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Taiwan Chlorella Manufacturing, no Japao, e a Roquette Klotze
GmbH & Company, na Alemanha, com producédo aproximada
de 400 t e 150 t de biomassa seca por ano, respectivamente
(SPOLAORE; JOANNIS-CASSAN; DURAN et al., 2006). Singh
e Gu (2010) citam diversos trabalhos que fornecem o perfil de
23 companhias que cultivam microalgas e os vérios aspectos
da utilizacao industrial dos produtos obtidos.

Para a obtencao de corantes e proteinas, principalmente,
os cultivos em tanques para producdo de biomassa de microal-
gas em aguas continentais estdo limitados as espécies de Hae-
matococcus, Arthrospira e Chlorella (BARSANTI; GUALTIERI,
2006). As principais aplica¢oes dos acidos graxos de microalgas
sdao enriquecimento de racoes para peixes e na dieta humana,
quanto aos lipideos, existe a possibilidade de uso para a produ-
¢do de biodiesel (FEOFILOVA et al., 2010).

Em relacdo a presenca de pigmentos, semelhante ao que
ocorre em outros organismos, cada classe de microalga apre-
senta sua propria combinacado de substancias com proprieda-
des corantes e, consequentemente, coloracdo distinta. Os trés
principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa de
microalgas sdo as clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas,
também denominadas ficobiliproteinas (DERNER; OHSE; VIL-
LELA et al., 2006).

Nesse contexto, a abordagem dos préximos tépicos sobre
os principais produtos da biomassa de microalgas tem énfase
nos pigmentos (compostos valorados), carboidratos, proteinas,
lipideos e em suas aplica¢Oes biotecnolégicas, bem como nas
proteinas como suplementos alimentares. Também é enfati-
zado o papel desses microrganismos fotossintetizantes na pro-
ducéo de energia e como agentes de remediacOes ambientais
pela fixacdo do CO, e, especialmente, as cianobactérias como
fixadoras de N, atmosférico e biofertilizantes.
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6.1 Pigmentos e suas Aplicacoes

Existem trés classes de pigmentos encontrados na biomassa
de microalgas: ficobilinas, clorofilas e carotenoides, sendo que
as ficobilinas sao do grupo das proteinas e os dois tltimos do
grupo dos lipideos. Ap6s uma série de pesquisas relacionadas
ao uso desses pigmentos de microalgas em diversas areas, como
producao industrial de alimentos, nutracéuticas e farmacéuti-
cas, foi constatado que esses microrganismos apresentam grande
potencial nesse segmento (BOROWITZKA, 1999; MARGALITH,
1999; LA FUENTE et al., 2006; LOURENCO, 2006; BLANCO et
al., 2007; DEL CAMPO et al., 2007). Nesses trabalhos, a viabi-
lidade econémica foi abordada e ressaltada a necessidade de
selecdo de estirpes, otimizacao dos processos de cultivo e valo-
racdo dos coprodutos da biomassa de microalgas.

Os principais pigmentos fotossintéticos, clorofilas, carote-
noides e ficobilinas, com suas respectivas cores, de acordo com
observacdo visual e a distribuicdo nos grupos de organismos
fotossintéticos, sao apresentados na Tabela 6.1.

As microalgas, categorizadas como microrganismos fotos-
sintetizantes, tém habilidade para produzir diferentes propor-
coes de pigmentos em resposta a diferentes condicoes de ilu-
minacio. E possivel obter a partir das mesmas, clorofilas com
caracteristicas espectrais variando de verde-amarelo a azul-
-esverdeado, além de seus derivados produzirem cores laranja
até vermelhas, em condicoes quimicas drasticas (Tabela 6.1)
(RANGEL, 2000).

O cultivo em massa de microalgas tem recebido bastante
atencao nas ultimas décadas para diversas aplicacoes. Con-
tudo, a producao desses microrganismos em escala comercial
para uso, por exemplo, de pigmentos, ainda é restrito a algu-
mas espécies, principalmente dos géneros Dunaliella, Haema-
tococcus, Muriellopsis e Spirulina, sendo que a massa seca desta
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ultima é uma das maiores fontes de clorofila in natura (BECH-
TOLD et al., 2009). Todavia, as possibilidades de aplicacao de
pigmentos e o numero de espécies de microalgas produtoras
desses compostos ainda nao estudadas ou utilizadas comercial-
mente podem ser muito maiores do que se supoe.

Os carotenoides sao utilizados na indistria como corantes
naturais, aditivos em ra¢do para animais e nutracéuticos (COR-
DERO; COUSO; LEON et al., 2011), destacando-se o B-caroteno
e a astaxantina (LOURENCO, 2006).

Tabela 6.1. Pigmentos fotossintéticos, suas respectivas cores e dis-
tribuicao nos diversos organismos.

Pigmentos fotossintéticos

Pigmento Categoria Cor Distribuicao

Plantas, algas e
cianobactérias

Plantas e algas
Clorofilas Verde verdes
Algas castanhas

e diatomadceas

d Algas vermelhas

Microrganismos
fotossintéticos,
exceto as
Carotenoides cianobactérias

Carotenos Laranja

Xantofilas Amarela Alga}s cast}a sl
e diatomaceas

Ficoeritrina Vermelha Algas vermelhas

Ficobilinas . L.
e cianobactérias

Ficocianina Azul
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As ficobilinas sdo importantes marcadores fluorescentes
e, assim como os carotenoides totais e clorofilas, apresentam
diferentes espectros de absor¢ao que sao especificos para cada
um desses pigmentos fotossintéticos (Figura 6.1).
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0.06 |

Carotendides fotoprotetores
0.05F
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0.03 Carotendides fotossintéticos
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Ficobilinas
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Comprimento de onda (nm)
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Fonte: Weaver e Wrigley (1994).

Figura 6.1. Espectro de absorcdo dos principais pigmentos encon-
trados em algas.

Essas diferencas e especificidades na absorcao permitem
adequar metodologias na determinacdao de cada pigmento;
como exemplo, na andlise da clorofila a, b, c, feofitina e caro-
tenoides totais sao utilizados diversos comprimentos de onda
como 480 nm, 510 nm, 630 nm e até 750 nm para as leitu-
ras. O uso de métodos de medida por fluorescéncia de clorofila
para estudos de desempenho fotossintético e estresse é, atual-
mente, muito difundido em estudos da fisiologia e da ecologia
de microalgas (BAKER, 2008).
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6.1.1 Ficobilinas

As ficobilinas ou ficobiliproteinas representam um grupo
de proteinas coloridas presentes nas cianobactérias (microrga-
nismos procariotos) e nas microalgas eucariontes pertencentes
ao filo Rhodophytas e Glaucophytas, com amplo espectro de
aplicacao biotecnolégica (SEKAR et al., 2008b). Essas protei-
nas sao soltveis em 4gua e representam compostos de subuni-
dades alfa e beta, sendo relativamente faceis de isolar e puri-
ficar, porque compoem grande proporcao das proteinas totais
da célula. Elas representam 20% do peso total desses micror-
ganismos e seus corantes podem ser utilizados como agentes
fluorescentes em farmacos (SCHLUCHTER et al., 2002).

A importancia metabdlica desse pigmento se deve a capa-
cidade do mesmo em captar energia solar nas regioes visiveis
do espectro em que a clorofila possui baixa absorcao e transfe-
rir sua energia para a clorofila, sendo os principais pigmentos
acessorios das algas vermelhas e de algumas cianobactérias.

As ficobiliproteinas obtém sua coloracao dos cromoéforos
que, estruturalmente, sao tetrapirrdis lineares unidos cova-
lentemente as apoproteinas. Os tetrapirréis nao formam com-
plexos com ions metélicos, porém, sendo nao ciclicos, podem
ser facilmente manipulados pelas apoproteinas para produzir
uma série de caracteristicas biolégicas relevantes (CANIZALES-
-VILLANUEVA et al., 1998).

Ficobiliproteinas e ficobilissomas tém sido estudados ha
mais de 150 anos e o numero de patentes é alto, com 297
registros apenas em 2008, sendo a maioria (122 registros)
com base em aplicac6es como marcadores fluorescentes. No
entanto, o numero de cianobactérias e algas vermelhas pro-
dutoras desses pigmentos e ja estudadas, ainda é pequeno
(SEKAR et al., 2008a).

Para o aproveitamento desses compostos, é importante o
desenvolvimento de metodologias de extracao. Para extrair a
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c-phicocianina, um pigmento azul soltivel em dgua, em cultivos
de Arthrospira platensis, Zhu e colaboradores (2007) descreve-
ram um método simples de extracdo utilizando Klebsiella pneu-
moniae, uma bactéria fixadora de N,. No estudo de busca de
patentes, Sekar e Chandramohan (2008a) citam que até 2008
foram encontradas 23 patentes sobre processos de extracao e
purificacao de ficobiliproteinas.

As ficobiliproteinas possuem alto valor terapéutico como
imunomodulador e, recentemente, tém-se aumentado o inte-
resse pela habilidade desses compostos em reverter o fené-
tipo de multirresisténcia a fArmacos de varios tipos de células
tumorais, no entanto, seu uso no tratamento de cancer ainda
é escasso. Ainda, as mesmas sao utilizadas como reativos
quimicos fluorescentes, corantes em alimentos e cosméticos
(VARGAS-RODRIGUEZ et al., 2006).

6.1.2 Clorofilas nas microalgas

As clorofilas sao pigmentos de ocorréncia natural e podem
ser encontradas no reino vegetal, em algas e em algumas bac-
térias fotossintéticas de ambiente aquatico. Sdo, praticamente,
os linicos pigmentos naturais verdes e certamente os inicos em
abundancia, sendo produzidas bilhdes de toneladas de clorofila
por ano na terra e nos oceanos.

Estruturalmente, esses pigmentos sdo moléculas comple-
xas, baseadas em um macrociclotetrapirrol, formadas por qua-
tro anéis pirrélicos e um quinto anel isociclico, localizado ao
lado do terceiro anel pirrélico. Os anéis estao ligados entre si
por pontes metilénicas, sendo a estrutura pertencente a classe
conhecida como porfirina. A molécula de clorofila contém um
dtomo de magnésio no seu interior, coordenado aos anéis. A
ligacdo com o atomo de Mg é forte e proporciona rigidez a
estrutura, permitindo que a molécula absorva energia do sol e
ndo a perca por movimentos eletronicos (Figura 6.2).



Potencialidades e Desafios do Cultivo

H,C-CH
CH20H2C02CH20H=(|:(CHZCHZCH2(|:H)SCH3
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3

Clorofila b

Fonte: Dailey (1990) e Gross (1991).

Figura 6.2. Estrutura quimica das clorofilas a e b.

No quarto anel pirrélico, o acido propidnico encontra-se
esterificado por um alcool aciclico de cadeia longa, geralmente,
“fitol”, conferindo a clorofila um carater hidrofébico (GROSS,
1991; LANFER-MARQUEZ, 2003).

A estrutura basica da clorofila mantém alto grau de insa-
turacao e apresenta um circuito de duplas liga¢oes conjugadas,
que tem elevada capacidade de ligacdo com metal. Isso permite
absorver a luz nas regioes do espectro visivel, azul e vermelho,
e refletir a luz que é percebida como verde. As clorofilas estdo
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ligadas de forma nao covalente as proteinas e estdo sempre
acompanhadas de carotenoides que protegem a molécula da
degradacao (DAILEY, 1990; HENDRY et al., 1996).

As clorofilas sao essenciais para o processo de fotossintese,
que converte energia da radiacdo solar em energia quimica e
sao moléculas sintetizadas constantemente e destruidas (foto-
-oxida¢do) em presenca de luz, apresentando maior velocidade
de decomposicao em condicoes de alta intensidade luminosa.
Nao sé a concentracao total de clorofila, mas também a pro-
porcao entre os diversos tipos de clorofila mudam em funcéo
da intensidade luminosa. De maneira geral, a propor¢ao entre
clorofila a e b tende a diminuir com a reducado da intensidade
luminosa (KRAMER et al., 1979).

As pesquisas sobre clorofilas tém recebido atencao ha algum
tempo, ndo apenas por sua importancia no sistema biético, mas
também pelo seu potencial relevante como um pigmento natu-
ral em um ambito ilimitado de aplicacdo como corante, espe-
cialmente as provenientes da biomassa de microalgas (COLYER
et al., 2005; KITADA et al., 2009; HOSIKIAN et al., 2010; ABU-
RAI et al., 2013). A cor verde intensa de clorofilas naturais
sugere que elas podem estar disponiveis para serem utilizadas
como corantes aditivos lipossoltveis em alimentos, produtos
farmacéuticos, cosméticos e produtos de higiene pessoal. A
maior parte da clorofila utilizada em mercados de corantes ali-
mentares é proveniente de plantas terrestres, porém a instabili-
dade no isolamento das clorofilas naturais tem impedido maior
utilizacdo das mesmas como corante (SCHWARTZ et al., 1990;
HENDRY; HOUGHTON, 1996). Para a clorofila a, valores entre
6,7 e 94,2 (mg por 100 g) foram encontrados em microalgas,
embora esses valores sejam menores do que os observados na
literatura para vegetais como brdcolis e espinafre (EL DIN et
al., 2012). Estudos no sentido de estabilizar a molécula de clo-
rofila na biomassa de microalgas sdo necessarios e apontam
para um mercado promissor.



Potencialidades e Desafios do Cultivo

A clorofila faz parte da alimentacdo animal, inclusive
humana, com a ingestdo de vegetais, sendo esse habito consi-
derado saudavel e incorporado cada vez mais ao estilo de vida
moderno. Todavia, os trabalhos cientificos que relatam efeitos
benéficos a saiilde humana trazidos pela ingestdo de vegetais
foram realizados com extratos vegetais e ndo com a clorofila
isolada (SCHWARTZ; LORENZO, 1990; RANGEL, 2000).

A partir da estrutura bésica, cinco classes de clorofila exis-
tem naturalmente em organismos fotossintéticos: clorofila a,
clorofila b, clorofila c, clorofila d e clorofila e, predominando
nas plantas superiores a clorofila a, clorofila b e seus respec-
tivos metabdlitos como: feofitina, clorofilideos e feoforbideos.
Em algas e outros organismos fotossintéticos, além das clorofi-
las a e b também sao encontradas as clorofilas c, d e e (SHEER,
1991; BECHTOLD; MUSSAK, 2009).

A clorofila a, mais abundante e importante dessa familia,
corresponde a aproximadamente 75% dos pigmentos verdes
encontrados nos vegetais. A clorofila a consiste de uma porfi-
rina de cabeca hidrofilica formada por quatro anéis pirrélicos
ligados a um atomo “quelante” de magnésio ao centro e uma
cauda “fitol” hidrofébica. A clorofila b possui a mesma estru-
tura da clorofila a, porém possui um grupo — CH= 0 presente
no segundo anel pirrélico, no lugar de um grupo metila. A clo-
rofila ¢ possui apenas a cabeca hidrofilica da porfirina, sem
a cauda hidrofébica (GROSS, 1991; BARSANTI; GUALTIERI,
2006b). A clorofila d é um constituinte natural das algas ver-
melhas e se diferencia da clorofila a por conter o grupo formil
presente no primeiro anel pirrélico no lugar de um grupo vinil
(LOUGHLIN et al., 2013).

Recentemente, uma nova categoria de clorofila foi repor-
tada e denominada clorofila f, sendo purificada da cianobacté-
ria Halomicronema hongdechloris e sua estrutura elucidada como
[2-formil]-clorofila a (WILLOWS et al.,, 2013). Os produtos
formados a partir da degradacao da clorofila podem, algumas
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vezes, constituir uma fracdo significativa do total de pigmentos
verdes presentes na d4gua do mar. Essas formas degradadas, ou
clorofila ndo funcional, absorvem a luz na regido vermelha do
espectro (LORENZEN, 1967).

Das formas degradadas de clorofila, a coloracdo dos cloro-
filideos é semelhante a da clorofila original, enquanto as feofi-
tinas e os feoforbideos, que sdao produtos resultantes da remo-
¢do do atomo de magnésio e substituicdo por dois dtomos de
hidrogénio das clorofilas e dos clorofilideos, respectivamente,
apresentam coloracao verde tendendo ao marrom, sendo que
a remocao desse atomo é fundamental para a mudanca de cor
(LANFER-MARQUEZ, 2003).

A mudanca na coloracao de células de plantas, algas e orga-
nismos fotossintéticos de verde para amarelo é resultado da
conversao da clorofila em feofitina. A clorofila a pode ser pron-
tamente convertida em feofitina com a simples adicao de um
acido fraco ou diluido, sendo esse procedimento utilizado na
metodologia de determinacao da feofitina (LORENZEN, 1967).
Um fluxograma esquematico mostrando os compostos forma-
dos ap6s a degradacao da clorofila é apresentado na Figura 6.3.

Feofitina < Clorofila OH P Clorofilida
(verde-castanho) (verde) (fitol) (verde)
2+ + 2+
Cu .\ Enzima | (-ftol) H| (Mg™)
v
"
H .
i ori Clorofilida Feoforbida
Clorofila cuprica ou -
de zinco (verde) (-MgZ+) verde-castanho)
(verde brilhante)
O]
(fitol)| OH"
V Produtos incolores
Clorofila cuprica ou
de zinco

(solivel em agua) pH > 6

Fonte: Streit e colaboradores (2005).

Figura 6.3. Fluxograma mostrando os compostos formados pela de-
gradacdo da clorofila.
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A atividade fotossintética de algas, responsavel por mais
de 50% da fotossintese global, torna possivel converter a radia-
cdo fotossinteticamente ativa em energia biologicamente uti-
lizavel, através de reacoes de reducao e oxidacao. Durante o
processo da fotossintese, o carbono é convertido do seu estado
maximo de oxidacao para componentes fortemente reduzidos,
utilizando luz como energia. Nesse processo, a luz é especifi-
cada como um substrato e a clorofila a é um agente catalisador
(BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

As microalgas se distinguem por variacoes quimicas e dife-
rencas morfolégicas. Dentre as variacoes quimicas, esté a pre-
senca dos diferentes tipos de clorofila, estando a clorofila a
presente em todas as espécies, independentemente da divisao,
porém as demais clorofilas estdo distribuidas nos diversos gru-
pos. As espécies pertencentes ao grupo das cianobactérias e
aos filos de microalgas Glaucophyta e Rhodophyta possuem
apenas clorofila a ou a e d, enquanto os filos Prochlorophyta,
Euglenophyta, Chlorarachniophyta e Chlorophyta possuem as
clorofilas a e b, os Cryptophyta, Heterokontophyta e Hapto-
phyta possuem as clorofilas a e c, e as da divisao Dinophyta
possuem os trés tipos de clorofilas a, b e ¢ (STEVENSON et al.,
1996; BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

6.1.3 Carotenoide total

Carotenoides, assim como as clorofilas, sao pigmentos orgéa-
nicos encontrados nos cloroplastos e cromoplastos das microal-
gas, sendo que nesses microrganismos podem ser encontrados
de forma livre. A concentracao média de carotenoides na bio-
massa da maioria das algas é de apenas 0,1-2,0% (WIJFFELS,
2007). Existem mais de 400 tipos de substancias denominadas
de carotenoides, porém, poucos sao comercializados.

Os carotenoides primarios podem ser sintetizados em con-
dicoes normais de crescimento, enquanto os carotenoides secun-
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dérios sao produzidos em condicoes desfavoraveis de nutricao
do meio de cultivo, tais como: deficiéncia de N; mudanca de
pH; e, alteracao da luz. Esses pigmentos sao responsaveis pelas
cores vermelho, amarelo e laranja, amplamente encontradas
em frutas, flores, raizes, algas, invertebrados, peixes, bactérias,
fungos e leveduras.

A estrutura dos carotenoides é descrita como compostos
tetraterpenoides com 40 carbonos em sua estrutura e também
podem ser chamados isoprenoides (C, H,,), constituidos por
oito unidades de C_-isopreno com um esqueleto central linear
constituido de 22 atomos de carbono, nove duplas ligacoes
conjugadas e extremidades finais anelares ou quase anela-
res com nove atomos de carbono em cada anel (LA FUENTE;
OYARZUN; QUEZADA et al., 2006; DEL CAMPO; GARCIA-
-GONZALEZ; GUERRERO, 2007). As estruturas quimicas de
alguns carotenoides representados pelos carotenos ([3-caroteno
e licopeno) e xantofilas (astaxantina, zeaxantina, violaxantina
e luteina) estao apresentadas na Figura 6.4.

As estruturas constituidas apenas por carbono e hidrogé-
nio sao chamadas de carotenos e seus derivados oxigenados
sao chamados de xantofilas. Dos carotenos aciclicos, os mais
comuns sao o licopeno e o zeta-caroteno e, dentre os ciclicos,
o maior destaque é para o [}-caroteno. Dentre as xantofilas

(0]
OH W
B-caroteno

" g o /k/\)\/\/k/\)\/\/\(\/\(\/\(\/\(
H Zeaxantina Licopeno
WOH
Violaxantina HO Luteina

Fonte: Masojidek e colaboradores (2004); Spolaore e colaboradores (2006); La Fuente e colaboradores (2006).

Figura 6.4. Estrutura quimica de alguns carotenoides representados
pelos carotenos (3-caroteno e licopeno) e xantofilas (as-
taxantina, zeaxantina, violaxantina e luteina).
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hidroxiladas, as principais sao derivadas do a- e (-caroteno,
como luteina, astaxantina e zeaxantina. As xantofilas epoxi-
dadas como a violaxantina e a anteraxantina sdao os produ-
tos da degradacao de outros carotenoides, como a zeaxantina
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os carotenoides sdo lipossoliiveis e apresentam colora-
¢ao variada como castanho, vermelho, laranja ou amarelo,
resultante da ciclizacdo, hidrogenacao, desidrogena¢do, mul-
tiplicidade das duplas ligacoes conjugadas, encurtamento ou
alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizagdo, introducao
de funcoes com oxigénio ou a combinacdo desses processos
(RODRIGUES-AMAYA, 1999). Compreendem cerca de 600
compostos estruturais produzidos a partir de bactérias, fungos,
plantas superiores e algas (macro e microalgas). Nessas ulti-
mas, os carotenoides cumprem a funcdo de absorver luz no
complexo antena de cloroplastos, para a realizacao da fotos-
sintese e de proteger esses organismos contra efeitos nocivos,
causados pelo excesso de radiacdao luminosa (MIKI, 1991).

A presenca abundante de carotenoides em membranas
fotossintéticas das algas sugere o desempenho de algum papel
nas reagoes e/ou estabilizacao desses sistemas. Os carotenoi-
des desempenham duas funcbées importantes na fotossintese.
Primeiro, atuam como antenas auxiliares, absorvendo luz em
regides do espectro visivel, onde a clorofila ndo absorve de
forma eficiente. Ainda, os mesmos transferem com eficiéncia a
energia absorvida para outros pigmentos que, entdo, a direcio-
nam ao centro de reacdo. O mecanismo desse processo envolve
transferéncia de energia do carotenoide para a clorofila ou bac-
terioclorofila. A segunda funcao dos carotenoides é atuar como
fotoprotetores do sistema fotossintético (Figura 6.5).

O mecanismo de fotoprotecdo envolve a supressao dos
estados mais energéticos da clorofila (clorofila triplete), resul-
tante da absorcao do excesso de radiacao luminosa, evitando
a formacdo de oxigénio altamente reativo (*O,-singlete) via
sensibilizacdo, o que confere acao antioxidante ao carotenoide
(CARDOSO, 1997).
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Fonte: Adaptado de Cardoso (1997).

Figura 6.5. Esquema da acao dos carotenoides na supressao da clo-
rofila triplete.

A ocorréncia de radicais livres é consequéncia da formacgao
de oxigénio singleto, bem como de espécies reativas do oxigeé-
nio, e os carotenoides atuam suprimindo o efeito desses com-
postos. Segundo Fontana e colaboradores (2000), o ntimero de
duplas ligacoes conjugadas incluindo as duplas dos anéis ter-
minais tipo 3-ionona presentes no [(3-caroteno, cantaxantina e
astaxantina sdo responsaveis pela acao antioxidante e destrui-
dora de radicais livres. Dos carotenoides, a astaxantina é mais
eficiente em sequestrar radicais peroxila, seguida, em ordem
decrescente de eficiéncia, por zeaxantina, cantaxantina, lute-
ina, tunaxantina e 3-caroteno.

No mercado mundial, existe uma demanda de carotenoi-
des naturais como suplementos alimenticios utilizados como
corantes em margarinas, sopas, azeite e racoes produzidas pelos
setores como a piscicultura, a avicultura e em ensaios clinicos
para tratamentos de cancer e nutricado. Na inddstria alimenti-
cia, em particular na aquicultura, utilizam-se como pigmentos
naturais os carotenoides totais e astaxantina extraidos a partir
da biomassa das microalgas Chlorella vulgaris e Haematococcus
pluvialis para melhoria no aspecto e no aumento da aceitacao e
valor econdmico de produtos.

Os carotenoides extraidos a partir de fontes alternativas
como as microalgas, devido as suas propriedades antioxidan-
tes, sdo uma das principais fontes de obtencao de vitamina A,
pois é um precursor desta. Esses pigmentos, também, sao de
interesse na producao em escala industrial, por apresentar pos-
sivel rentabilidade econ6mica. Nos animais, estes apresentam
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varias atividades biolégicas muito importantes do ponto de
vista nutricional e fisiolégico (MOSQUERA et al., 2005).

Os carotenoides oxigenados, como a luteina e zeaxantina,
também sdo produzidos pela microalga Dunaliella salina em
porcentagens consideradas altas, podendo atingir até 10% do
total de carotenoides presentes nas células. Outros géneros de
microalgas de 4guas continentais j& foram testados como fonte
de carotenos na aquicultura, por exemplo, Chlorella (GOUVEIA
et al., 1998). No Japao, trés microalgas de aéreas isoladas de
superficie rochosa e identificadas como Scenedesmus sp., Coe-
lastrella sp. e Vischeria helvetica, quando cultivadas em condi-
¢Oes de estresse sob radiacao luminosa de 40 a 214 umol fétons
m2 s, produziram astaxantina, adonixantina, zeatina, luteina,
cantaxatina e [3-caroteno como principais carotenoides (ABU-
RAI; OHKUBO; MIYASHITA et al., 2013).

Até 1980, amaioria dos carotenoides, incluindo o 3-caroteno,
disponivel comercialmente, era sintetizada quimicamente, mas
existe uma demanda crescente por esses produtos a partir de
fontes naturais (SPOLAORE; JOANNIS-CASSAN; DURAN et al.,
2006). Microalgas sao consideradas uma fonte natural adequada
desse pigmento devido ao seu crescimento rapido e facil mani-
pulacdo. Embora a producéo desses pigmentos ainda apresente
custo elevado, existe a vantagem de fornecer isdbmeros naturais,
pois a qualidade é considerada superior a forma trans correspon-
dente ao isdmero sintético (MILLEDGE, 2011). No entanto, a
producao de carotenoides a partir de microalgas se refere prin-
cipalmente a astaxantina e betacaroteno de H. pluvialis e Duna-
liella salina, respectivamente. Assim, ha necessidade de maiores
estudos em relacdo a diferentes espécies de microalgas e seus
carotenoides para atender a essa demanda.

6.1.3.1 B-caroteno

O PB-caroteno é um importante pigmento natural compo-
nente da familia dos carotenoides totais, derivado de vegetais
e microalgas. Este é utilizado como corante para produtos ali-
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menticios ou complemento nutricional e confere cor amarelo-
-alaranjada. O PB-caroteno é o carotenoide com maior acao
precursora da vitamina A (retinol); Ambrésio e colaboradores
(2006) sugerem que o precursor deve possuir pelo menos um
anel de B-ionona nao substituido, com cadeia lateral polié-
nica de no minimo 11 carbonos. Além disso, o caroteno possui
acao antioxidante na prevencao de doencas cardiovasculares
(OSGANIAN et al., 2003).

Embora nesta publicacdo o enfoque seja microalgas de dguas
continentais, vale ressaltar que a microalga de origem marinha,
Dunaliella salina, é principal fonte industrial de 3-caroteno, pro-
duzindo de 10 a 100 vezes mais a quantidade encontrada na
cenoura, que é considerada a segunda fonte desse carotenoide.
A espécie D. salina contém [(3-caroteno em proporcoes iguais a
seus isdbmeros cis e trans, além de possuir cerca de 6-10% de
a-caroteno (HENRIQUES et al., 1998).

6.1.3.2 Astaxantina

A astaxantina (3,3’-diidroxi-3, 3-caroteno-4,4’-diona), um
composto de coloragdo résea, opticamente ativo, derivado do
[3-caroteno, é considerada um carotenoide secundario (VISSER
et al., 2003) e sua molécula possui dois carbonos assimétricos
localizados nas posicoes 3 e 3’ dos anéis nas extremidades da
molécula (LORENZ et al., 2000).

A espécie de microalga H. pluvialis, unicelular, mével e
biflagelada tem sido cultivada comercialmente devido a sua
capacidade de produzir e acumular astaxantina em sua forma
esterificada e mais estavel, em concentracoes que variam de
1% a 8% da biomassa seca, sob condi¢Oes de estresses ambien-
tais como a deficiéncia de nitrogénio e/ou a elevada intensi-
dade luminosa (CORDERO et al.,, 1996; BARSANTI; GUAL-
TIERI, 2006). Entre os organismos produtores de astaxantina,
a microalga verde H. pluvialis e a levedura Phaffia rhodozyma
sao consideradas de interesse industrial (GOODWIN, 1992;
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KOBAYASHI et al., 1993). Entretanto, a producdo de astaxan-
tina natural de H. pluvialis, Phaffia rhodozyma ou Paracoccus
carotinifaciens ndo tem custo de producdo competitivo, aten-
dendo apenas nichos do mercado (SCHMIDT et al., 2011).
As espécies de microalgas, Neochloris wimmeri, Protosiphon
botryoides e Scotiellopsis oocystiformis foram sugeridas como
espécies alternativas a Haematococcus pluvialis, para a producao
de astaxantina (OROSA et al., 2001b). Embora na maioria dos
trabalhos publicados, espécies do género Chlorella nao tenham
sido consideradas como promissoras para a producao e acimulo
de astaxantina, o uso de cultivos heterotréficos com adicao de
glicose, utilizando Chlorella zofingiensis para producao de asta-
xantina foi patenteado nos Estados Unidos por Chen (2006).

A otimizacao dos fatores de crescimento de espécies de
microalgas como H. pluvialis visando aumentar os teores de
astaxantina é importante para tornar viavel a producao indus-
trial desse pigmento. O teor de astaxantina na biomassa de H.
pluvialis em escala comercial e em sistemas abertos denomina-
dos raceways foi varidvel nos primeiros meses até a otimiza-
¢ao do manejo de crescimento, homogeneizacao e tecnologias
de secagem. Nesse periodo, o contetido da astaxantina variou
entre 0,7% e 3,4% da massa seca (OLAIZOLA, 2000). Apés a
otimizacao de manejo do processo de secagem da biomassa em
trés unidades de 25.000 L cada, os resultados indicaram leve
aumento de producdo da astaxantina, que variou de 2,9% a
3,0% do peso seco, por dia, no verao (OLAIZOLA, 2000).

A producéo de pigmentos por microalgas é afetada por fato-
res quimicos e fisicos. Em meios de cultivo de microalgas, a alta
radiacao luminosa, a adicao de acetato e/ou a deficiéncia de N
funcionam como agentes estressantes e promotores do cresci-
mento e da producao de carotenoides, aumento, consequente-
mente, os teores de astaxantina. Efeitos desses fatores sao rela-
tados para H. pluvialis, por Orosa e colaboradores (2001a), e
para Scenedesmus sp., por Pirastru e colaboradores (2011).
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O maior interesse comercial na producao de astaxantina
estd na aquicultura. Sua adicao na alimentacdo de peixes e
crustaceos confere a coloracdo résea e melhora a qualidade
no produto final (GOUVEIA; CHOUBERT; GOMES et al., 1998,
BARSANTTI; GUALTIERI, 2006).

A astaxantina na forma pura e cristalina aparece como um
p6 fino de coloracao escura vermelho-acastanhado, insoltavel em
agua e soltivel a temperatura ambiente em solventes apolares. A
astaxantina sequestra radicais livres pela supressao do oxigénio
reativo e possui maior atividade antioxidante em comparac¢édo
com os demais tipos carotenoides, sendo auxiliar nos tratamen-
tos de hipertensao, diabetes, hipercolesterolemia, aterosclerose,
alguns problemas de pele e de prevencao em determinados tipos
de cancer (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

6.1.3.3 Luteina

Luteina (3, €-caroteno-3,3’-diol) é um carotenoide macu-
lar, diidroxilado, de pigmentacao amarela, pertencente a classe
das xantofilas e um potente antioxidante. Os carotenoides de
origem natural sdo, geralmente, de conformacao isomérica em
all-trans, que esté sujeita a isomerizacdo, transformando-se no
isdbmero cis. Essa mudanca de configuracdo pode apresentar
efeito significativo nas propriedades fisicas e bioquimicas dos
carotenoides. Na natureza, a luteina apresenta-se como uma
mistura das formas trans (60-90%) e cis (10-40%), apresen-
tando maior estabilidade na conformacao trans. Os isbmeros cis
da luteina apresentam coloracdo menos intensa quando com-
parados aos isdbmeros trans (MELLO, 2002).

Além de ser encontrada em algumas frutas e hortalicas de
folhas verdes, a luteina estd presente, também, na biomassa
de microalgas, sendo que as espécies Muriellopsis sphaerica e
Chlorella zofingiensis podem apresentar altos niveis durante a
fase exponencial de crescimento (DEL CAMPO et al., 2000).
Na Espanha, em sistema de cultivo semicontinuo de tanques
abertos, no verao, células de Muriellopsis sp. acumularam
luteina como principal carotenoide, com valores variando
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de 0,4% a 0,6% da biomassa seca (BLANCO, MORENO, DEL
CAMPO, RIVAS e GUERRERO, 2007).

De maneira similar a astaxantina, a luteina atua pro-
tegendo os tecidos dos danos causados por radicais livres.
Segundo Dagnelie e colaboradores (2000), estes pigmentos
protegem os fotorreceptores ao filtrar a luz de comprimento de
onda azul (500 nm). Essa radiacao é prejudicial a macula dos
olhos e, portanto, a ingestao de luteina é importante, pois atua
diretamente no globo ocular e reduz em 40% a incidéncia da
luz danosa a retina. A luteina destaca-se, também, na preven-
cao da aterosclerose, além da catarata, da retinopatia diabética
e da retinite pigmentosa (NACHTIGALL, 2007).

6.2 Carboidratos, Proteinas e Polissacarideos
da Biomassa de Microalgas

Carboidratos e proteinas estdo entre os principais compo-
nentes das microalgas, assim como os polissacarideos funcionais
e fibras na forma de celulose incrementam a digestibilidade e
o valor nutricional de ra¢oes animais. Em geral, a biomassa de
microalgas de diversos géneros apresentaram valores de car-
boidratos totais variando de 5% a 20% e de proteina de 3,86%
a 27,65% (EL DIN; EL-SHERIF, 2012). Becker (2004b) cita que
os valores de carboidratos variam de 15% a 57% da matéria
seca da biomassa de microalgas como Chlorella e Arthrospira.
Na Tabela 6.2 sao apresentados os valores médios de proteina
e carboidratos de diversas espécies de microalgas.

O interesse nos estudos e utilizacao de fontes proteicas
aumentaram ja no inicio dos anos 1950, antecipando o cres-
cimento populacional mundial (BECKER, 2004a). No inicio da
década de 1960, com base em trabalhos na area de nutricao
humana, foi sugerida a dose maxima de ingestao diaria de 100
g de biomassa de microalgas por dia (POWELL et al., 1961).
O célculo da taxa de eficiéncia da qualidade de proteina como
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uma medida da qualidade da proteina foi determinada em uma
mistura de Scenedesmus quadricauda e Chlorella spp. na propor-
¢ao aproximada de 10:1 (COOK et al., 1966).

Tabela 6.2. Teores de carboidratos na biomassa de espécies de
microalgas.

Teores (%)

Espécies de microalgas

Proteina Carboidrato

Anabaena cylindrical 43-56 25-30
Chlorella vulgaris 51-58 12-17
Chlorella pyrenoidosa 57 26
Chlamydomonas rheinhardtii 48 17
Euglena gracilis 39-61 14-18
Porphyridium cruentum 28-45 40-57
Prymnesium parvum 28-45 25-33
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17
Scenedesmus quadricauda 47 -
Scenedesmus dimorphus 8,8-18 21-52
Spirogyra sp. 6-20 33-64
Spirulina platensis 52 8-14
Spirulina maxima 28-39 13-16
Synechococcus sp. 46-63 15
Tetraselmis maculate 52 15

Fonte: Becker (2004b).
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A qualidade proteica de um produto alimenticio (microal-
gas-cereal-leite) contendo proporcoes variando de 22 g a 29 g de
proteina por 100 g de microalgas foi comparada com a proteina
de leite em p6 sem gordura (desnatado) em um ensaio utilizando
ratos como cobaias. Paes de aveia e trigo integral, bolinhos, bis-
coitos e pasta de amendoim contendo menores quantidades de
biomassa de microalgas foram considerados palataveis, mas
apresentaram teores mais baixos de proteina (de 9,8 ga 15 g por
100 g) do que o produto da mistura microalgas-cereal-leite. Pro-
vavelmente, o cozimento causou perda da qualidade da proteina
dos biscoitos contendo microalgas (COOK; LAU; BAILEY, 1966).

Becker (2004b) lista uma série de pré-requisitos para a uti-
lizacdo da biomassa de microalgas como alimento para huma-
nos e animais:

1. Anélise da composicao quimica centesimal (proteina,
carboidratos, gordura, fibras brutas, vitaminas, mine-
rais, etc.) para adequar as necessidades da dieta de
cada organismo;

2. Auséncia de substéncias biogénicas e nao biogénicas
téxicas (ficotoxinas, dcidos nucleicos, metais pesados,
pesticidas, outros agentes toxicos, residuos de colheita
e processamento);

3. Estudos da qualidade nutricional bioquimica e da
proteina (razao eficiéncia proteica, utilizacao da pro-
teina liquida, valor biolégico e coeficiente de digesti-
bilidade);

4. Valor suplementar da microalga com as fontes con-
vencionais de alimentos;

5. Andlises de qualidade sanitédria (contaminacdo micro-
biana);
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6. AvaliacOes de seguranca (ensaios nutricionais de curta
e longa duracao com animais experimentais);

7. Estudos clinicos (teste para seguranca e adequabilida-
de do produto para consumo humano);

8. Testes de aceitabilidade (essas avaliacOes sao opcio-
nais, tendo em vista que o consumidor ira decidir se o
produto é aceitavel ou nao).

Atualmente, os suplementos alimentares ou alimentos sau-
daveis sao usualmente vendidos na forma de tabletes, capsulas
e liquidos. As microalgas podem ser também incorporadas nas
pastas, salgadinhos, doces, gomas e misturados aos refrigeran-
tes e bebidas, tanto como suplemento nutritivo quanto como
corante natural. A biomassa de microalgas tem potencial para
melhorar o contetido nutricional dos alimentos processados e
para funcionar como agente probiético, que devem agir positi-
vamente na saide humana e animal.

Comparando o valor proteico das microalgas com alguns
tipos de alimentos, Becker (1994) ressaltou a importancia da
utilizacdo desses microrganismos e apresenta resultados de
diversos autores com diferentes espécies com valores médios
elevados de proteina variando de 8% a 71%.

A producao desses produtos de biomassa algal tem cres-
cido no Brasil, com alguns exemplos de empresas no Estado do
Parana. Ainda neste Estado, produtos da biomassa de alguns
tipos de microalgas, por exemplo, Chlorella sp. e Arthospira sp.,
sao comercializados na forma de p6 seco em céapsulas ou com-
primidos, como suplementos proteicos/carboidratos ou pig-
mentos (clorofila) (Figura 6.6).

Andrade e Costa (2008) citam que a microalga Spirulina
(Arthospira) é classificada como Generally Recognized as Safe
(GRAS) pelo Food and Drug Administration (FDA), o que garante
seu uso como alimento sem riscos a satde.



Potencialidades e Desafios do Cultivo

Figura 6.6. Produtos da biomassa de microalgas comercializados no
Brasil como suplemento proteico.

Na Alemanha, produtos a partir da biomassa de Chlorella
de 10 marcas processadas (cidpsulas ou tabletes) e nove nao pro-
cessadas foram examinados quanto a composicao das espécies
por métodos moleculares e quantificacao do teor de clorofila ou
produtos da degradacdio desta para feofitina (fitina a) (GORS
et al., 2010). Os autores relatam a deteccdo de contaminantes
microbianos como, por exemplo, bactérias ou cianobactérias,
mostrando que a composicao do produto estava fora dos limites
especificados nos rétulos. A falta de padronizacao das normas
de qualidade dos produtos derivados de microalgas faz com que
os critérios de qualidade e composicao sejam, na maioria, defi-
nidos pelos produtores e distribuidores (GROBBELAAR, 2003).
No Brasil, embora os produtos de origem microalgal estejam no
mercado, atualmente ainda nao existe legislacao especifica para
registro e controle de qualidade pela Agencia Nacional de Vigi-
lancia Sanitéria (ANVISA). Portanto, a populacao deve estar
atenta aos produtos disponiveis em casas de alimentos funcio-
nais e suplementos alimentares ou mesmo em farmacias.
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6.3 Lipideos da Biomassa de Microalgas

Todas as células vegetais, incluindo as de microalgas,
apresentam lipideos na sua composi¢ao (RICHMOND, 2004a).
Os lipideos representam um grupo muito diversificado de com-
postos que possuem importantes fungoes bioldgicas, tais como
na formacdo de componentes estruturais das membranas celu-
lares, servindo como fonte de energia, armazenamento e parti-
cipacao nas vias metabdlicas (FAHY et al., 2011).

6.3.1 Lipideos e sua classificacao

Os lipideos sdao componentes do segundo maior grupo de
compostos organicos encontrados na matéria viva; com essa
denominacao, sao considerados moléculas bioldgicas apolares,
insoltiveis em &gua, mas que se dissolvem facilmente em sol-
ventes organicos apolares como o éter, cloroférmio e outros
(NELSON et al., 2011). A maioria desses compostos denomi-
nados lipideos contém &cidos graxos e sdo, geralmente, dividi-
dos em duas categorias com base na polaridade da molécula:
1) lipideos neutros, que compreendem acilgliceréis e acidos
graxos livres; e, 2) lipideos polares, que sao classificados em
fosfolipideos e glicolipideos. Os lipideos neutros sao utilizados
como reserva de energia pelas microalgas e os polares com-
poem a dupla camada da membrana celular (HALIM et al.,
2012). H4 também alguns tipos de lipideos neutros que nao
contém &acidos graxos como os hidrocarbonetos, esteréis, ceto-
nas, pigmentos (carotenos e clorofilas). Embora essas fracoes
lipidicas sejam soltveis em solventes orgénicos (conforme a
definicao de lipideo), elas nao sdao convertidas em biodiesel
(HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Os lipideos também sao classificados em simples e comple-
x0s. Dentre os simples estao os 6leos (liquidos a temperatura
ambiente e de cadeia carbdnica insaturada), gorduras (s6lidos
a temperatura ambiente e de cadeia carbonica saturada) e as
ceras (cadeia longa), que sdo ésteres derivados de acidos car-
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boxilicos. Na classe lipideos complexos, também insoliveis em
agua, estdo incluidos os fosfolipideos, glicolipideos, carotenoi-
des, tocoferdis (vitamina E), vitaminas A, D, K e esteroides,
entre outros.

Os lipideos simples, denominados gorduras ou triglice-
rideos, contém um 4alcool denominado glicerol e &cidos car-
boxilicos conhecidos como &cidos graxos. Os lipideos mais
comuns em células de microalgas sdo os triacilglicerideos
(TAG) ou triglicerideo.

Uma molécula de gordura é formada quando uma molé-
cula de glicerol se combina com uma a trés moléculas de &ci-
dos graxos para formar um monoglicerideo, diglicerideo ou
triglicerideo.

A diversidade em funcao dos lipideos é refletida por uma
variacao enorme nas estruturas de moléculas lipidicas, sendo que
estas sdo geralmente muito mais complexas devido ao nimero
de diferentes transformacoes bioquimicas que ocorrem durante
a sua biossintese. Devido a essa alta diversidade, torna-se impor-
tante desenvolver uma classificacdo abrangente, nomenclatura
quimica e sistema de representacao para classificar os lipideos
que existem na natureza (FAHY; COTTER; SUD et al., 2011).

O sistema de classificacdo dos lipideos no LIPIDMAPS é
baseado no conceito de dois “blocos de construcao” fundamen-
tal: nos grupos cetoacil e grupos isopreno. Consequentemente,
os lipideos sao definidos como pequenas moléculas hidrofébi-
cas ou anfipaticas e, baseado nesse sistema de classificacao,
os lipideos foram divididos em oito categorias: acilgraxos, gli-
cerolipideos, glicerofosfolipideos, esfingolipideos, sacarolipi-
deos epolicetideos, lipideos esteréis e lipideos. Cada categoria
é, entdo, dividida em classes, subclasses e, em alguns casos,
algumas subclasses sdo divididas em quatro niveis de classes
(FAHY; COTTER; SUD, 2011).

O Banco de Dados de estrutura de mapas de lipideos (LIPID
Maps Structure Database — LMSD) é um banco de dados rela-
cionados que engloba estruturas e anotacoes de lipideos bio-
logicamente relevantes. Em junho de 2012, o LMSD continha
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mais de 37.000 estruturas lipidicas tinicas, tornando-se o maior
banco de dados publico somente de lipideos do mundo. Todos
os lipideos no LMSD podem ser classificados usando o Sistema
de Classificacdo dos Lipideos, resultando em 8 grupos de clas-
sificacao (Tabela 6.3).

Os constituintes das moléculas de lipideos (neutro ou
polar) sdo categorizados com base em duas importantes carac-
teristicas: o nimero total de 4tomos de carbono na cadeia e o
nimero de duplas ligacoes ao longo da cadeia hidrocarbénica.
Uma molécula de 4cido graxo consiste de um grupo carboxilico
hidrofilico ligado ao final de uma cadeia hidrocarbénica hidro-
fébica. A definicao para acidos graxos livres pode ser: um acido
graxo ligado a um atomo de carbono (HALIM; DANQUAH,;
WEBLEY, 2012). Os &cidos graxos saturados nao contém dupla
ligacdo, enquanto os insaturados apresentam, no minimo, uma
dupla ligacao (NELSON; COX, 2011).

Tabela 6.3. Classificacdo dos lipideos e niimero de moléculas.

Categoria de lipideos Ntmero de moléculas
Acil graxos 5.791
Glicerolipideos 7.538
Glicerofosfolipideos 8.005
Esfingolipideos 3.939
Esterol lipideos 2.617
Prenol lipideos 1.200
Sacarolipideos 1.293
Poliketideos 6.744
Total 37.127

Fonte: Banco de Dados de Estrutura de Mapas de Lipideos (LIPID MAPS Structure Database — LMSD).



Potencialidades e Desafios do Cultivo

Os acilgliceréis sdao ésteres de acidos graxos ligados ao
glicerol e classificados de acordo com o ntmero de Aacidos
graxos: triacilgliceréis, diacilglicer6is e monoacilgliceréis. Os
acilgliceréis sao desejaveis para a producdo de biodiesel em
escala comercial, pois a transesterificacdo por catdlise alcalina
é projetada para processar acilgliceréis, sendo que essa analise
tem eficiéncia limitada com outras fragoes como as de lipideos
polares e &cidos graxos livres. Outro motivo seria o baixo grau
de insaturacao dos acilgliceréis e outras fracoes lipidicas, que
produzem ésteres metilicos de acidos graxos com alta estabili-
dade de oxidacao.

6.3.2 Produtividade e composicao de lipideos
na biomassa de microalgas

As microalgas sao componentes de um grupo muito variado
de organismos e seus lipideos refletem essa diversidade, apre-
sentando teores de lipideos totais que variam de acordo com a
espécie, os niveis de nutrientes, o tipo de cultivo utilizado na
producdo da biomassa e as condicOes experimentais nas quais
foram avaliadas (CHISTI, 2007b; KHAN et al., 2009; MATA,;
MARTINS; CAETANO, 2010).

Resultados tedricos tém indicado que muitas microalgas
possuem a capacidade de produzir quantidades consideraveis
de lipideos (HU et al., 2008). Contudo, os rendimentos médios
de cultivos em grandes volumes podem ser bastante reduzi-
dos, devido a falta de otimizacao dos fatores que influenciam
seu crescimento.

Nos ultimos anos, tem se intensificado as pesquisas com
cultivos de microalgas visando ao aumento do contetido celu-
lar em lipideos. Entretanto, os estudos relacionados a produti-
vidade de lipideos na biomassa de microalgas ainda sao recen-
tes e novas pesquisas na linha de transformacao génica podem
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levar a novas possibilidades. Isso porque a quantidade e a
composicao dos lipideos de microalgas também variam consi-
deravelmente, dependendo da espécie analisada (RADMANN;
COSTA, 2008; RODOLFI et al., 2009).

Em trabalhos de revisao sobre o potencial da producao de
biodiesel, o teor médio de lipideos na biomassa de microalgas
pode variar bastante, de acordo com as condicoes de cultivo e
das espécies, podendo chegar a 75% da massa seca. Li e colabo-
radores (2008) reportaram teores de lipideos variando de 34%
a 63%, enquanto valores de 15% a 75% foram relatados por
Chisti (2007b). Os teores de lipideos e a produtividade da bio-
massa de diferentes espécies de microalgas de 4guas continentais
e marinhas apresentam diferencas significativas (Tabela 6.4)
(RICHMOND, 2004b; CHISTI, 2007b; KHAN; RASHMI; HUS-
SAIN et al., 2009; RODOLFI et al., 2009; Lv et al., 2010; MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010). A microalga Botryococcus brau-
nii, por exemplo, apresenta teor de lipideos com valores de até
75% da massa seca da biomassa algal, porém associado a uma
baixa produtividade, tornando-se um problema no caso da pro-
ducao comercial.

Espécies de microalgas dos géneros Chlorella, Cryptheco-
dinium, Cylindrotheca, Dunaliella, Isochrysis, Nannochloris, Nan-
nochloropsis, Neochloris, Nitzschia, Phaeodactylum, Porphyridium,
Schizochytriume e Tetraselmis apresentam teores de lipideo
entre 20% e 50%, mas maiores quantidades podem ser alcan-
cadas com diferentes condicoes de cultivo (MATA; MARTINS,;
CAETANO, 2010). Para identificar espécies promissoras na
producao de lipideos é necessario considerar o teor de lipideos
e de biomassa, assim como a composicdo dos &cidos graxos, as
condicoes de cultivo e a taxa de crescimento da microalga (HU;
QIANG et al., 2008; RODOLFI et al., 2009).

A selecao de estirpes com maior producao de lipideos deve
considerar aquelas microalgas que possuem a maior relacédo
entre os maiores teores de lipideos da massa seca e a alta pro-
dutividade de biomassa. Pode-se observar na Tabela 6.4 que as
estirpes com maior potencial produtor de lipideo, ou seja, as



Potencialidades e Desafios do Cultivo

Tabela 6.4. Teor de lipideos (%) da biomassa seca e produtividade
de lipideos (mg L' dia') e de biomassa (g L dia!) de
espécies de microalgas de &guas continentais e ciano-

bactérias.

. Lipideos Lipideos Biomassa
I %) (mg L dia?) (¢ L dia?)
Ankistrodesmus sp. 24,0-31,0 - -
Botryococcus 25,0-75,0 5.15 0,02
braunii
Chaetoceros 33,6 21,8 0,07
muelleri
C. calcitrans 14,6-16,4/39,8 17,6 0,04
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0 0,036-0,041
C. protothecoides 14,6-57,8 1214 2,00-7,70
C. sorokiniana 19,0-22,0 447 0,23-1,47
C. vulgaris 5,0-58,0 11,2-40,0 0,02-0,20
C. vulgaris FGM
M49 18,4 36,9
C. vulgaris
CCAP211/11b 19,2 32,6
C. sorokiana
IAM212 19,3 44,7
Chlorella sp.
iy 18,7 42,1 -
Chlorella sp. 10,0-48,0 42,1 0,02-2,5
Chlorella 2,0 i 2,90-3,64

pyrenoidosa

Continua.
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Tabela 6.4. Continuacao.

Microalea Lipideos Lipideos Biomassa
& (%) (mg L' dia?) (g L' dia")

Chlorella sp. 18,0-57,0 18,7 -

Chlorococcum sp.

UMACC112 19,33 53,7 0,28

Crypthecodinium 20,0-51,1 : 10,0

cohnii

Ellipsoidion sp. 27,4 47,3 0,17

Euglena gracilis 14,0-20,0 - 7,70

Haematococcus 25,0 : 0,05-0,06

pluvialis

Isochrysis galbana 7,0-40,0 - 0,32-1,60

Isochrysis sp. 7,1-33 37,8 0,08-0,17

Monodus

subterraneus 16,1 30,4 0,19

UTEX151

LD 20,0-22,0 : 0,08

salina

Nannochloris sp. 20,0-56,0 60,9-76,5 0,17-0,51

Nannochloropsis 22,7-29,7 84,0-142,0 0,37-0,48

oculata

’s\l’) annochloropsis 12,0-53,0 37,6-90,0 0,17-1,43

fesckon 29,0-65,0 90,0-134,0 :

oleoabundans

Nitzschia sp. 16,0-47,0 - -

Continua.
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Tabela 6.4. Continuacao.

Microalea Lipideos Lipideos Biomassa
& (%) (mg L' dia?) (g L' dia™)

Oocystis pusilla 10,5 - -

Pavlova salina 30,9 49,4 0,16

Pavlova lutheri 35,5 40,2 0,14

Phacodactylum 18,0-57,0 44,8 0,003-1,9

tricornutum

Porphyridium 9,0-18,8/60,7 34,8 0,36-1,50

cruentum

S 11,0-55,0 - 0,004-0,74

obliquus

S. quadricauda 1,9-18,4 35,1 0,19

S. quadricauda 18,40 35,1 -

Scenedesmus sp.

FGMM19 19,6 40,80 -

Scenedesmus sp.

DMO 21,1 53,9 0,26

Scenedesmus sp. 19,6-21,1 40,8-53,9 0,03-0,26

Skeletonema sp. 13,3-31,8 27,3 0,09

Skeletonema 13,5-51,3 17,4 0,08

costatum

Spirulina platensis 4,0-16,6 - 0,06-4,3

Spirulina maxima 4,0-9,0 - 0,21-0,25

Fonte: adaptada de Chisti (CHISTI, 2007b); Sing e Gu (2013); Rodolfi e colaboradores (2009) e Khan e

colaboradores (2009).
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que apresentam melhor relacdo entre a produtividade e o teor
de lipideo foram Chlorella protothecoides e Euglena gracilis, com
teores variando entre 14% e 60% da biomassa seca e produti-
vidade entre 1.078 mg de lipideo L' dia™ e 1.540 mg de lipideo
L' dia!. Considerando apenas esses dois parametros, as mes-
mas seriam as selecionadas como melhores candidatas para a
producao de 6leo a partir de microalgas.

No entanto, outros pardmetros devem ser considerados
para a selecao de espécies mais adequadas para maiores pro-
ducodes de lipideos, tais como a capacidade para se desenvol-
verem usando micronutrientes disponiveis ou sob condigoes
ambientais especificas (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).
Diversos fatores também podem influenciar o crescimento das
microalgas e, consequentemente, afetar a producao de lipideos:

e Fatores abiéticos (pH, salinidade e substancias quimi-
cas e toxicas);

e Fatores biéticos (patégenos como bactérias e fungos, e
competitividade com outras espécies);

e Fatores operacionais durante o cultivo (agitacao,
adicao de bicarbonatos, profundidade, taxas de dilui-
cao e frequéncia da colheita).

Geralmente, o aumento da quantidade de lipideos é
resultado de crescimento em condicoes desfavoraveis, onde
as microalgas nao podem crescer de forma intensiva, arma-
zenando esse composto em suas células (HU; SOMMERFELD;
JARVIS et al., 2008; PETKOV et al., 2012). Na Figura 6.7 sdo
apresentados os teores de lipideos totais de diversas espécies
de microalgas sob essas condicoes 6timas de crescimento e sob
estresse por deficiéncia de nitrogénio; e, foi observado aumen-
tos entre 9% e 71% quando submetidas a estresses (PETKOV;,
IVANOVA; ILIEV, 2012).

Sob estresse, muitas algas alteram sua via sintética lipi-
dica, podendo levar ao aumento nos teores de lipideos totais,
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Fonte: Petkov e colaboradores (2012).

Figura 6.7. Percentagem de lipideos em massa seca da biomassa
microalgas, em condi¢Oes 6timas e de estresses.

principalmente na forma de triglicerideos. Existem relatos
de acimulo de lipideos nas células de microalgas devido a
deficiéncia nutricional de nitrogénio e silicio no meio de
cultivo (DUNSTAN et al., 1993; RICHMOND, 2004b; MATA,
MARTINS; CAETANO, 2010).

Entretanto, essa resposta é particular a cada espécie de
microalga, sendo que em algumas delas pode ocorrer resposta
negativa, ou seja, diminuicdo nos teores de lipideos na bio-
massa quando submetidas a estresse por deficiéncia de nitro-
génio. Diversos estudos relatam que, dependendo das espé-
cies de microalgas, a producao de diferentes tipos lipidicos e
proporc¢ao variada na composicao de acidos graxos podem ser
influenciadas por fatores nutricionais e ambientais, condicoes
e fases de crescimento (HU; SOMMERFELD; JARVIS et al.,
2008; RODOLFI; CHINI ZITTELLI; BASSI et al., 2009; MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010; PETKOV; IVANOVA; ILIEV et
al., 2012). Outros fatores, tais como a composicao do meio,
temperatura, intensidade da luminosidade, fotoperiodo (ciclo
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de claro/escuro) e taxa de aeracdo também afetam a resposta
das espécies de microalgas a producao de lipideos (RAO et al.,
2007; GUZMAN et al., 2010).

Outro fator que pode alterar a quantidade de lipideos na
biomassa algal é a fase da curva de crescimento, quando é rea-
lizada a colheita. Estudos de comparagao dos lipideos extraidos
na fase logaritmica e estaciondria de crescimento de microal-
gas mostram que na fase estaciondria a fracao lipidica contém
abundéancia de lipideo polar (51-57% m/v) e na fase logarit-
mica contém altos niveis de triacilgliceréis (20-40% m/v) o que
torna esse periodo mais atrativo para a colheita da biomassa
para a producdo do biodiesel (DUNSTAN; VOLKMAN; BAR-
RETTI et al., 1993; KHAN; RASHMI; HUSSAIN et al., 2009).

No geral, as microalgas contém predominantemente Aci-
dos graxos com cadeias saturadas e monoinsaturadas, tais
como os triglicerideos, que sao os lipideos de armazenamento
mais comuns, constituintes de 80% da fragao de lipideos totais
(RICHMOND, A., 2004b). Algumas cianobactérias, especial-
mente as espécies filamentosas, apresentam tendéncia de con-
terem na sua biomassa maiores quantidades de acidos graxos
poli-insaturados (de 25% a 60% do total). De forma simplifi-
cada, diversos autores relataram que na biomassa de microal-
gas os lipideos sdo compostos basicamente por glicerol, bases
esterificadas (actcares) e acidos graxos com 12 a 22 carbonos,
podendo ser insaturados (mono ou poli) ou saturados. Estes
ultimos correspondem a maior fracao lipidica e os acidos gra-
xos poli-insaturados representam de 25% a 60% dos lipideos
totais (BECKER, 1988; MEDINA et al., 1998; BROWN et al.,
1999). O numero de duplas ligacoes nos acidos graxos nao
ultrapassa seis e quase todos os acidos graxos insaturados sdo
isomeros cis-trans (HALIM et al., 2011; HALIM; DANQUAH;
WEBLEY, 2012).

Geralmente, a maioria dos acidos graxos sintetizados, de
maneira similar as plantas superiores, possui cadeia hidrocar-
boénica variando de C16 a C18 (SPOLAORE; JOANNIS-CASSAN;
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DURAN et al., 2006; HU; SOMMERFELD; JARVIS et al., 2008).
Ao contrario das plantas superiores, encontra-se em espécies
de microalgas uma grande variacdo na composicao de acidos
graxos. Algumas microalgas e cianobactérias possuem a capa-
cidade de sintetizar acidos graxos de cadeia média (C10, C12
e C14), enquanto outras produzem cadeias longas de acidos
graxos (>C20) (HU; SOMMERFELD; JARVIS et al., 2008).

Os lipideos de microalgas sdo constituidos principalmente
por acidos graxos insaturados (52-65%) tais como &cido pal-
mitoleico (16:1), acido oleico (18:1), acido linoleico (18:2),
linolénico (18:3) e &acidos graxos saturados (18-42%) com
significativa maior porcentagem de &cido palmitico (16:0) e
menor contetido de 4cido estearico (18:0) (GOUVEIA et al.,
2009; KHAN; RASHMI; HUSSAIN et al., 2009; HALIM; DAN-
QUAH; WEBLEY, 2012). Nao somente a quantidade total, mas
também o perfil de 4cidos graxos desejado pode ser obtido por
selecao de espécies de microalgas e por variacoes de condicoes
ambientais de crescimento. Por exemplo, o cultivo de Nannoch-
loropsis oculata em dois experimentos independentes mostrou
respostas diferentes, de acordo com as condi¢oes 6timas de
crescimento. Nessas condicOes, apresentou na biomassa por-
centagem de 12,63% de acido linolénico (C18:3), 40,15% de
acidos saturados, 13,31% de acidos monoinsaturados e 44,54%
de acidos poli-insaturados. No segundo experimento, N. ocu-
lata cultivada em meio com alta salinidade, por um periodo
de 4 dias, apresentou alteracdo no perfil de acidos graxos e a
diminuicdo da porcentagem de acido C18:3 para 3,21%, acidos
saturados para 34,15% e acidos poli-insaturados para 26,68%,
além de aumentos de &cidos monoinsaturados para 36,83%
(SU et al., 2011).

Na Tabela 6.5 é apresentada a composi¢ao quimica do per-
fil de 4cidos graxos presentes na biomassa de algumas espécies
de microalgas.

Os lipideos de origem microalgal podem ser empregados
como matéria-prima para a producao de biocombustiveis e os
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Tabela 6.5. Composicdo quimica (%) dos principais acidos graxos
presentes em extratos de lipideos de Spirulina maxima,
Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Nannochloropsis
sp. e Neochloris oleoabundans.

S. maxima  C. vulgaris S. obliquus N. oleoabundans

Acidos graxos

(%)
Cl14:0 0,34 3,07 1,48 0,43
C16:0 40,16 25,07 21,78 19,35
Cl6:1 9,19 5,25 5,95 1,85
Cl16:2 n.d. n. d. 3,96 1,74
C16:3 0,42 1,27 0,68 0,96
C16:4 0,16 4,06 0,43 7,24
C18:0 1,18 0,63 0,45 0,98
C18:1 5,43 12,64 17,93 20,29
C18:2 17,89 7,19 21,74 12,99
C18:3 18,32 19,05 3,76 17,43
C18:4 0,08 n. d. 0,21 2,10
C20:0 0,06 0,09 n. d. n. d.
C20:1 n. d. 0,93 n. d. n. d.
C20:2 0,48 n.d. n. d. n.d
C20:3 n. d. 0,83 n. d. n. d.
C20:4 n. d. 0,23 n. d. n. d
C20:5 n. d. 0,46 n. d. n. d.
Saturada (%) 41,74 28,56 23,71 20,76
Insaturada (%) 51,97 51,91 54,66 64,60

Fonte: Modificada de Gouveia e Oliveira (2009).
n. d.: ndo determinada.
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4cidos graxos poli-insaturados e possuem mercado biotecno-
l6gico promissor para produtos farmacoldgicos, cosméticos,
alimentacdao humana e animal com elevado valor nutritivo.
Algumas das aplicacoes dos acidos graxos de microalgas sao:
o enriquecimento de racoes para peixes e a alimentacao de
galinhas para producao de ovos com 6mega-3 (PULZ et al.,
2004), utilizacao nas indtstrias farmacéutica e de cosméticos,
para elaboracédo de cremes e fonte de 4cidos graxos essenciais
na dieta humana (MORAIS; COSTA, 2008); por exemplo, o
4cido docosaexaenoico (DHA), essencial da familia 6mega-3,
é utilizado para enriquecimento de leite para lactantes, suple-
mento nutricional e férmulas infantis (SPOLAORE; JOANNIS-
-CASSAN; DURAN et al., 2006).

Os 4cidos graxos poli-insaturados ainda tém funcéo na pre-
vencao e tratamento de uma série de doencas cardiovasculares,
aterosclerose, arritmia, reducdo da pressao arterial, reducao
dos niveis de colesterol e triglicerideos no plasma, artrite reu-
matoide e cancer, sendo, aparentemente, essenciais na nutri-
¢do infantil e no desenvolvimento cerebral (DERNER; OHSE,;
VILLELA et al., 2006).

A microalga Chlorella é considerada uma opcao para pre-
venir o cancer por conta de sua capacidade de limpar o corpo
de toxinas e metais pesados. Esta microalga tem sido descrita
como o alimento perfeito, que regula o acticar no sangue, mata
as células com cancer, fortalece o sistema imunoldgico e até
mesmo inverte o ciclo de envelhecimento. Todavia, Milledge
(2011) cita a Sociedade Americana do Cancer (American Cancer
Society), a qual declara que os dados cientificos disponiveis nao
permitem essas declaracoes. Os estudos cientificos ainda nao
suportam a efetividade de microalgas para prevenir ou tratar o
cancer ou qualquer outra doenca em humanos. Devido a isso,
nos Estados Unidos, o Food and Drug Administration (FDA) aler-
tou os proprietarios de pelo menos um site para nao continua-
rem a fazer afirmacdes ndo comprovadas sobre os beneficios do
consumo da Chlorella (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014 ).
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Além dos empregos terapéuticos, os lipideos da biomassa
de microalgas podem ser inseridos na cadeia produtiva da pro-
ducéo de biocombustiveis. Atualmente, o homem explora em
grandes proporc¢oes as fontes convencionais de energia, como
os combustiveis fésseis e fontes ndo renovaveis, as quais podem
ser esgotadas (VERTES et al., 2006).

No caso das microalgas, muitas especula¢oes tém surgido
quanto as suas potencialidades na producao de biodiesel. Exis-
tem composi¢coes quimicas descritas para algumas delas que
indicam a presenca de até 55,3% de acido linolénico (C18:3),
como é o caso da Arthrospira platensis (Spirulina platensis).
Quando cultivadas na presenca de diéxido de carbono, espé-
cies como Chlorella kesslen, Chlorella vulgaris e Scenedesmus obli-
guus produzem elevados teores de 4cidos graxos insaturados e
poli-insaturados (MORAIS; COSTA, 2008). Esses 6leos tém ele-
vada tendéncia a oxida¢do, ndo sendo apropriados a producao
de biodiesel, pois perdem as insaturacoes e promovem reacgoes
de polimerizacao e aumento de viscosidade e solidificacao em
baixas temperaturas.

6.3.3 Extracao de lipideos da biomassa
de microalgas

Dependendo do pré tratamento aplicado na concentracédo
de células da biomassa de microalgas, esta pode ser submetida
a extracao de lipideo na forma concentrada imida ou em pé
seco. Durante o processo de extracdo, a biomassa é submetida
a eluicdo com solventes organicos, os quais extraem os lipi-
deos da matriz celular. Trabalhos de revisao sobre a recupe-
racdo e purificacao de 4cidos graxos poli-insaturados (PUFAs)
derivados de microalgas apresentam e discutem técnicas de
concentracao e purificacdo utilizando o fracionamento com
ureia e cromatografia liquida (MEDINA; GRIMA; GIMENEZ et
al., 1998). Na Tabela 6.6 sdao apresentados alguns métodos de
extracdo de lipideos.
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Tabela 6.6. Vantagens e limitacoes dos métodos para extracdo de
6leo da biomassa de microalgas.

Método de extracao Vantagens Limitacoes

Exige grande
quantidade de
amostras

FAcil uso, sem uso de

Prensa de 6leo
solvente

Solventes organicos
inflamaveis e/ou
téxicos, recuperacao
solvente cara e gasto
de energia; uso de
grandes quantidades de
solventes

Solvente relativamente

Extracdo com solventes .
barato, reproduzivel

Geralmente falha na
extracdo do composto
polar, insuficiente
interac@o entre CO,
supercritico e amostra

N3ao téxico (auséncia

Extracdo com fluido de solvente organico
supercritico nao inflamavel) e
operacoes simples

Reduzido tempo de
extracdo e de consumo

de solvente, grande Alto consumo de
Ultrassom penetracao do solv.ente energia, dificuldade em
dentro do material aumentar a escala do
celular e melhora da processo
liberacédo do contetido
celular

Fonte: Harun e colaboradores (2010) e Singh e colaboradores (2010).

O principio de extracdo de lipideos de microalgas por sol-
ventes apolares organicos estd embasado no conceito da qui-
mica basica de polaridade: “semelhante dissolve semelhante”.
Quando uma microalga é exposta a um solvente organico neu-
tro, como hexano ou cloroférmio, o solvente penetra através
da membrana celular no citoplasma e interage com os lipideos
neutros através de forcas de van der Walls para formar um
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complexo solvente-lipideo. Esse complexo organico solvente-
-lipideo é conduzido por gradiente de concentracdao disperso
através da membrana celular e um filme organico que envolve
a célula. Consequentemente, os lipideos neutros sdao extraidos
para fora da célula, permanecendo dissolvidos em solvente
organico apolar. Esse filme é formado devido a interacado entre
o solvente organico e a parede celular.

Dentre os métodos cléssicos de extracao e determinacao
de lipideos e que podem ser utilizados para a biomassa de
microalgas, destacam-se o Bligh-Dyer (1959) e Folch (1956),
0s quais apresentaram com o passar dos anos inimeras modifi-
cacoes. Pela simplicidade e rapidez, a metodologia que utiliza
a fluorescéncia com vermelho do Nilo tem sido amplamente
utilizada para selecionar estirpes de microalgas bem como
para avaliar efeitos de tratamentos na concentraciao de lipi-
deos (COOKSEY et al., 1987; LEE et al., 1998; SPIEKERMANN
et al., 1999; WEI et al., 2009; BERTOZZINI et al., 2011; CHEN
et al., 2011; GARDNER et al., 2011). Ainda devem ser enfatiza-
dos os métodos de quantificacao de lipideos de cromatografia
gasosa (ELTGROTH et al., 2005) pela qualificacao do perfil
de acidos graxos presentes na biomassa de diversas espécies
de microalgas (GRIFFITHS et al.; HERRERA-VALENCIA et al.,
2011; TALEBI et al., 2013).

As tecnologias de extracao de lipideo para a producao de
biodiesel de microalgas devem exibir elevado nivel de especi-
ficidade, a fim de minimizar a extracdo também de contami-
nantes como pigmentos, proteinas e carboidratos. O método
utilizado também deve ser mais seletivo para acilglicerdis do
que para outras fracoes lipidicas que nado serdo convertidas em
biodiesel (MEDINA; GRIMA; GIMENEZ et al., 2012).

6.4 Microalgas como Fonte de Energia
Renovavel Alternativa

Devido a problemas relacionados ao aquecimento global e
ao consumo de combustiveis fosseis, tem-se buscado alternati-
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vas para a producao de energia. Nesse novo cendrio energético,
a producao e desenvolvimento das chamadas energias renova-
veis tém recebido maior atencao mundial. O estudo dos meta-
bélitos produzidos por microalgas tem permitido avanco nas
pesquisas relacionadas a novas fontes de energia renovavel.
Esses microrganismos tém sido estudados e utilizados como
fonte de biocombustiveis, tais como biodiesel e bioetanol.
Um grande ntimero de espécies de microalgas tem mostrado a
habilidade de produzir gas hidrogénio a partir de energia solar
e gas metano a partir da fermentacdo da sua biomassa, sendo
também explorado pelo homem para geracdo de energia.

Um esquema ilustrativo das possiveis rotas da producado de
energia via biomassa de microalgas é apresentado na Figura 6.8.

Ja faz alguns anos que o biodiesel vem ganhando interesse
na industria, refletindo numa maior atencao para a producao

BIOETANOL
FERMENTAGAO
ACETONA/BUTANO
CONVERSAO
BIOQUIMICA DA

BIOMASSA MICROALGAL

HIDROGENIO

DIGESTAO
ANAEROBICA
BIOMETANO

Fonte: Adaptada de Tsukahara e colaboradores (2005) e Wang e colaboradores (2008).

Figura 6.8. Esquema das possiveis rotas da transformacao bioqui-
mica da biomassa de microalgas para producado de bio-
energia.
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de microalgas. Soma-se o fato de que o cultivo de microalgas
nao so6 oferece grandes oportunidades para o desenvolvimento
sustentavel na producao de biocombustiveis, mas também é
muito importante para uma série de outras commodities lucra-
tivas (HU; SOMMERFELD; JARVIS et al., 2008).

6.4.1 Producao de hidrogénio (H,) e metano (CH,)
a partir da biomassa de microalgas

A producao de hidrogénio a partir de microalgas é reali-
zada pelo uso de sistemas fotobiolégicos em fotobiorreatores,
os mesmos utilizados para a obtencao de biomassa, com con-
di¢des de cultivo (concentracdo de CO, e O, dissolvido, pH,
nitrogénio, temperatura, luz e agitacao) controladas para favo-
recer a producao de hidrogénio pelas células. No que diz res-
peito as microalgas verdes e cianobactérias, o hidrogénio pode
ser formado por biofotdlise direta ou indireta (BENEMANN,
2000; CARIOCA, 2010). Em uma revisao sobre o uso de micro-
algas como fonte de biocombustivel, Demirbas (2010) mostra o
potencial da producao de hidrogénio por pirélise da biomassa
de algumas espécies de microalgas.

A habilidade das microalgas em produzir hidrogénio a par-
tir da energia solar tem sido explorada e diferentes métodos
foram desenvolvidos e avaliados (SK.L'O\NES et al., 2013). Um
modo préatico é avaliar a presenca da enzima hidrogenase e a
capacidade de producdo de H,; depois, se as microalgas sele-
cionadas tém crescimento rdpido em condicoes ambientais; se
possuem mecanismo de adaptacao para deficiéncia de nutrien-
tes entre outros fatores ambientais estressantes; e, por fim, se
possuem alta capacidade de produzir metabdlitos de interesse
para a inddstria farmacéutica, antes e apds a producéo do H,.

No inicio da década de 1940, Gaffron e colaboradores
(1942) observaram que o metabolismo do H, pela alga verde
Scenedesmus sp. em condicOes anaerdbicas permitia utiliza-lo
como doador de elétrons no processo de fixacao do CO, ou
evoluir o H, em ambas as condicoes, no escuro e na luz. O pré-
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-requisito para a produgédo bioldgica de hidrogénio (H,) por
microalgas é a criacdo de um ambiente anaerdbico, ou seja, a
retirada do oxigénio das condi¢bes de cultivo, o que pode ser
feito por métodos quimicos ou fisicos (SKJANES; REBOURS;
LINDBLAD, 2013), porque as enzimas hidrogenase ou nitroge-
nase, catalisadoras desse processo biolégico, podem funcionar
apenas em condicoes anaerdbicas (GHIRARDI et al., 2000).

A capacidade de producao de hidrogénio em diferentes
quantidades foi desenvolvida no processo de adaptacao de cul-
turas de microalgas a condicdes de estresses, tais como radiacdo
e adicao de substrato. As perspectivas para o uso de microal-
gas como transformadoras de energia solar em hidrogénio
molecular foram apresentadas por Zolotareva e colaboradores
(2010). Um trabalho conduzido com a estirpe de Chlorella vul-
garis (MSU 01), isolada de sedimentos de lagoas, mostrou a
producao de hidrogénio molecular. Para otimizar o meio para
microalgas, farelo de milho em concentragoes variando de
1 gL'a5gL! foi testado no crescimento e producao de hidro-
génio e a concentracdo celular no 10° dia foi de 1,6-19 g L
em massa seca. A fermentacdo anaerdbica dessa estirpe de
C. vulgaris envolvendo complexos processos com fontes de car-
bono tais como manitol, glicose, alanina, acido citrico, acido
aspartico, L-alanina, L-cisteina, succinato de sédio e piruvato
de sodio aumentou a taxa de evolugio de H, e a concentracao
de butirato (AMUTHA et al., 2011).

Lakaniem e colaboradores (2011) reportaram que as
microalgas sdo matéria-prima promissora para a producao de
energia renovavel, devido as suas altas eficiéncias fotossinté-
ticas, altas taxas de crescimento e ser desnecessaria a alimen-
tacdo externa de carbono organico. Nesse estudo, os autores
utilizaram biomassa de Chlorella vulgaris (4gua doce) e Duna-
liella tertiolecta (microalga marinha) como uma matéria-prima
para producdo anaerébica de H, e CH,. Os resultados desses
ensaios anaerébicos em frascos de soro foram conduzidos a
37°C, com culturas de enriquecimento de lamas derivadas de
digestor anaerébico municipal. Sem inoculacdo, a biomassa
algal ainda produziu H, devido as atividades de bactérias saté-
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lite associadas a culturas de algas e CH, foi produzido a partir
de ambos os tipos de biomassa, com enriquecimentos anaero-
bios. A producdo de H, por bactérias satélite foi comparavel a
de D. tertiolecta.

A tecnologia de fermentacdo para a obtencdo de metano
por microalgas tem recebido consideravel atencdo devido a
producao de compostos de valor agregado no mercado, por
exemplo, o biogés, que consiste principalmente de uma mistura
de metano (55-75%) e CO, (25-45%) produzidos por micror-
ganismos durante a digestao anaerébica (CARDOSO, 1997).
O metano da digestdo anaerébica pode ser utilizado como gés
combustivel e também ser convertido para a geracéo de eletri-
cidade. Ja o CO, oriundo da digestdo anaer6bia e da queima
do metano, assim como o proveniente de industrias, pode ser
utilizado para o cultivo das microalgas, injetando-o no sistema
fechado de cultivo (MORAIS; COSTA, 2008). Os pesquisado-
res De Schamphelaire e Verstraete (2009) apresentaram um
modelo de sistema fechado para conversdo de energia solar no
qual a biomassa algal é utilizada para alimentar a unidade de
digestao anaerdbica para producao de biogas. Assim, também,
outro modelo fechado (SunCHem®) foi descrito por Haiduc e
colaboradores (2009), que testaram uma estirpe de microalga
da espécie Phaeodactylum tricornutum com capacidade de pro-
duzir metano com alta eficiéncia de gaseificacao do carbono
(68-72%) da biomassa.

6.4.2 Producao de bioetanol por fermentacao
da biomassa de microalgas

A utilizacdo de microalgas como matéria-prima para a
producao de energias alternativas, incluindo o bioetanol, tem
apresentado sustentabilidade e estudos apontam que em futuro
proximo as microalgas serdo utilizadas em escala comercial
para tal finalidade (SIVAKUMAR et al., 2010). Em geral, na
producao de bioetanol de biomassa sao adotados dois métodos:
o bioquimico ou fermentacdo e o termoquimico ou gaseifica-
¢ao (SINGH; GU, 2010).
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6.4.3 Lipideos de microalgas como potencial
fonte de biodiesel

Biodiesel é o nome dado a compostos monoalquilésteres
de acidos graxos, provenientes da alcodlise de Oleos vegetais
e/ou gorduras animais e microrganismos ou pela esterifica-
cdo de acidos graxos. Tradicionalmente, o biodiesel é produ-
zido através das reacoes de transesterificacao de triglicerideos.
Nesse processo sao empregados alco6is monohidroxilados de
cadeia curta na presenca de catalisadores alcalinos homogé-
neos, heterogéneos ou enzimaticos (CANAKCI, 2007; KUCEK
et al., 2007) e, posteriormente, é preciso proceder com etapas
de purificacao (BERRIOS et al., 2008).

Esses ésteres derivados de fontes biolégicas sdo uma alter-
nativa energética limpa e renovavel. Emitem menos poluentes
que o diesel para o ambiente e ndo comprometem o funcio-
namento dos motores diesel (caminhoes, tratores, camionetes,
automoéveis, etc.) e/ou estaciondrios (geradores de energia,
calor e outros), com desempenho muito préximo do diesel,
sem a exigéncia de modificacbes nos motores (RYAN, 2004;
HANNA et al., 2005).

No Brasil, a inddstria nacional de biocombustiveis ainda
é baseada essencialmente na producdo de etanol através da
fermentacao microbiana de acticares ou amidos e na produ-
cao de biodiesel derivado de 6leos vegetais. Um dos grandes
destaques na area de biocombustiveis é o interesse pelo uso de
recursos naturais e residuos agroindustriais baseados em mate-
riais lignocelulésicos para a producao de etanol e bio-6leo, ou
fontes produtoras de lipideos utilizados para a producao de
biodiesel (GUEDES et al., 2010). Nesse contexto de utilizacdo
de recursos naturais, pode-se incluir como matéria-prima para
a producao de bicombustiveis, também, os microrganismos
fotossintetizantes, como as microalgas.

Hoje, no Brasil, o biodiesel (B100%) atende a especificacao
da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombusti-
veis (ANP) descrita na Resolu¢do ANP n°. 07/2008, enquanto
nos Estados Unidos, vigora a norma ASTM D6751, da American
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Society for Testing and Materials (ASTM) e, na Europa, a norma
EN 14214, do European Committee for Standardization (CEN).

Embora sejam significativos, outros avancos tecnoldgicos
ainda devem ser alcancados para transformar o biodiesel em um
produto realmente sustentiavel e economicamente competitivo.
A viabilidade econémica do mesmo pode ser freada mais pelos
altos precos das matérias-primas oleaginosas do que por limita-
¢oes tecnoldgicas ou de processamento (HASS et al., 2006).

A relacao entre a estrutura quimica e os teores de cada
uma das substancias presentes na matéria-prima é de funda-
mental importancia, pois estas refletirdo nao sé nas proprie-
dades fisico-quimicas do biocombustivel, mas poderao afetar
a queima no motor, a formacao de depdsitos no sistema de
injecao e ainda o tipo e a quantidade de substancias ou gases
poluentes emitidos (HASS; ALOON; YEE et al., 2006).

Para a producéo de biodiesel, é preferivel a predominan-
cia de 4&cidos graxos saturados, que possuem alto ntimero de
cetano e sdo menos propensos a oxidacdo que os compostos
insaturados (CANAKCI, 2007). Pela especificacado ASTM PS
121-99, o biodiesel deve ser composto por ésteres de cadeias
hidrocarbénicas entre C:12 e C:22. O biodiesel produzido a par-
tir dos 6leos de soja, canola, dendé, girassol e outros contendo
cadeias hidrocarbdnicas de C:16 a C:18 tém pontos de ebuli¢cao
na faixa de 330-357°C, atendendo as especificacoes da ANP.

Além disso, ésteres de acidos graxos com longas cadeias
carbénicas (a partir de C:20), como também cadeias saturadas
C:16 (acido palmitico) e C:18 (4cido estearico) possuem maior
tendéncia a se solidificarem em baixas temperaturas do que
as mesmas cadeias carbdnicas insaturadas de até 18 carbonos
(C:18 - acido linoleico), podendo, portanto, tornar o biodiesel
improéprio para o uso em climas frios (DABDOUB et al., 2009).

As cadeias saturadas, em contrapartida, tém a vantagem
de apresentar maior estabilidade a auto-oxidacao, fazendo com
que parametros de estabilidade a oxidacao para o biodiesel
sejam atendidos mais facilmente do que no caso da presenca
majoritaria de cadeias insaturadas ou poli-insaturadas.

A presenca de cadeias insaturadas reduz a possibilidade
de gelificacdo ou solidificacdo do biodiesel, sendo um incon-
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veniente menor em climas frios. Por outro lado, a presenca na
biomassa de microalgas de teores elevados de acido linolénico
(C:18:3) ou acidos graxos com quatro ou mais insaturagoes na
cadeia hidrocarbénica do 6leo resultard em tendéncia muito
elevada a oxida¢ao do biodiesel. Em funcao disso, os teores de
acido linolénico sao limitados a no maximo 12% e poli-insa-
turados com mais de quatro duplas ligacoes a no méaximo 1%,
fato que limita o uso de certas matérias-primas para a produ-
¢ao de biodiesel com a qualidade exigida (DABDOUB; BRON-
ZEL; RAMPIN, 2009).

A simples andlise da composicao quimica dos 6leos é sufi-
ciente para se inferir sobre possibilidades, potenciais e adequa-
¢do do uso de uma determinada matéria-prima quanto a pro-
ducao de biodiesel de alta qualidade. Nesse sentido, conhecer
a composicao quimica detalhada do 6leo ou gordura, seja qual
for a sua origem, é muito mais importante do que simples-
mente realizar a transesterificacdo em escala de laboratério.
Isso porque a qualidade, em termos de caracteristicas fisicas e
quimicas do biodiesel obtido, é funcao direta da composicao
quimica do 6leo ou gordura utilizada como material de par-
tida. Portanto, é necessario conhecer o perfil de 4cidos graxos,
assim como a presenca de outras substincias na composi¢ao
quimica de uma determinada matéria-prima para entender,
a priori, as caracteristicas do biodiesel que pode ser obtido
(DABDOUB; BRONZEL; RAMPIN, 2009) e como escolher as
mais adequadas, uma vez que a composi¢cdao quimica do 6leo
seria suficiente para mostrar se o biodiesel derivado atender4,
ou nao, as especificacoes de qualidade da Resolucao n°® 07 de
2008 (RANP 07/08).

O interesse na producdao de biocombustiveis a partir do
cultivo e processamento de microalgas tém se destacado recen-
temente devido ao alto teor de lipideo de algumas espécies e
também pelo fato de que a sintese desse lipideo, especialmente
triacilgliceréis, pode ser modulada variando as condicoes de
cultivo (RODOLFI; ZITTELLI; BASSI et al., 2009). Outro fator a
favor do uso dessa matéria-prima é o fato de que esses micror-
ganismos possuem crescimento rapido e ndo ocupam grandes
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areas para producdo quando comparados aos vegetais (CHISTI,
2007a; GRESSEL, 2008) e, quando de metabolismo autotréfico,
consomem di6éxido de carbono.

Lipideos sintetizados em células de microalgas, os chama-
dos triacilgliceréis (TAGs), sdo os mais valiosos como potencial
fonte de biocombustivel porque podem ser submetidos ao pro-
cesso de transesterificacdo para producao de biodiesel (HSIEH et
al., 2012). O biodiesel pode ser obtido da transesterificacao de
triglicerideos com metanol porque é o alcool mais barato e dis-
ponivel. Entretanto, para acelerar a reacdo é preciso adicionar
catalisadores (VAN GERPEN; SHANKS; PRUSZKO et al., 2004).

6.5 Aplicacoes Biotecnoldgicas das Microalgas
na Agropecuaria e na Biorremediacao

As microalgas sao encontradas principalmente em ambien-
tes aquaticos, mas também podem ser encontradas na camada
superficial do solo. Embora sejam, em sua maioria, de vida
livre, algumas estabelecem relacdoes com uma variedade de
outros organismos (RICHMOND, 2004a). O namero exato de
espécies microalgais ainda é desconhecido, podendo variar
entre 200.000 até alguns milhoes de representantes. Tal diver-
sidade reflete na composicdo bioquimica e, dessa forma, as
microalgas sao fonte de uma quantidade ilimitada de produtos
(PULZ, 2001; PULZ; GROSS, 2004; RICHMOND, 2004b).

Por apresentarem promissoras propriedades, microalgas
foram sugeridas como excelente fonte natural de compostos
antioxidantes com alto potencial protetor do DNA (KARAWITA
et al., 2007). A producao de citocinina e clorofilas foi avaliada
em microalgas (STIRK et al., 2002). Também, compostos com
atividade antioxidante foram isolados da biomassa de microal-
gas e verificado que a maior parte apresenta fenélicos na sua
composicao (HAJIMAHMOODI et al., 2009; 2010).

Em cultivos axénicos de duas espécies de microalgas,
Scenedesmus armatus e Chlorella pyrenoidosa, foi observada a
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presenca de compostos indutores de crescimento ou com outras
funcoes, tais como acido indol acético (MAZUR et al., 2001).
Do ponto de vista ambiental, o papel das microalgas tem rece-
bido cada vez mais destaque, por possuirem uma variada gama
de aplicacoes na agricultura, pecuéria e na indistria farmacéu-
tica (ORDOG et al., 2004).

A capacidade de realizar a fotossintese permite as micro-
algas a incorporacéo de isétopos estaveis (1*C, °N, 2H) prove-
nientes de moléculas inorganicas relativamente baratas (**CO,,
’NO, e °H,0) para compostos organicos com alto valor de mer-
cado como, por exemplo, aminoacidos, carboidratos, lipideos e
acidos nucleicos. Esses is6topos estaveis bioquimicamente sdo
utilizados principalmente para dois propdsitos: incorporac¢ao
em proteinas, carboidratos e acidos nucleicos, para facilitar
a sua determinacdo a nivel atdmico e em estudos metabdli-
cos, explorando o aumento de massa de compostos marcados
(SPOLAORE; JOANNIS-CASSAN; DURAN et al., 2006).

6.5.1 Fixacao biol6gica de CO, e biorremediacao

Medidas de biomitigacao e biorremediacao estao na pauta
das acoes a serem tomadas pelas autoridades. As microalgas
sao as principais responsaveis pela absorcao biolégica do CO,
atmosférico nos oceanos, que cobrem 3/4 da superficie do globo
terrestre, uma vez que estao presentes em grande ntiimero na
coluna de dgua (FALKOWSKI et al., 1997).

A fixacdo de CO, utilizando espécies de microalgas de
crescimento rapido fornece uma alternativa promissora para
a mitigacao desse gas de efeito estufa. O que torna o cul-
tivo de microalgas uma estratégia sustentavel é a combina-
¢ao da mitigacao com a producao de bioenergia ao utilizar
a biomassa para extrair 6leo e produzir metano e bioetanol
(DE MORAIS et al., 2007; HAIDUC; BRANDENBERGER,;
SUQUET et al.,, 2009; MIKE, 2009; MCGINN et al., 2011,
SINGH et al., 2012; HO et al., 2013).
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Em um estudo conduzido com duas espécies de microalgas,
Scenedesmus obliquus (SJTU-3) e Chlorella pyrenoidosa (SJTU-2),
foi sugerido que essas microalgas sdo apropriadas para uso nos
processos de mitigacao de gas carbénico na atmosfera, por cres-
ceram em meios com concentracoes de até 50% de CO, (TANG
et al., 2011), além da producdo de bioenergia da biomassa.
Esse fato é importante porque, segundo dados da literatura, os
cultivos de microalgas realizados com maiores concentragoes
de CO, (12% e 18%) apresentaram maior producado de acidos
graxos insaturados (RADMANN; COSTA, 2008; TANG; HAN;
LI et al., 2011), podendo contribuir para a biomitigacao do
diéxido de carbono. As microalgas sao reconhecidas por apre-
sentarem eficiéncia fotossintética de 10 a 50 vezes superior as
plantas C,, que apresentam em torno de 3-6% de captura de
CO, da emissao por combustiveis fosseis. Esses microrganismos
fotossintetizantes ainda apresentam alta contribuicao devido
as taxas de proliferacéo rapida, grande variedade de tolerancia
a ambientes extremos, além de apresentarem excelente adapta-
bilidade a cultivos intensivos, o que as torna eficazes na redu-
¢do do CO, atmosférico (SATOH et al., 2001).

Todd e colaboradores (2002) investigaram a biotransfor-
macao de compostos xenobidticos téxicos, tais como o naftaleno
(hidrocarboneto policiclico) e éteres diarilicos, por culturas axé-
nicas de Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. (SI1) e Ankistrodes-
mus sp. (S12), mostrando que os mesmos foram transformados
para metabolitos mais polares. A importancia da biorremedia-
¢do com microalgas continua sendo destaque nas pesquisas de
biomitigacdo do CO, e alguns exemplos de espécies de microal-
gas utilizadas sao apresentados na Tabela 6.7.

A toxicidade e natureza essencial de selénio (Se) no
ambiente depende da sua concentracao e das formas quimicas
em que se encontra. O elemento Se e seus derivados podem ser
amplamente dispersos por todo o meio ambiente como resul-
tado de entradas antropogénicas como, por exemplo, a queima
de combustiveis fésseis e processos industriais, agricolas e
naturais (OLIVAS et al., 1994). Aguas residuais da agricultura
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Tabela 6.7. Espécies de microalgas estudadas para biomitigacao do
di6éxido de carbono (CO,).

Espécie de CO, Temperatura P (gL' PCO, (g N .
microalga (%) o) dia') L'dial) it
Chlorococcum Iwasaki et al.
littorale 40 30 N/A 1,0 (1998)
. De Morais e
Chlorella kessleri 18 30 0,087 0,163 Costa (2007)
Chlorella sp. Murakami et
UK001A 15 35 N/A =1 Al 1997)
C. vulgaris 15 N/A N/A 0624  Yunetal
’ ? (1997)
C. vulgaris Ar 25 0,040 0075  Scragsetal
- Vs ? g (2002)
C. vulgaris Scragg e
’ Ar 25 0,024 0,045 Bonnett
(2002)
Sakai et al.
Chlorella sp. 40 42 N/A 1,0 (1995)
Haematococcus STy
Pluvidlis 16-34 20 0,076 0,143 e Redalje
(2007)
Scenedesmus Ar 0,009 0,016 Gomez-Villa

obliquus

et al. (2005)

Continua.
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Tabela 6.7. Continuacao.

Espécie de CO, Temperatura PgL!' PCO,g .
microalga (%) Q) dial L1 dia Referéncia
i Gomez-Villa
S. obliquus Ar _ 0,016 0,031 et al (2005)
Botryococcus Murakami
bratglu-l- N/A 25-30 1,1 > 1,0 e Ikenouchi
(1997)
i De Morais et
S. obliquus 18 30 0,14 0,26 L. (2007)
Spirulina sp. 12 30 0,22 0,413a De Morais e

Costa (2007)

Fonte: adaptada de Chisti (2007b) e Wang e colaboradores (2008).
N/A: valores nao avaliados ou ndo controlados.

de irrigacao em solos ricos em selénio tanto quanto as geradas
durante o processamento do carvao ou do 6leo podem conter
altos niveis de sais inorganicos de selénio que sao contami-
nantes ambientais. Nesses ambientes contaminados, a volati-
lizacao de selenato por células de microalgas pode prover a
biorremediac¢ao via desintoxicacao.

A capacidade das microalgas de metabolizar esses com-
postos téxicos pode ser aproveitada de maneira eficiente pelo
homem. Neuman e colaboradores (2003) relataram que em
cultivo axénico, Chlorella sp. metabolizou altas taxas de sele-
nato téxico para dimetiselénio volatil. As microalgas incubadas
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com adicao de 20 umol de selenato apresentaram taxa de remo-
¢do do Se, por acumulacao e volatilizacdo, em torno de 90%.
No mesmo trabalho, relatam que 87% do selenato acumulado
durante 24 h foi metabolizado por reducdo a compostos organi-
cos intermediarios, tais como selenometionina e selenocisteina.
Esses resultados parecem de acordo com a hipétese de que
Chlorella pode fornecer nutrientes a base de selénio na alimenta-
¢do animal, pois 1 kg de biomassa de Chlorella foi equivalente a
240 mg de Se, acumulando 63,5% da quantidade adicionada no
cultivo (DOUCHA et al., 2009). Todavia, ainda faltam estudos
de longa duracdo em condicoes de &reas contaminadas.

6.5.2 Biomassa de microalgas na nutricao animal

Entre as principais aplicacoes dos acidos graxos de micro-
algas e que tém sido amplamente exploradas comercialmente
estdo o enriquecimento de racoes para peixes e fonte de Aci-
dos graxos essenciais na dieta humana. Algumas microal-
gas apresentam composi¢oes quimicas contendo até 55% de
acido linolénico (C18:3), como é o caso de Arthrospira platensis
(Spirulinaplatensis), umamicroalga do grupo procarioto (BROWN;
MULAR; MILLER et al., 1999; MORAIS; COSTA, 2008).

Em uma revisdo bibliografica, Doucha e colaboradores
(2009) destacaram fontes enriquecidas em selénio (Se), que
pode ser absorvidas sob trés formas: selenato e selenito de
s6dio (as formas inorganicas do selénio), L-selenometionina
e L-selenocisteina.

A piscicultura de &dgua doce é, geralmente, considerada
o maior empreendimento do setor na aquicultura mundial.
Varias das principais espécies sao consumidoras de plancton.
Este plancton consiste principalmente de microalgas (fito-
plancton), bactérias, protozoarios e zooplancton, que crescem
em represamentos de dgua fertilizados artificialmente.

Com excecao da Arthrospira (Spirulina), um problema
encontrado com o uso da biomassa de microalgas na alimenta-
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¢do animal é a baixa digestibilidade, devido ao alto contetdo
de celulose da parede celular. Ruminantes, tais como ovelhas e
gado, sao capazes de digerir o material celulolitico sendo, por-
tanto, possivel utilizar microalgas diretamente na racdo animal
(BECKER, 2004a).

Em uma revisao sobre o uso da biomassa de microalgas
na alimentacdo de animais, Spolaore e colaboradores (2006)
reportaram que 30% da producao mundial de microalgas des-
tina-se a nutricao animal (aves, bovinos, gatos, caes e aquicul-
tura) e acima de 50% da producao de Arthrospira é utilizada
como suplemento alimentar. Esses autores alertaram para o
cuidado com as dietas por periodos prolongados e com altas
concentracoes de microalgas na racao animal, devido a possi-
vel ocorréncia de efeitos adversos.

A racdo para uso na avicultura pode conter até 5-10% de
biomassa de microalgas e isso pode ter efeito positivo na colo-
racao da pele e da gema dos ovos, devido a presenca de carote-
noides (BOROWITZKA, 1999; BECKER, 2004a).

Becker (2004b) mostrou que é viavel substituir, em até
10%, a proteina de soja e a torta de algodao na racao de suinos
pela mistura da biomassa de Chlorella sp. e Scenedesmus sp.
Esse autor relata, ainda, que, Arthrospira platensis e Chlorella
sp. podem ser fornecidas em até 33% do total, isto é, 50% da
proteina fornecida pela soja na racao, sem efeitos adversos.

6.5.3 Fixacao biolégica de N, e biofertilizantes

Entre os microrganismos fotossintetizantes, as cianobacté-
rias destacam-se como um dos maiores grupos de produtores
primdrios de matéria organica e fixadores de nitrogénio atmos-
férico (N,). Diversas espécies de cianobactérias sdo capazes
de transformar a molécula de gas N, em amonia, que poste-
riormente serd assimilada em aminoéacidos, proteinas e outros
compostos nitrogenados existentes em suas células.



Potencialidades e Desafios do Cultivo

As cianobactérias sdo encontradas em ambientes extre-
mos como geleiras, 4guas termais, salinas e até no interior de
rochas. Também sao capazes de estabelecer relagoes simbion-
tes com outros organismos, como plantas aqudticas e terres-
tres, fungos e animais (REVIERS, 2010).

A maior parte das cianobactérias que fixam nitrogénio pos-
sui células especializadas (heterocistos) que protegem a enzima
nitrogenase que, por sua vez, catalisa a conversao do N, em amo-
nia, tornando o N disponivel (RAVEN et al., 2001). Dessa forma,
as cianobactérias contribuem significativamente para a fertiliza-
¢ao do solo, constituindo-se em uma alternativa promissora que
incrementa sua biodiversidade (MARCHESAN et al., 2007).

A fixacdo bioldgica de N, por cianobactérias de vida livre
é bastante expressiva nos ecossistemas aquaticos e agricolas.
A simbiose das cianobactérias do género Anabaena com a pte-
ridofita Azolla se destaca pelo alto poder fixador de N, e sua
importancia econdmica. Nos paises asiaticos, essa associacao
tem sido empregada como adubo verde em plantacoes de arroz
irrigado, sendo que o nitrogénio fixado por essa simbiose torna-
-se disponivel para o arroz através da liberacao desse nutriente
durante o processo de decomposicao da planta que ocorre apos
a sua incorporacao no solo. Entretanto, o cultivo simultaneo
também pode favorecer a cultura, embora a quantidade de
nitrogénio seja menor (FIORE, 1992).

O potencial do uso das cianobactérias no ecossistema
da producao de arroz depende da sua habilidade em cres-
cer, colonizar e sobreviver. As cianobactérias podem, inevi-
tavelmente, fornecer nitrogénio aos solos e ter sua populacao
aumentada, se houver abundancia de dgua e luz na superficie.
O solo de arroz irrigado apresenta-se como um ambiente favo-
ravel ao crescimento e a fixacdo de N, pelas cianobactérias,
atendendo as suas exigéncias (LYNCH, 1986). Isso porque cia-
nobactérias como Anabaena, Nostoc e outros géneros podem
compartimentar a enzima nitrogenase em heterocistos, estru-
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turas especializadas, nas quais um ambiente suficientemente
reduzido é mantido e fixar N, em condig¢des altamente aero-
bicas (KNOWELES et al., 1994). Esses autores ainda reportam
que outras cianobactérias como, por exemplo, as filamento-
sas Plectonema e Oscillatoria e a unicelular Gloeocaspsa nao
produzem heterocistos e, geralmente, sintetizam nitrogenase
em condicoes anaerdbicas/microaerébicas.

Para isolamento, manutencao e distribuicao de cianobac-
térias fixadoras de N, em amostras de solos agricolas podem
ser utilizadas metodologias de diluicao seriada e inoculagao
em meios de cultura especificos (SHIELDS, 1982; KNOWELES,;
BARRAQUIO, 1994). A desvantagem desse método é incluir
organismos que nao fixam N,, mas sdo eficientes utilizadores
do N, fixado (KNOWELES; BARRAQUIO, 1994).

Efeitos benéficos sobre a producéo de graos em diferentes
condicoes agrocliméticas da inoculacao de microalgas foram
relatados, no entanto, muitos insucessos também foram obser-
vados (ROGER et al., 1985). Tal fato levou ao crescimento do
nimero de pesquisas sobre cianobactérias em arrozais para
buscar o entendimento da ecologia desses microrganismos, a
fim de desenvolver praticas culturais maximizando suas con-
tribuicoes: 1) a entrada de N para o ecossistema por estirpes
autoctones ou inoculadas; e, 2) os outros possiveis efeitos
benéficos das cianobactérias, como a producao de reguladores
de crescimento de plantas (ROGER et al., 2001).

A presenca de cianobactérias foi observada em 102 amos-
tras de solos de arroz das Filipinas, India, Malésia e Portugal e
em 22 amostras de inoculantes com base em solo desses paises.
Populacgoes de algas foram quantificadas em unidades forma-
doras de coldnias (UFC) por centimetro quadrado. Nostoc foi
o género dominante na maior parte das amostras, seguido por
Anabaena e Calothrix.

As algas podem aumentar o diéxido de carbono na atmos-
fera do solo, diminuindo o pH e solubilizando o célcio. Além
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disso, esses microrganismos podem produzir grande quan-
tidade de polimeros extracelulares que atuam no solo como
agentes agregantes (LYNCH, 1986). As cianobactérias tém
sido utilizadas na agricultura como adubo verde em Tashkent,
Uzbequistao, para a recuperacao de solos salinos e s6dico-sali-
nos na India e para melhorar a estrutura do solo nas Américas
do Norte e Central.

A abundéncia das cianobactérias foi positivamente corre-
lacionada com o pH e o teor de P disponivel nos solos. Em
inoculantes a base de solo, cianéfitas com heterocistos ocor-
reram a densidades que variaram de 4,6 x 10-2,8 x 10” CFU
por g solo seco, compreendendo apenas uma fracao moderada
(média de 13%) do total de algas. Na maioria dos solos, a den-
sidade da populacao nativa de cianobactérias fixadoras de
N,, geralmente, é maior do que o alcancado pela aplicacao de
doses recomendadas de in6culo a base de solo. Considerando
que a investigacado sobre a utilizacdo pratica de cianobactérias
fixadoras de N, foi dirigida principalmente a inoculagdo com
estirpes exéticas, Roger e colaboradores (1987) sugeriram que
também deve ser dada atencdo para as praticas agricolas que
aumentam o crescimento de estirpes nativas adaptadas as con-
di¢oes ambientais locais.

Tiwari e colaboradores (2001) relataram ampla variacao
em relacdo ao peso seco, tempo de geracdo e tolerdncia aos
biocidas de 28 estirpes de cianobactérias filamentosas e sem
heterocistos isoladas de diferentes campos de arroz, perten-
cendo a sete géneros, Pseudanabaena, Limnothrix, Phormidium,
Microcoleus, Plectonema, Lyngbya e Oscillatoria. Essas cianobac-
térias filamentosas sem heterocistos possuiam tolerdncia ao
biocida acido 2,4-diclorofenoxiacético, Malathion e Dimecron,
em doses superiores as recomendadas para a cultura de arroz.
Efeito benéfico da biomassa de estirpes de microalgas e ciano-
bactérias, de vida terrestre e 4gua doce, foi observado em ante-
ras de culturas de milho (Zea mays L.) (JAGER et al., 2010).
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Os autores mostraram que a adicdo da biomassa de microalgas
em concentracoes de 1-2 g por L melhorou a resposta androgé-
nica e foi capaz de reduzir a quantidade de auxina sintética do
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 -D) necessario.

A biomassa residual da digestdao anaer6bia pode, também,
ser reprocessada para fazer biofertilizantes. Além de ser reno-
vavel e sustentavel, haveria o estimulo as praticas agricolas
sustentaveis (diminuindo o uso de produtos quimicos) e redu-
zindo os custos da producao (CARDOSO, 1997).

Consideracoes Finais

As aplicagoes biotecnolégicas dos cultivos microalgais e
dos produtos obtidos do metabolismo desses microrganismos
representam uma realidade, embora, ainda sejam necessarios
mais estudos sobre o tema em escala industrial.

H& um amplo mercado para pigmentos, proteinas de
alta qualidade e carboidratos obtidos a partir da biomassa
de microalgas e, ainda, uma imprescindibilidade na esfera
ambiental e econdémica para a aplicacao dessa biomassa como
fonte energética, producao do biodiesel a partir dos lipideos,
bioetanol e biogas. Contudo, é fundamental a selecado e a carac-
terizacao de espécies de microalgas para a obtencao dos com-
postos especificos que geram valor agregado e aprimorar as
tecnologias para incrementar a produtividade e a extracao des-
ses compostos.

Com relacao ao biodiesel, sua producao a partir de microal-
gas vem sendo estudada e tem-se constatado que nao apenas a
quantidade de lipideos produzidos pela espécie é importante,
mas também todos os fatores que influenciam o cultivo e a pro-
ducao de biomassa. Ainda sao necessarios estudos que visem o
aproveitamento da biomassa residual da extracdo dos metab6-
litos de interesse, como a utilizacdo para biofertilizantes, ali-
mentacdo animal e fermentacdo anaerébica para producao de
biogés (metano) e outros.
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As microalgas realizam uma funcdo ecolégica essencial
pela reciclagem do CO, e de nutrientes das dguas residuais,
incluindo os metais pesados, o que permite a liberacdo de
recursos naturais reutilizaveis.
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Esta publicacdo, Microalgas de Aguas Continentais: Potencialidades
e Desafios do Cultivo, é o primeiro volume de um conjunto de trés,
que foram escritos como parte das atividades do Projeto Microalgas,
desenvolvido com o objetivo de estudar as microalgas como fonte
alternativa de energia e de coprodutos de valor agregado com
possibilidades de aplica¢des biotecnolégicas.

Neste volume, por meio de revisao de literatura, sao apresentados
conceitos bdsicos sobre a biologia destes microrganismos,
caracteristicas dos principais grupos e metodologias para estudo,
incluindo técnicas moleculares. Também sao discutidos temas
relativos a obtencao, isolamento e manutencao de estirpes unialgais
em colecao ex situ. Como a obtencdo de biomassa é fundamental
para a aplicacao tecnoldgica, os principais fatores ambientais que
afetam o crescimento das microalgas sao discutidos, juntamente
com informagdes sobre meios de cultivo de composicao variada,
que podem ser utilizados em pequena ou grande escala. Para o
cultivo, sao discutidos sistemas potenciais, com informacoes sobre
biorreatores, colheita e conservacao da biomassa de microalgas.
Ao final, sdao discutidos os principais produtos da biomassa
microalgal e suas aplicacoes biotecnoldgicas, apresentando as
atuais possibilidades de uso destes microrganismos e a grande
potencialidade de desenvolvimento de novas tecnologias.
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