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RESUMO

As microalgas tém recebido atencao frequente devislaa alta taxa de
crescimento, alta eficiéncia fotossintética, cageaé de algumas
espécies crescerem em diferentes metabolismosaticesy(mixotrofico

e heretotrofico) e apresentarem abundancia dadgp pigmentos. Os
microrganismos extremofilos (ex. acidofilos), ganaimainteresse devido
a sua capacidade de acumular e produzir compostaata valor e
crescerem em condicbes especiais, excludentes paemtuais
contaminantes. O objetivo deste trabalho é caiaatest morfologia e a
ultraestrutura deChlamydomanas acidophjlauma cepa isolada da
drenagem &cida de minas (DAM) na regido de CriciS@ae
Parachlorella kessleri isolada de uma estagdo experimental de
tratamento de esgoto localizada na UFSC, nos sstdtotréfico,
mixotrofico e heterotréfico e avaliar o crescimemmducao de lipidios
e carotenoides em diferentes condi¢cdes de culkgse trabalho esta
dividido em quatro capitulos. No primeiro capittito realizada uma
revisdo bibliografica. No segundo capitulo foi éadd a influéncia de
quatro meios de cultivo (MAM, BBM, BG-11 e NPK) woescimento,
morfologia e na producao de lipidios e carotendaiessduas cepas. No
terceiro e quarto capitulo foram avaliados o cmenio, a
morfofisiologia, a ultraestrutura e a producdoidalios e carotendides
em condigbes fototrofica, mixotréfica e heterowafidas duas cepas.
Foram utilizadas técnicas de Microscopia de Lunf@al, Microscopia
Eletrdnica de Transmissao, Citometria de Fluxo@@tografia (HPLC
e CG). O crescimento foi avaliado por contagemlael(cAmara de
Neubauer) e biomassa seca (método gravimétricmiurily dos resultados
foi possivel concluir que: (a3. acidophila possui um perfil de acidos
graxos adequado para a producao de biocombustflis; acidophila
apresentou maior biomassa seca e producdo defipidi meio MAM,;
(c) C. acidophilaapresentou maior crescimento e producéo de lpéatio
sistema fototréfico; (d) A glicose e 0 acetato a A&6 resultaram em
gualquer aumento significativo no crescimento enaalucéo de lipidios
de C. acidophila sendo o acetato téxico para a cepa nas condi¢cdes
testadas (meio &cido); (&). kessleriapresentou maior biomassa seca,
producdo de lipidios e carotendides no meio BBN; Rf kessleri
apresentou crescimento em todos os sistemas deoc(fibtotrofico,
mixotrofico e heterotréfico) com maior biomassa asew sistema
mixotréfico com glicose; (g) a maior producéo gédios foi na condicao
mixotrofica com acetato (h). A luteina foi o cardgigle mais abundante



detectado em todos os tratamentos, com maior péodug sistema
mixotrofico com glicose.

Palavras chaves Heterotrofico. Mixotréfico. Ultraestrutura. Lips.
Carotendides.



ABSTRACT

Frequently, microalgae has received attention Isxanf their high
growth rate and photosynthetic efficiency, somecigseability to grow
in different energy metabolisms (mixotrophic andehbatrophic), and
abundant lipids and pigments. Extremophiles miganisms (eg.
Acidophilus) gained interest due to their capad¢tyaccumulate and
produce high value compounds besides grow undaispmnditions,
excluding contaminants. The main objective of tkisrk was to
characterize morphology and ultrastructure Ghlamydomanas
acidophilg an isolated strain of acid mine drainage (AMD)isTspecie
was isolated from the region of Criciima / SC, Badachorella kessleri
from an experimental sewage treatment stationédacat UFSC. We have
evaluated different culture conditions in phototrizp mixotrophic and
heterotrophic systems, estimating the growth, $ipahd carotenoids
production. This work was divided into four chaptdn the first chapter
a bibliographical review was carried out addresgimg topics of the
thesis. The second chapter evaluated the influehfmur culture media
(MAM, BBM, BG-11 and NPK) on growth, morphologypid and
carotenoid production of the two strains. The ttardl fourth chapters
evaluated the growth, morphophysiology, ultrastrceetand the lipids and
carotenoids production under phototrophic, mixdtiop and
heterotrophic conditions of the strains. We hawedusght Microscopy,
Confocal, Transmission Electron Microscopy, Flowtd@yetry and
Chromatography (HPLC and GC) techniques. The groveth evaluated
by cell counting (Neubauer hemocytometer), anddyigty biomass
(gravimetric method). The results indicate that (A)acidophilahas a
fatty acid profile suitable for the production abfuels; (B)C. acidophila
showed higher dry biomass and lipid production iANMmedium; (C)
C. acidophilademonstrated greater growth and production ofdipidhe
phototrophic system; (D) 1% glucose and acetatendtdresult in any
significant increase in the growth and productib@oacidophilalipids;
acetate was toxic to the strain under the conditiested (acid medium);
(E) P. kessleripresented higher dry biomass, production of &ipathd
carotenoids in BBM medium; (HP. kessleriobtained growth in all
cultivation systems (phototrophic, mixotrophic ameterotrophic) with
higher dry biomass in the mixotrophic system wgthcose; (G) the
mixotrophic condition with acetate showed the hgiHipid production
(H) Lutein was the most abundant carotenoid dedeiciall treatments,
with higher production in the myxotrophic systenthnglucose.



Keywords: Heterotrophic. Mixotrophic.  Ultrastructure. Ligid
Carotenoids.
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1 INTRODUGAO GERAL

Sob a denominacdo microalgas estdo incluidos osni@gos
fotossintéticos procaridticos (cianobdacterias) aucaedticos (algas
verdes, vermelhas, diatomaceas, dinoflagelado¥. &onstituem um
grupo extremamente heterogéneo, sendo encontradtmie o mundo,
principalmente em ambientes aquaticos (Agua doselgada), mas
também encontrados em diversos tipos de solo. Emisajam
organismos de vida livre, algumas espécies podear em associacao
simbidtica com outros organismos ou mesmo sereaspas heterotrofos
(RAVEN, 2001; TOMASSELI, 2004).

As microalgas representam um grupo altamente esdjzecio com
capacidade de biofixacdo de £&ravés de sua atividade fotossintética e
acumular biomassa rapida e eficientemente. Alérsodipodem usar
diferentes metabolismos energéticos (mixotroficheterotrofico) para
manutencdo de suas estruturas como a respira¢g@acad/assimilacéo
de nitrogénio, o que torna algumas espécies omgasiginicos, com
amplo espectro de aplicacdo tecnolégica (PIENKAARZINS, 2009;
OLAIOZOLA, 2003).

Diversas substancias sintetizadas pelas micro#lgaaumentado
0 interesse no seu potencial biotecnologico. Peo, isultivos de
microalgas tém sido realizados visando a produgibidmassa para
diversas aplicabilidades, entre elas, para usdimergacdo bem como
para obtencdo de compostos naturais com alto nalorercado mundial,
producdo de pigmentos, ficobiliproteinas e polimer@omo
polissacarideos, os quais podem ser utilizados ieaersds setores da
indUstria alimenticia, cosmética e farmacéuticaRNER et al, 2006;
SPOLAOREet al, 2006).

A producao de lipidios a partir de microalgas mamoducao de
biodiesel e outros bicombustiveis, vem sendo nestadada, devido a
guantidade intracelular de lipidios em algumas @sp¢ facilidade de
cultivo, entre outros fatores promissores (PEREZRGHM et al, 2011).
Também podem ser utilizadas como biorremediadoeasrdbientes
aguéticos e terrestres. A biomassa obtida ness@iniocdo pode servir
como fonte de matéria-prima para producdo de digensrodutos
(fertilizantes, racgéo, etc.) (EIB&t al, 2014). Entretanto, para ter sucesso
no cultivo de microalgas € necessario conhecer dofisiologia, o
metabolismo e as condi¢Oes ideais de cultivo pada espécie, visando
otimizar o cultivo (processo ou produto), determof@especialmente os
fatores que controlam o crescimento e 0 metabolismo
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar a morfofisiologia e a ultraestruturae d
Chlamydomanas acidophilaLAFIC-004 e Parachlorella kessleri
LAFIC-006 em sistemas de cultivo fototrofico, misdfico e
heterotrofico e determinar o crescimento, a produgé lipidios e
carotenoides em diferentes condi¢Bes de cultivo.

1.1.2 Objetivos especificos

* Determinar a influéncia de diferentes meios deivaulino
crescimento, morfologia e na producéo de lipidicaretendides
de Chlamydomanas acidophil& AFIC-004 e Parachlorella
kessleriLAFIC-006

» Caracterizar as possiveis alteragdes na morfololjiagstrutura
e producdo de lipidios e carotendides @blamydomonas
acidophila LAFIC-004 sob o efeito da glicose e do acetato no
metabolismo.

» Caracterizar as possiveis alteragdes na morfololjiagstrutura
e producao de lipidios e carotenodidesPdeachlorella kessleri
LAFIC-006 sob o efeito da glicose e do acetato etafyolismo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MICROALGAS

As microalgas s@o organismos microscopicos, cdlnau
filamentosos, fotoautotroficos, procariéticos (cbactérias) ou
eucaritticos (algas verdes, vermelhas, diatomadeas]agelados etc.).
Apresentam como pigmento fotossintético primarioclarofila—a,
entretanto, outros pigmentos tais como carotendiffesaroteno,
fucoxantina e astaxantina) e ficobilinas (ficocrene ficoeritrina), podem
estar presentes (RICHMOND, 2004; LEE al, 2008). Podem ter
diferentes tipos de organizacéo celular: unicelalalonial e filamentosa;
as espécies unicelulares podem ser moveis (presngiagelo). A
grande maioria € de vida livre, porém, certo ninadermicroalgas vivem
em associacdo simbidtica com uma variedade de sowtrganismos
(RICHMOND, 2004).

Esses micro-organismos estao entre 0s seres vaissamtigos do
planeta e estdo presentes em praticamente todmslmentes, pela sua
diversidade ecoldgica e adaptabilidade fisiologsmyretudo em meios
aquaticos (dguas doces, salobras e salgadas),seefmedo uma
variedade grande de espécies que vivem em condidiesmas, tais
como a superficie Umida de rochas, nascentes @lemtar, neve e
desertos (LEEt al, 2008).

Estima-se que existem mais de 50.000 espécies d®aigas
sendo aproximadamente 30.000 espécies descril@sifRDND, 2004).
A cultura de microalgas em laboratério tem cerca4f®anos de idade, e
a agricultura comercial menos de 60 anos (BOROWIK 2ZKal, 2013).

Nos primeiros estudos de cultivo de microalgasnfotdilizadas
espécies do génerGhlorella que apresentavam bom crescimento em
meios enriquecidos apenas com nutrientes minenidiedénio, fésforo e
sais minerais diversos). Esses resultados fizecamaue se acreditasse
gue todas as microalgas eram estritamente aut@sdfEntretanto, apesar
de serem tipicamente autotréficas, algumas espéi@esnicroalgas
podem viver no escuro utilizando fontes orgénicascdrbono como
energia, 0 que caracteriza o crescimento heteiarORZANI et al,
2001; LOURENCGCO, 2006; LI&t al, 2014).

2.2 CHLOROPHYTA

As Chlorophytas (algas verdes) sé@o diversificagagsirutura e
incluem aproximadamente 17.000 espécies (RAWENMNL, 2001). A
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grande maioria é de habitat aquatico, entretamistecuma variedade de
outros locais onde as algas verdes se encontrara eosuperficie da
neve, troncos de arvores, no solo em associac&@dsica com os fungos
(constituindo os liquens), protozodrios de agu& desponjas. chidaria e
celenterados (RICHMOND, 2004).

As algas verdes s8o as mais promissoras para acgimdle
biodiesel, sendo os géner@hlorella, Chlamydomonas e Dunaliekes
mais amplamente utilizados (ROSENBERGal, 2008). Muitas algas
verdes unicelulares sdo moéveis, em virtude da pgesde atividade
flagelar. Os tipos coloniais mostram-se como esfefiiamentos ou
placas. Possuem pigmentos fotossintéticos localizach cromatdcitos,
que sao verdes devido ao predominio das clordfilag “b” sobre os
carotenos e xantofilas. Ha neles diferentes xdaspfsendo geralmente a
luteina a mais abundante. As reservas fotossiagétséio, em geral,
constituidas por amido, cuja formacdo esté intinmen@ssociada ao
pirendide, uma pequena regido do cromatocito (SMIIY55).

2.3 METABOLISMO E NUTRIGCAO DAS MICROALGAS

As microalgas em geral, sdo consideradas organismos
fotoautotroéficos, isto €, a energia utilizada paraeu crescimento e
manutencdo do seu metabolismo provém da fotossintes
(ZASLAVSKAIA et al, 2001). No entanto, algumas microalgas séo
capazes de crescer heterotréficamente (dependentulustrato) em
ambientes escuros, e / ou mixotroficamente (adtotré heterotréficos)
dependendo da disponibilidade do carbono orgéasidosfrato), do C&)

e da luz (Fig. 1).
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Figura 1 - Regimes de crescimento de microalgas difeventes condicdes
ambientais.

Fototrofico | Mixotrofico | Heterotrofico

Carbono organico
soltivel

Nutrientes inorganico (N,P.K e
outros micronutrientes

Absorgio de CO; 1
por bactéria \ 4
Liberagdo de CO, durante a
degradacgdo organica Bactérias nativas

(Fonte: HAMMED et al, 2016, modificado).

As microalgas contém mudltiplas vias metabdlicas mhferentes
condi¢cdes de crescimento (fototréfico, mixotréficheterotréfico). A via
metabolica da condi¢do heterotrofica envolve t@ssps principais: (1)
A absorcdo / Assimilacdo, (2) a ativacdo e transégdo, e (3)
armazenamento / utilizagdo de metabolitos (MORAISEINCHEZ et
al., 2015). Algumas microalgas podem alternar ensteseregimes de
crescimento, ficando uma via ativa enquanto a otdrdica inativa por
um periodo, dependendo das condi¢des de cultivivta®©nnicroalgas sao
capazes de utilizar as vias simultaneamente (PERERCIA et al,
2011).

Tem sido proposto que vias incompletas ou a ausé&eiuma
reacdo enzimatica no metabolismo do carbono cesgjain as principais
causas do crescimento fototréfico obrigatorio (CHENHEN, 2006).
Pelo menos em alguns casos, verificou-se que aeaatfototréfica
obrigatéria das microalgas € devido a falta de absrgdo eficiente ou
de um mecanismo de transporte para os carboidrgiosndo os
transportadores séo introduzidos, as células spazea de crescer
heterotroficamente (CHEN & CHEN, 2006; DOEBBEal, 2007). As
microalgas podem evoluir para se tornar fototréfioa heterotréficas
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especializadas através de mudancas de longo peszeomdi¢cdes de
crescimento (LIANGet al, 2009; BELL, 2013).

No metabolismo heterotréfico ou mixotréfico divesdantes de
carbono organico podem ser utilizadas pelas aigelsiindo agucares,
hidratos de carbono hidrolisados, melago, acetdiwerol, bem como
carbonos orgéanicos de efluentes (Tab. 1).

Estudos apontam maior produtividade em biomassadeipio de
lipidios através do crescimento mixotrofico de mddgas, utilizando
efluentes suplementada com vérias fontes de caif@MATNAGAR et
al.,, 2011; HONGYANGet al, 2011; HUet al, 2012; WANGet al,
2012; GIRARDet al, 2014; CHANDRAet al, 2014). No entanto, outras
pesquisas demonstraram que as microalgas podennggia biomassa
e producdo de lipidios em condi¢cdes de cresciméeterotréfico
(HONG E LEE, 2007; PEREZ-GARCIAt al, 2011; LlUet al, 2011;
LIANG, 2013; LIU et al, 2014).

Tabela 1- Espécie, metabolismo/fonte de carbomdeséncias.

Chlamydomonas Heterotréfico/Acetato Chen & Johns (1994,

reinhardtii 1996); Zhang et al.,
(1999a)
Chlamydomonas  Mixotréfico, Moon. M, (2013)
reinhardtii Heterotroéfico/Acetato,
glicose, sacarose, glicero
Chlorellasp. Heterotrofico/ Acetato Ortega et al. (2004)
Chlorella Heterotroéfico/ Glicose, Li et al, (2011)
minutissima amido, sacarose, glicina,
acetato, glicerina
Chlorella Heterotrofico/ Glicose, Che & Walker, (2012);
protothecoides glicerol, carboidrato Chenget al,(2009) ; Gao
hidrolisado, melaco, agua et al, (2010) ; Liet al,
residuais (2007) ; Miao & Wu

(2006); Miao et al,
(2004); O'Grady &
Morgan, (2011); Ruizet
al., (2009); Zhanget al,
(1999b); Zhou et al,
(2012); Yaret al, (2011)
Chlorella Mixotroéfico, Running et al, (1994) ;
pyrenoidosa Heterotrofico/ Glicose Yanget al, (2000)
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Chlorella Heterotrofico/ Glicose, Sansawa & Endo (2004)

regularis acetato

Chlorella Heterotroéfico/ Glicose, Tan & Johns (1991);

saccharophila acetato Isleten-Hosoglu et al,

(2012)

Chlorella Heterotrofico/ Glicose Chen & Johns (1991);

sorokiniana Zhenget al, (2012)

Chlorella vulgaris  Mixotrofico, Arroyo et al, (2011); El
Heterotrofico/ Co- Sheekh, (2012); Liangt

produtos agro-industrial, al., (2009); Mitraet al,

glicose, sacarose, acetatc (2012); O grandy &

glicerol Morgan, (2011) ; Perez-
Garcia et al, (2011b);
Rattanapoltee et al.,
(2008); Scarsellaet al,

(2009)
Chlorella Heterotrofico/ Glicose, Ip & Chen, (2005); Liwet
zofingiensis frutose, manose, al., (2010, 2011b, 2012a)

sacarose, melaco

Haematococcus  Heterotréfico/Glicose Chenet al,, (1997)
lacustris
Haematococcus  Heterotréfico/Acetato Kobayashiet al, (1992)
pluvialis
Micractinium Heterotréfico/Glucose, Bouarabet al, (2004)
pusillum acetato
Pseudococcomyxe Heterotrofico/Glicose Kiseleva & Kotlova
chodatii (2007)
Tetraselmis Heterotrofico/ Glicose e  Day & Tsavalos (1996);
suecica acetato Azmaet al, (2011)

Fonte: Biofuels From Algae (2014), com modificacdes
2.4 METABOLISMO DA GLICOSE

A glicose é a fonte de carbono mais comumenteadb para a
cultura de microalgas heterotréficas. Isto aconfErgue a glicose tem
mais energia em comparagdo com outros substragifnioos. Por
exemplo, os rendimentos de glicose sédo de ~ y@kJde energia, em
comparacgdo com ~ 0,8 kJ.malo acetato (BOYLE & MORGAN, 2009).
A assimilac&o da glicose oxidativa comec¢a com ®fidgcdo de hexose,
obtendo-se glucose-6-fosfato, que € prontamentgowigel para o
armazenamento, a sintese celular e da respiragh® & varias vias
utilizadas pelos micro-organismos para a glicObkgarentemente apenas
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duas vias foram descritas em algas: a via de Emidégerhof-e a via da
pentose fosfato (PEREZ-GARCI al, 2011).

Talvez a mais notavel diferenca no metabolismo ldage de
microalgas sob condi¢bes de cultura heterotréficagcomparagéo com o
metabolismo fototréfico é que, no escuro a glicésenetabolizada
principalmente pela via de pentose-fosfato, enguant fototréfico a
principal via € Embden- Meyerhof. Ambos os percsisso realizados no
citosol e sdo funcionais em células de microaly#sNG et al, 2000;
HONG & LEE, 2007). No entanto, algumas cepas deraalgas
Dunaliella tertiolectae Prymnesium parvurséo incapazes de assimilar a
glicose, apesar de terem as enzimas necessaréas pau metabolismo
(NEILSON & LEWIN, 1974).

2.5 METABOLISMO DO ACETATO

O acetato, uma vez no citosol, é assimilado potilacgo da
coenzima A por acetil-CoA sintetase para formattilaceenzima A
(acetil-CoA), utilizando uma Unica molécula de ATBOYLE &
MORGAN, 2009). O acetato (conduzido pela coenzirh& geralmente
oxidado por meio de duas maneiras: (a) pelo cide dcidos do
glioxilato, para formar o malato em glioxissomaoaspidios e (b) através
do ciclo tricarboxilicos (TCA), para o citrato niteedndria, que fornece
esqueletos carboénicos e energia (NEILSON & LEWI®V 4, BOYLE &
MORGAN, 2009; PEREZ-GARCI At al, 2011).

Em geral, as microalgas que crescem pela assimildeacetato
devem possuir uma via do ciclo do glioxilato parecorporar
eficientemente grupos acetilo de acetil-CoA em elgqos de carbono. O
ciclo do glioxilato requer sintese de isocitratediae malato sintetase.
Ambas as enzimas sao induzidas quando as céluldssaferidas para
meio contendo acetato (NEILSON & LEWIN, 1974; BOYL&
MORGAN, 2009).

2.6 FATORES QUE INFLUENCIAM NO CRESCIMENTO DAS
MICROALGAS

Existem vérios fatores que influenciam o crescimenle
microalgas: dentre eles, pode-se destacar a luenmgeratura, 0s
nutrientes, o pH, o oxigénio, o substrato nos \adtiheterotroficos e
mixotréficos, problemas de contaminacao por outrizsoalgas, fungos,
bactérias e leveduras, principalmente nos cultiketerotroficos. A
resposta para um cultivo equilibrado pode estaacimhada a uma
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combinacao de fatores, sendo a espécie ou cepdcdealya o fator
principal e as condi¢des de cultivo fatores sectiosi§RICHMOND,
2004).

2.6.1 Luz

Nos cultivos autotroficos e mixotéficos, a luz tarm papel
importante sobre a composicdo bioquimica, sendogeande parte
controlada pela fotoaclimatacdo ou fotoadaptacdss®l processo as
células das algas sofrem alteracdes dinamicas mpasicao celular,
juntamente com altera¢des nas propriedades ulinaasis, biofisicas e
fisioldgicas para aumentar a fotossintese e oionesto (DUBINSKY et
al., 1995).

Uma tendéncia comum de resposta celular para a d@nsidade
da luz é aumentar o conteudo de clorofila ‘a’ easipigmentos (como a
clorofila b, clorofila c, ficobiliproteinas e caestoides primarios). Por
outro lado, em resposta a alta intensidade de dazcarotendides
secundarios (por exemplo, zeaxantina, b-caroteasiaxantina), servem
como agentes fotoprotetores. A acumulacdo de celidies pode, em
geral, resultar na alternancia de carbono e fldeositrogénio dentro das
células sob condi¢cBes estressantes, e altas nelesi de luz tendem a
aumentar a producéo de polissacarideo em célidasaEstudos com
microalgas sugerem que o teor de lipidios e agjdmsos poliinsaturados
totais (PUFA), incluindo &cido eicosapentaendicoPAE esta
inversamente relacionada com a intensidade de dogseimento celular
(RICHMOND, 2004; COHEN, 1999).

2.6.2 Temperatura

O efeito da temperatura sobre as reag6es bioqugtainz este um
dos mais importantes fatores ambientais que infiaem a composic¢ao
bioquimica de algas (RICHMOND, 2004). A temperatigieal para as
culturas de fitoplancton é geralmente entre 20 é@4embora possa
variar de acordo com a composicdo do meio de eyléuespécie ou cepa
cultivada. Sdo mais comumente cultivadas espé@ewidroalgas que
toleram temperaturas entre os 16 e 27 °C. Tempasaalaixo de 16 °C
desaceleram o crescimento, enquanto os superiBe¥asao letais para
algumas espécies. Para controle de temperaturiceralgas podem ser
resfriadas por um fluxo de agua sobre o meio em agigo sendo
cultivadas ou com unidades de refrigeracdo de ardicionado
(COUTTEAU, 1996). Tem sido relatado que a diminaida temperatura
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pode resultar no aumento da producdo de enzimas gonmmecanismo
adaptativo para a manutencdo de taxas de fotossimterespiracao
(RICHMOND, 2004). Além disso, as baixas temperauraluzem a
acumulacao de poliéis e aminoacidos ou derivad@srdeoacidos como
solutos compativeis, que podem contribuir para rsis#idade ou

tolerancia de microalgas para refrigeracéo (RICHNDORO04).8

2.6.3 Nutrientes

Muitos meios de cultura sdo empregados nos cultides
microalgas. De acordo com a espécie de microalgaaefinalidade,
busca-se o meio apropriado para se desenvolvdtivoc®s nutrientes
presentes no meio de cultura podem estimular dir imicrescimento de
acordo com a quantidade de nutriente adicionaddEEHAN et al,
1998). Os principais elementos limitantes do craento séo o carbono,
0 nitrogénio, o fosforo e o ferro (LOURENCO, 2008CHMOND,
2004; SOARES, 2010). O carbono é considerado uneldasentos mais
importantes, uma vez que constitui cerca de 50%aassa microalgal
(SOARES, 2010). Ja o nitrogénio, que geralmentesemta cerca de 7-
10% do peso seco da célula, € um constituinte eistade todas as
proteinas estruturais e funcionais em célulasgisal sintese de lipidios
neutros ou hidratos de carbono em condictes liamtat® nitrogénio é
espécie-especifico. Dentro do gén&talorella, por exemplo, algumas
cepas acumularam grandes quantidades de amidoprs@tdo de
nitrogénio, enquanto outras acumularam lipidiognosy RICHMOND,
1986). A relacdo carbono-nitrogénio (C/N) tambémm tem impacto
significativo sobre o crescimento de microalgasosdintese de lipidios
(CHEN & CHEN, 2006). Normalmente, a razdo C/N regleepara o
desenvolvimento das microalgas é 20/1 ou 30/1 (FENOT et al,
2007). Entretanto essa relacdo ndo descreve asc@esddas células
individuais ou populacgdes e a relacdo 6tima vanigeeas espécies. Outro
macronutriente que desempenha um papel fundamentaktabolismo
celular das microalgas é o fosforo, por estar ptesem diversos
componentes funcionais e estruturais requeridasesecimento normal e
desenvolvimento das microalgas. Entre oligoelensentoinerais
essenciais, o ferro desempenha um papel importateomposicao
bioquimica celular por causa de suas propriedadis e implicacdo em
processos fundamentais, como a fotossintese, agépir fixacdo de
nitrogénio e sintese de DNA (RICHMOND, 2004).
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2.6.4 pH

O consumo das formas inorganicas de carbono pelas eleva o
pH, devido ao fato do aparato fotossintético desseganismos
transportarem ions hidroxido para o exterior dalagteacdo catalisada
pela enzima anidrase carbdnica, associado a captdacéns H para o
interior das membranas do tilacéide (CUARESBtAL, 2006). Segundo
NURDOGAN & OSWALD (1995), o pH influencia a eficiéia de
remocao de nitrogénio e fésforo através da vatatifio da aménia pela
reacdo: NH* + OH <« NHs + H0O, além da precipitacdo de ortofosfato.
Em cultivos mixotréfico ou heterotréfico onde é@dnado uma fonte de
carbono orgénico, o substrato adicionado ao meiaaeconcentracdo
pode alterar o pH do meio de cultivo. Em cultivoGidorella vulgaris
com adicdo de glicose no meio de cultura ocorreindaicdo da
alcalinizacdo do meio, devido a um movimento dégm®na captacéo da
glicose. Uma vez que outros acUcares podem seosisatlelocidade e o
aumento do pH depende da concentracdo e tipo dmragtilizado.
Comumente, sob baixas concentragcbes de hexoseste ooma
diminuicdo no pH e no consumo de aglcar. QuandiiZzado o acetato
de sédio como substrato, 0 pH aumenta, porquetantesdo Naou K*
se junta com ions hidroxila (Ofbu outros anions, alcalinizando o meio
de cultura (KOMOR & TANNER, 1974, 1976.; KOMOR al, 1985).

2.6.5 Substrato

Em cultivos autotréficos a Unica fonte de carboispahibilizada
€ o0 CQ inorganico. Nesse caso, o dioxido de carbono psete
disponibilizado as células por difusdo (do ar aférmizn) ou por
borbulhamento de ar através de compressores daetamo meio. No
meio de cultura, o carbono inorgénico pode estéommaa de CQ, acido
carbbénico (HCOs), bicarbonato (HC®) ou carbonato (C§) e suas
proporgées dependem do pH (CHEN & CHEN, 1996; RIGHND,
2004).

Em cultivos heterotréficos, o metabolismo das nalgas utiliza
uma rota especifica nha qual esses organismos Bresce escuro,
suportados por uma fonte exdgena de carbono omésbstituindo o
tradicional aporte de didxido de carbono e endogignosa em condicoes
fotossintéticas. Nessa condicdo, algumas espéaiksipnao ser capazes
de consumir certos compostos organicos ou sofrdrebicdo do
crescimento pelo seu excesso (CHEN & JOHNS, 19BiENC& CHEN,
1996). A inibicdo pelo substrato € um dos prin@paioblemas que
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impedem elevadas densidades celulares de micro&gasulturas
heterotréficas (CHEN & JOHNS, 1995). Portanto, dreemamente
necessario conhecer qual o tipo de substrato e@ntracio exata para
levar a um aumento da taxa de crescimento e prodiadie.

Com o génercChlorella diversos trabalhos tem demostrado um
aumento no crescimento utilizando glicose na canagfio de 10 gt
(LI, 2007; LIANG et al, 2009; CHENG, 2009; GAO, 2010; PEREZ-
GARCIA et al, 2011). Entretanto, a concentragao ideal podaneantre
as espécies dehlorella. Por exemplo, para o crescimento idealCde
saccharophilauma concentragdo de glicose de 2,5'¢.becessaria. A
inibicdo do crescimento ocorreu em concentracd®s g.L-1. Ja paraC.
sorokinianaa inibicdo ocorreu em concentracdes > 5'g(TAN &
JOHNS, 1991). A concentracao ideal de acetato die sémo substrato
também pode variar entre as espécies. €alamydomas reinhardta
concentracéo de acetato variou entre 0,2; 0,85¢LT0(ZHANG et al,
1991; MOONet al, 2013). Em estudo cof. vulgariso acetato de sodio
na concentracdo de 10 d.Lfoi adicionado ao meio, apresentando
crescimento satisfatério (PEREZ-GARCI#t al, 2011). Contudo, é
necessario estabelecer para cada espécie/cepaaiceln concentragdo
ideal para obter sucesso no cultivo.

2.6.6 Contaminacao

Um grande problema nos cultivos de microalgas@nhtaminacgéo
com outros micro-organismos, principalmente notvad heterotréficos
onde é adicionado uma fonte de carbono organicmi€®-organismos
principalmente fungos e bactérias apresentam ustianento rapido,
podendo a produtividade da microalga ser afetadda@é contaminacéo
nao desejada (RICHMOND, 2004). Esse problema padefstivamente
superado pela rigorosa esterilizacdo e operac@ptass Além disso, a
otimizacdo das condi¢cdes de crescimento para aatges podem
ajudar a minimizar esse problema. Portanto, € sadescontrolar e
monitorar tais contaminantes para obter uma bicandssmicroalgas
livre de impurezas prejudiciais, ou para certosdpt@s, manter 0s
contaminantes dentro de limites aceitaveis. O oresto deve ser
acompanhado por observacdes microscopicas (RICHMOXIDS).
Véarios métodos tém sido propostos para o desemeito de cepas
axénicas de microalgas, tais como repicagem, diuiem série,
micropipetagem, ultra-som, produtos quimicos, igibaultravioleta,
presséo osmoética e antibidticos. O uso de aritb®# o método mais
comum para a iniciagdo e manutencéo de culturascaséde microalgas.
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Entretanto, € dificil obter a cultura axénica usaadh Unico antibidtico.
Portanto, uma combinacdo de antibioticos € fregumeste utilizada.
Tais combinacbes sdo geralmente determinadas apégos|
experimentos e repicagem repetidas (G a@l, 2013).

2.7 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS MICROALGAS

O cultivo em massa de microalgas comegou quase que
simultaneamente nos Estados Unidos, Alemanha e daf&al de 1940
(BURLEW, 1953). A partir de entéo, os sistemasudivo de microalgas
cada vez mais tém desenvolvido novas técnicasmeltzorar o cultivo

(LIU et al, 2014). Hoje em dia, existem inUmeras aplicacbeserciais

de microalgas (Tab. 2).

Tabela 2- Moléculas bioativas, aplicagdes e refgadrde microalgas

Proteinas Nutricdo humane Spolaoreet al, (2006)
(nutracéutico), nutricdc Vonshak (1997)
animal (pecuéria ¢ Derneret al, (2006)
aquicultura), vacinas Lourenco (2006)
beneficios diversos a salid Becker (2004)
Lipideos, Nutricdo humane Spolaoreet al, (2006)
triacilglicerais, (nutracéuticos),  nutricd« Cohen (1999)
acidos graxos animal (pecuaria ¢ Derneret al, (2006)

Carotendides

Hidrocarbonetos

Polissacarideos

aquicultura),
biodiesel/biocombustiveis,
beneficios diversos a saud
Pré-vitaminico, anti-cancei
ativacdo do sistema imun:
corante alimentar ¢
cosmeético, anti-oxidante
fotoprotecédo, acdo contr
doencas degenerativas etc
Biocombustiveis

Agentes gelificantes
espessantes, emulsificante
biocombustiveis

USDOE (2010)
Becker (2004)

Richmond (2004)
Cohen (1999)

Largeau & Metzger
(2001)

Cohen (1999)
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Ficobiliproteinas Marcador fluorescente er Cohen (1999)
exames diagndsticos
microscopia de
fluorescéncia, citometria d
fluxo e outras técnicas d
fluorescéncia
Poli- Producéo de bioplasticos Cohen (1999)
hidroxialcanoatos

Ficotoxinas Atividade citotdxica, Borowitzka (1999)
anticancer/antitumoral, Bakhuni & Rawat
antibiéticos, antivirais (2005)
Botana (2007)
Halogenados Antibiéticos Borowitzka (1999)
aromaticos
Compostos Antibioticos Borowitzka (1999)
fendlicos

Isétopos  estaveir Estudos metabolicos e ¢ Spolaoreet al, (2006)
(diversos tipos de sintese bioquimica Glazer (1994)
moléculas)

O procedimento mais comum para a cultura em massa d
microalgas € o crescimento fototréfico em tanqumstas. No entanto,
esses procedimentos apresentam varios problemagsfiagem a sua
utilizacao; por exemplo, a contaminacdo com espéoidesejadas e a
capacidade da espécie/cepa de resistir a condigbesltivo adversas
(GUEDES et al, 2011). Tecnologias mais avancadas foram
disponibilizadas em sistemas fechados; os biomest@ototrofico ou
heterotrofico) fornecem melhores opgdes para @icnento da maioria
das cepas de microalgas, protegendo a culturaacartontaminagéo e
permitindo o controle abrangente e integrado dasdicbes de
processamento (GUEDES$al, 2011). O cultivo em biorreatores permite
a manipulacéo de varios parametros durante o macesnto, visando a
sintese maxima do produto desejado (lipidios omeigos como luteina
por exemplo) (GUEDESt al, 2011).

2.7.1 Lipidios e carotendides
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As microalgas tém sido consideradas uma alterngtiomissora
como matéria-prima para a producéo de biocombustéspigmentos e
seu potencial tem sido amplamente relatado polosp#squisadores nos
Gltimos anos (CHISTI, 2007; Het al. 2008; MATAet al, 2010; LIUet
al., 2011; GUEDESet al, 2011; CAMPENNI et al, 2013;
D’ALESSANDRO et al, 2016; MINHASet al, 2016), devido ao seu
crescimento rapido e abundancia de lipidios e eadides.

Os lipidios nas microalgas estao divididos em iggsheutros (de
armazenamento), triacilglicerdis (TAG) e lipidiadgres (de membrana),
fosfolipidios, glicolipidios e esteréis (NELSON &3X, 2002). A sintese
de &cidos graxos pode ser dividida em trés etapasgais: sintese de
acetil coenzima A (acetil CoA) no citoplasma; sSetele acido graxo
saturado com 16-18 carbonos e posterior dessatyrai@ngacao da
cadeia de carbonos e sintese dos acil glicerdgdiqarideos) (HUANG
et al, 2010).

A extracdo de lipidios e a determinacéo da pergentale lipidios
neutros séo dois passos importantes para prodechiodiesel, além da
triagem para melhores linhagens (L&al, 1998). Portanto, a deteccéo
rapida de producam situ de lipidios neutros é um desafio atual na
pesquisa de biocombustiveis. Uma alternativa eépifficil para rastrear
os teores lipidicos das microalgas é a combinag&@&athica de citometria
de fluxo com o marcador Vermelho do Nilo. Variosgws de pesquisa
tém utilizado esta técnica para marcar os corgididios neutros em
microalgas em combinac&o com diferentes solvemggnaos, tais como
acetona, glicerol e DMSO (MONTEIREY al, 2011; GUZMANet al,
2012; CIRULIS,et al, 2012; ROLEDA et al, 2013; SATPATIet al,
2014; WUet al, 2014).

Pelo menos trés classes de pigmentos ocorrem eroabgas:
ficobilinas, clorofilas e carotendides (D’ALESSANDKRt al, 2016). Os
carotendides constituem uma classe de pigmenfosn@ides de grande
importancia, com alto valor comercial e funcdesligjicas importantes,
devido a suas propriedades antioxidantes, coranfgogitaminica
(MINHAS et al, 2016).

Os pigmentos naturais tém um importante papel naboésmo
fotossintético e pigmentacdo das algas. Além dissmesentam
atividades biologicas benéficas para a saude. Pigseextraidos de
microalgas estéo enfrentando uma forte demandaedoeario: o preco do
B-caroteno atinge facilmente o valor de 700 € / &gr@gximadamente
2.450 reais /kg), enquanto o seu homologo sintéifmmchega a metade
desse valor. @-caroteno natural € preferido pelo mercado do sidor
saude porque é uma mistura de isomeros trans eoaisatividade anti-
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cancer (GUEDE®t al, 2011). Outro pigmento de alto valor é a luteina,
muito utilizada em diversos setores da industda) destaque para a area
da salde, onde estudos mostram que a luteina @rotefculas de
lipidios, membranas protéicas, lipoproteinas dexabailensidade,
proteinas e DNA contra o ataque dos radicais, temt@apel essencial
na protecao de doencas (GUED&SL, 2011).

Em plantas e algas os carotendides sao sintetizambss
cloroplastos e seu armazenamento ocorre somentedguaas sdo
expostas a alguns fatores de estresse (LEMOINE QCHEFS, 2010). A
estrutura de um carotendide pode determinar, e, gefuncao bioldgica
do pigmento. Os carotendides que contém apenasntagbhidrogénio
em sua estrutura sdo conhecidos como carotenoss jéerivados
oxigenados sao conhecidos como xantofilas (luteimeaxantina,
violaxantina, etc.). Entre a grande diversidadendtoalgas existentes,
as espécies mais utilizadas como fonte de carates&ido pertencentes
aos género<Lhlorella, Chlamydomonas, Dunaliella, Muriellopsés
Haematococcuspp. todas dos quais pertencem a familia Chlocgaey
(PULZ et al, 2004). Elas tendem a acumular carotendides quame
intrinseca da sua biomassa, oferecendo assim tenaziva econdmica
a sintese quimica (BHOSAL# al, 2005).

A producdo de lipidios assim como a de carotenOEREs
influénciadas por diversos fatores ambientais (BigO conhecimento e
0 controle dos fatores ambientais sdo extremanmadessarios para o
sucesso do cultivo e da producéo de metabolitastelesse.

Contudo, atualmente a biomassa microalgal ndo é&elia
economicamente para a producdo de biocombustbegidp necessario a
valorizacdo dessa biomassa. Compostos tais comoPUEA,
carotendides, antioxidantes entre outros poderialorizar a biomassa
algal por serem bem cotados para os setores denidim racoes,
cosmeéticos e industrias médicas e, consequentenpaadkeriam tornar o
processo economicamente factivel (VAN WAGENE&MNL, 2012).



Figura 2 - Diagrama esquematico mostrando impaatopiessdes ambientais
sobre a producéo de lipidios e carotendides
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Fonte: MINHASet al, 2016, com modificacdes.
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3 ARTIGO - INFLUENCIA DE DIFERENTES MEIOS DE
CULTIVO NO CRESCIMENTO, MORFOLOGIA E
PRODUCAO DE LIPIDIOS E CAROTENOIDES DE DUAS
MICROALGAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Este estudo foi desenvolvido com as cefdgamydomonas
acidophila LAFIC-004 e Parachlorella kessleriLAFIC-006 ambas
isoladas de efluentes. Para o cultivo destas cépasn empregados
guatro meios de cultura BBM, MAM, BG-11 e uma s@tidropbnica
comercial (NPK + micronutrientes). O objetivo dedsabalho foi
determinar o efeito dos meios de cultura no crestio) na morfologia e
na producao de lipidios neutros e carotendidesldias espécies. A cepa
P. kessleriapresentou maior producéo de biomassa e lipidiosas no
meio BBM, o maior teor de carotendides foi encaldraao meio
alternativo NPK. A cep&. acidophilaapresentou maior producdo de
biomassa nos meios MAM e NPK, a maior producadpddids neutros
e carotenodides foram verificados no meio MAM. Baseaa morfologia
celular (por citometria de fluxo e microscopia de)} as duas espécies
apresentaram populacdes heterogéneas, apresedifardncas entre os
tratamentos em relagéo ao tamanho (SSC-A) e a eaidptie (FSC-A)
celular. O marcador Vermelho do Nilo foi eficiept@ra ambas as cepas
para monitorar os lipidios neutros in vivo. Diadts resultados, pode- se
concluir que a solucao hidropénica NPK pode sdizatia como meio
alternativo para producédo de biomassa da €epacidophilae para a
producao de carotendides da cBp&essleri.

3.1 INTRODUCAO

O potencial biotecnolégico que algumas microalga®gsentam
tém estimulado o interesse no conhecimento do stéabwloma. Fontes
de energia renovavel como o biodiesel tem sido nsktamente
investigada nos ultimos anos (CHRISTI, 2007). Elagéo aos lipidios,
as microalgas tém uma série de caracteristicaanédimpara apoiar o seu
desenvolvimento como cultura, incluindo alta proddéade, curto ciclo
de crescimento, utilizacdo de terras ndo cultivieed possibilidade de
uso de fontes alternativas de agua, incluindo &glgada e efluentes
(WU et al, 2012).

Um dos principais obstaculos do cultivo laboratagi@m massa
de microalgas é o custo dos reagentes quimicoss@aes a preparacao
dos meios de cultivo. Assim, meios alternativosbdxo custo podem
viabilizar a producdo em larga escala (KOMOLA&tEL, 2014).
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A utilizacdo de espécies com potencial para biocedkatao pode
ser um fator chave para reduzir os custos de p&addgpossibilidade de
associar o tratamento de efluentes com a obterg@oodutos com alto
valor agregado como pigmentos, acidos graxos, gémdde biomassa
para fins de bioenergia como biodiesel, entre sutpmde tornar a
producdo de microalgas em larga escala viavel (THI3007; DE
JESUS TORRES®t al, 2014).

Para obter estratégias de producéo adequada, @dampnto das
espécies de microalgas particulares deve ser beatteazado sob
diferentes condigcbes de cultura. Estas caractas$stipodem ser
vantajosamente analisadas por métodos de citonurifuxo (FCM)
(COLLIER, 2000; SOSIK & OLSON, 2007; YENTSCH & YENSCH,
2008). A deteccdo da producdo de lipidios neutrasnédesafio na
pesquisa de biocombustivel (LEEal, 1998). No entanto, a combinacéo
de citometria de fluxo com um corante fluorescentao o Vermelho do
Nilo é altamente eficaz para selecionar e isolgrasede microalgas
produtoras de lipidios neutros, requerendo pequenastidades de
biomassa, além de ser uma andlise rapida (MONTER@L, 2011;
GUZMAN et al, 2012; CIRULISet al, 2012; ROLEDAet al, 2013;
VELMURUGAN et al, 2013; SATPATEkt al, 2014; WUet al, 2014).

Cada espécie ou cepa pode apresentar requisitosiongis
diferentes para o seu crescimento e producdo dpasias, 0 que requer
uma série de avaliagcdes antes de escalonar ossuliiante disso, neste
trabalho foram avaliados o crescimento, a prodaggibiomassa seca, a
morfologia e a producéo de lipidios neutros e ea@tles totais de duas
cepasChlamydomonas acidophileAFIC-004 eParachlorella kessleri
LAFIC-006 em diferentes meios de cultura. As cefpeam isoladas de
efluentes, indicando potencial adicional como leisrediadoras.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Microalgas e condi¢Bes de cultivo

A cepa deP. kesslerifoi isolada de um tanque de aeracédo da
Estacdo Experimental de Tratamento de Esgoto (Hd&glizada na
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSCi@Riopolis, Santa
Catarina, Brasil). A cepa de. acidophilafoi isolada de uma lagoa de
drenagem &cida de minas (DAM), localizado na regi@oCriciima,
Estado de Santa Catarina, regido Sul do Brasilt(idat 28°35'40.73"S,
Longitude 49°27'37.98"W). Apds o isolamento asasdpram mantidas
em laboratério sob condigdes controladas (irradééde 50 pmol.m.s*
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(ldampada fluorescente), fotoperiodo de 12-12 hmpégatura de 22 + 2
°C. A cepaP. kessleriLAFIC 006 foi mantida em meio BBM, com pH
6,5 e a cep€. acidophilaLAFIC 004 foi mantida em meio MAM, com
pH 3,6. As cepas foram incluidas na colecao deoaligas do laboratério
de Ficologia da Universidade Federal de Santa i@atdrAFIC/UFSC).

3.2.2 Crescimento em diferentes meios de cultura

Foram avaliados quatro meios de cultura, sendo delss
comumente utilizados para cultivos laboratoriaimttroalgas (Modified
Acid Medium — MAM, Bold’s Basal Medium — BBM e Ati&s Blue-
Green Algal Medium — BG-11) e um confeccionado aoma solucéo
hidropdnica comercial (NPK 8:9:9 - mais micronuitis) (0,5g.L
diluido em agua destilada). Na tabela 1 é apred@rtacomposicéo de
cada meio de cultura. Todos os meios foram prdpar@om agua
destilada, filtrados (filtro de fibra de vidro Qudm de porosidade) em
camara de fluxo laminar sob radiacao ultravioletado o pH ajustado
para 7. Antes de iniciar os experimentos as cepasfaclimatadas nos
respectivos meios e condi¢des de cultura por uiogeide 15 dias. Os
testes foram realizados em cinco repeticbes pata tratamento. O
experimento foi realizado em frascos de 250 mLexuad 150 mL de
meio de cultura estéril e as culturas foram inatagacom 20 mL de
inéculo com aproximadamente (4 x%1€el.mL?!). Os cultivos foram
desenvolvidos em frascos e mantidos em Shaker (pBf) com
temperatura (22 + 2 °C) e fotoperiodo (12:12h) atlos. Amostras de
cada tratamento foram coletadas ao final do expation(t14) para as
analises morfoldgicas utilizando as técnicas deas@opia de luz (ML)
confocal (MC), e citometria de fluxo. Também forapalizadas as
guantificagbes dos carotendides totais.

Tabela 3- Composi¢céo dos meios de cultura utiligadrs testes de crescimento
das cepaghlamydomonas acidophilaAFIC -004 e Parachlorellla kessleri
LAFIC 006.

BBMA | MAM B | BG-11° NPKP
Sallelemento (L | (@L™ | (gL (%)
Nitrogénio total - - - 8
NaNG; 0,25 - 1,5
(NH4).SO - 0,5 - -
NaHCO - - 0,4 _
CaCb 0,025 0,01 0,144 -
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Ca - - - 3
MgSQ, 0,075 0,5 0,3 -
Mg - - 1
K_HPO 0,075 - 0,16 -
KH2POy 0,175 0,3 - -
K20 - - - 9
P,Os - - - 9
NacCl 0,025 0,03 - -
NaCOs - - 0,08 -
S - - - 2
EDTA - 0,4 0,002 -
Titriplex 111 0,05 - - -
KOH 0,03 - - -
FesSQ 0,00498| 0,0049¢ - -
Citrato férrico - - 0,024 -
HsBO3 0,01142| 0,00286 0,00286 -
B - - - 0,03
ZnSQ 8x10° | 0,00022| 0,00021 -
MnCl, 1x10® | 0,00181 - -
MoO3 7x107 - - -
CusSQ 1x106 7x10 8x10° -
Cu - - - 0,2
Co (NG, 4x107 4x10F - -
Co - - - 0,005
CoCh - - - -
Relacdo N:P 1,71 3,4:1 771 2:1
Forma do Nitrogénio | N-NG;* | N-NH4" | N-NOs N-NOs e N-
NH4*
Concentragao do N 2940 5878 17650 5714
(M)
Forma do Fosforo P-PQ% | P-PQO:% | P-PO° P-P.Os
Concentracao do P 1718 1724 229 2903
(M)

Fonte: conformé*BISCHOFF, H. W & BOLD, H. C,1963, conforme
BOLAVENSON, M.; STOKE, P. M, 1989. conforn{&RIPPKA, 1979.
PInformacéo fornecida pelo fabricante.

3.2.3 Taxa de crescimento, biomassa seca e pH
A biomassa algal e o pH foram estimados nos diaminl, 2, 3,

6, 10, e 14. O pH foi determinado por um pHmetropatagem celular
dos cultivos foram realizadas em camara de NeubatiBzando
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microscopio éptico (Leica DM 500), a taxa de cnemgito exponencial
(w) foi calculada de acordo com a Eqg. 1, obés é a densidade celular
(células.mL?) o inicio da fase exponenciflg é a densidade celular no
final da fase exponencial, e t € o tempo decol(diks) entreDe € Der.
Tempo de duplicacdo populacional (TD) foi calcula#oacordo com a
equagao 2.

p= (InDer— InDey ) 1)
t
TD = 1o (2)

A estimativa da biomassa seca foi realizada naiei@o final de
cada tratamento. A biomassa seca foi determinadgrpeimetria, onde
aliquotas de 30 mL no iniciogfte final (t4) do experimento foram
filtradas através de filtros de fibra de vidro (Whan® GF/C, 47 mm de
didmetro) previamente calcinados e pesados. Afiltsagao os filtros
foram secos em estufa a 60°C até obtencéo de paestante. O calculo
da biomassa seca (Pmax, §dia’) obtida segundo a equagéo (3) onde
Xt & a concentracdo de biomassa {y.bo tempo t (dia), e Xa
concentracéo de biomassa (.lno tempod (dia) (SCHMIDELLet al,
2001).

P = (X - Xo)/(t) 3
3.2.4 Analises da morfologia celular

A morfologia celular foi analisada in vivo com dlixide
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 41)secélulas foram
fotografadas com um sistema de captura de imageGag@re Pro
Software 5.1). Para a visualizagéo dos lipidiogmeyas amostras foram
incubadas com Vermelho do Nilo - VN (9-dietilamifb- benzo ¢]
fenoxazina-5-ona; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUAiluido em
DMSO (0,25 mg mth). Dez pL da solucdo estoque foram adicionados a
2 mL de suspensdo celular e posteriormente agitedosvortex e
mantidos no escuro durante 30 min. A fluorescéaeisN foi observada
por microscopia de varredura a laser confocal @ ¢Vl 6000 B),
excitacdo laser de 470 nm com espectro de emis88663 nm
(SALTPATI & PAL, 2014). A autofluorescéncia do obmlasto foi
observada a 488 nm do laser de excitacdo com esmkriemissdo de
650-750 nm (ZITTAet al, 2013).
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3.2.5 Deteccdo de lipidios neutros, tamanho e complexidad
celular por citometria de fluxo

Suspensdes de células dos diferentes tratamenttendo 10cel

mL? foram coradas com uma solucdo VN como descritmaciA
fluorescéncia foi lida usando uma excitagdo demt8&om um laser de
Argon. O sinal de emissdo foi medido em dois carfaisrescéncia
frontal (FSC Forward Scatter) e lateral (SSC Sidatt8r), através do
detector FITC (fluorescéncia verde; 530/40 nm) e (flibrescéncia
laranja; 580/30 nm), indicativos de pigmentos (@ite-a) e lipidios
neutros, respectivamente, nas células coradas ¢dbnuma amostra de
suspenséo de células, sem a adi¢cdo do corantafbétm analisada por
citometria de fluxo para a identificacdo e carazégi@o das populacdes
de células através de medidas de tamanho FSC (fbr3eatter) e
complexidade SSC (Side Scatter) celular. A inteatdde fluorescéncia
foi expressa em unidades arbitrarias (u.a) e aganwforam analisadas
utilizando o software Flowing.

3.2.6 Carotendides totais

As amostras (0,1g — massa seca liofilizada) foramdgeneizadas
em 20 mL de metanol (100% P.A) e mantidas em rep@@min) no
escuro. Apos foi colhido o sobrenadante e adicior2fdiml de metanol
sendo as amostras mantidas em repouso por 1 hega.focesso foi
repetido por mais 2 vezes com repousos de umacadeaté extrair o
maximo de pigmentos da biomassa. O sobrenadantghider foi
centrifugado por 10 mim a 4,0 rpm, com esferasidi®para auxiliar no
rompimento da parede celular. Em pré-testes foratiaalos diferentes
solventes para a extracdo, sendo que o metanagl (Rostrou o melhor
rendimento para as duas cepas. Os carotendides flat@rminados por
espectrofotometria UV-visivel (SF200ADV, Bel), ponedicdo da
absorvancia em 450nm (trés leitura por amostra)ltifdader infinite
M200, TECAN). A quantificacdo foi baseado na cupadrdo des-
caroteno (Sigma) (1-50 pg.miy-0,055x; - 0.999).

3.2.7 Analise estatistica
Os testes de crescimento foram realizados com cemeticOes

para cada tratamento. As médias e desvios-padifana talculados para
todos os tratamentos. A comparacao entre os tratagforam realizadas
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por teste ANOVA (p <0,05) e as diferencas signifies foram
determinadas por uma analise de variancia de acorddeste de Tukey
(p <0,05).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Taxa de crescimento, biomassa seca e pH & kesderi
LAFIC-006 e C. acidophila LAFIC-004

A cepa deP. kessleriapresentou crescimento em todos os meios
de cultura (Tab. 4). A taxa de crescimento e o tedgduplicacdo ndo
apresentaram diferencas (p<0,05) entre os tratas&8BM, MAM e
BG-11 (Tab. 4). A maior biomassa seca foi encoatragiratamento com
meio BBM (Fig.3a). Os meios BG-11 e MAM ndo apréassam
diferencas (p<0,05) entre si. O meio NPK foi o gpeesentou a menor
producéo de biomassa seca. Em relagéo a variagdid thwlos os meios
de cultura apresentaram modificagdes ao final gerxento. Os meios
BBM e BG-11 apresentaram um pH alcalino (10.2 e, 8.3
respectivamente), o meio MAM chegou ao final doeexpento com pH
acido de 3.2, e o meio NPK baixou o pH chegandofimal do
experimento com pH 6.2 (Fig. 4a).

A cepa deC. acidophilaapresentou crescimento em todos os
tratamentos (Tab. 4). O maior crescimento foi olzs#w nos meios de
cultura MAM e NPK, ja nos meios BBM e BG-11 a capaesentou baixo
crescimento celular (Tab. 4). Em relagéo a taxerelscimento e o tempo
de duplicacdo os tratamentos MAM e NPK n&o aprasamt diferencas
significativas entre si (Tab. 4). A maior produgiobiomassa seca foi
verificada nos meios MAM e NPK, ndo havendo difeesignificativas
entre si (p<0,05) (Fig. 3b). O meio BG11 foi 0 qyresentou a menor
biomassa seca (Fig. 3b). O pH apresentou mudanpasodos o0s
tratamentos ao longo do experimento. Os meios BBMBG11
apresentaram pH alcalino ao final do experimento g9 8.1,
respectivamente) e os meios MAM e NPK apresentptdcido ao final
do experimento (3.3 e 5.8, respectivamente) (FYy. 4
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Tabela 4- Taxa de crescimentp (dia'), Tempo de duplicagdo (TD, dias) Be
kessleriLAFIC 006 eC. acidophilaLAFIC 004, nos diferentes meios de cultura
(14 dias de cultivo). Cada valor corresponde a enéddesvio padrao (n=5). As
letras na mesma linha indicam tratamentos sigtiNi@mente diferentes,
segundo o teste de mudltipla comparacdo de Tukeyaglediferentes sao
significativamente diferentes entre si com p<0,05).

Direitos autorais

Figura 3- Biomassa seca (g)Lda cepaP. kessleriLAFIC-006 (a) e C.
acidophilaLAFIC-004 (b), nos diferentes tratamentos com meio de cultusa. A
letras indicam tratamentos significativamente éifiées de acordo com o teste de
comparagdo mudltipla de Tukey (letras diferentes significativamente
diferentes a P <0,05) (média + DP, n = 5).

Direitos autorais
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Figura 4- Variacdo do pH ao longo do tempo de ameato das duas cepas
avaliadas nos diferentes tratamentos com meio Harau(a) Parachlorella
kessleri LAFIC-006 e (b) Chlamydomonas acidophilaAFIC-004. Valores
médios + desvio padrdo (n=5).

Direitos autorais

3.3.2 Analises da morfologia celular deP. kessleri LAFIC-006 e C.
acidophila LAFIC-004

Quando analisadas por microscopia de luz, as séeR. kessleri
apresentaram formas esféricas, com intensa cotokegée e regides de
vacuolo evidente no meio BBM (Fig. 5a). No tratatoesom meio NPK,
as células apresentaram alteracdes na forma ealaragéo esverdeada
fraca (Fig. 5b). No tratamento BG-11, as célulagsgntaram uma cor
esverdeada fraca, mas ainda com regides vacudiz@eg. 5c).
Caracteristicas semelhantes ao tratamento BBM tambéram
encontradas nas células tratadas com o meio MAY! Gei).

Em relacdo a autofluorescéncia dos cloroplastosossiyel
observar uma coloragéo vermelha intensa nas célrdasidas no meio
BBM, com estruturas dos cloroplastos intactos (5&). No meio NPK
(Fig. 5f), e BG-11(Fig. 5g) as células mostraramqaofluorescéncia. No
meio MAM, a autofluorescéncia do cloroplasto fdeimsa.

A fluorescéncia de coloracdo amarela marcado pelante
Vermelho do Nilo foram visualizados no meio BBM covérias
pontuacdes nas células (i), no meio NPK (j) e niorB&-11 (k). No
meio MAM houve uma diminuicdo dessas pontuacoes (l)
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Figura 5- Aspecto das célul&s kessleriLAFIC-006, sob diferentes meios de
cultivo. Microscopia de Luz(a-d); Confocal de varredura a laser da
autofluorescéncia dos cloroplastesh) e marcados com Vermelho do N{id).
As células apresentaram intensa coloracao verdms, remides de vacuolo
evidente no meio BBMa) no meio NPK, as células apresentaram alteragdes na
forma e uma coloracdo esverdeada fréich No meio BG-11 as células
apresentaram uma cor esverdeada fraca, mas aindlaegides vacuolizadas
evidente(c). No meio MAM as células apresentaram intensa aQéw verde,
com regifes de vacuUolo evidenfd). A autofluorescéncia dos cloroplastos
(vermelho) nos meios BBM e MAM mostraram intensfoféscéncia com a
estrutura dos cloroplastos intactes). Nos tratamentos BG-11, NPK as células
mostraram pouca fluorescéndmh). Para a coloragdo com vermelho do Nilo
(amarela), BBM(i), NPK (j) e BG-11(k) foram as células que apresentam
pontuacbes amarela. No meio MAK) as células apresentaram poucas
ontuacdes amarela e com baixa intensidade.

Direitos autorais

Quando analisadas por microscopia de luz, as céldéaC.
acidophila apresentaram formato oval e intensa coloragaoeyemimn
regides do vaculo evidente no meio MAM (Fig. 6apaemeio BBM (Fig.
6b). No no meio BG-11(Fig. 6¢) e NPK (Fig. 6d) ékitas apresentaram
uma coloragéo esverdeada mais fraca.

A autofluorescéncia dos cloroplastos visualizadosceloragéo
vermelha foram intensas nos meios MAM (Fig.6e) évBBig.6f) com
estruturas dos cloroplastos intactos. Nos meioslB@-ig.6g) e NPK
(Fig.6h) as células apresentam pouca fluorescémea,com estruturas
dos cloroplastos visiveis. A fluorescéncia de @jéo amarela marcado
pelo corante Vermelho do Nilo foi visualizado noion®IAM (Fig. 6i),
BBM (Fig.6j) e BG-11 (Fig. 6k) com vérias pontuag@de coloracédo
intensa. No meio NPK (Fig. 61) houve uma diminuighs pontuacdes
com baixa intensidade na fluorescéncia.
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Figura 6- Aspecto das célul&s acidophilaLAFIC-004, sob diferentes meios de
cultivo. Microscopia de Luz(a-d); Confocal de varredura a laser da
autofluorescéncia dos cloroplastesh) e marcados com Vermelho do N{id).

Nos meio MAM(a) e BBM (b), as células apresentaram forma oval com intensa
coloragédo verde e com regides de vacuolo visivelmdio BG-11(c) e NPK(d)

as células apresentaram uma coloracdo esverdeada freca. A
autofluorescéncia dos cloroplastos (vermelho) fonstensas nos meios MAM

(e) e BBM (f). Nos meios BG-11g) e NPK(h) as células apresentaram pouca
fluorescéncia. Para a colora¢éo com vermelho dw(diharela), os meios MAM

(i), BBM (j) e BG-11(k) foram as células que apresentam varias pontuacdes
amarela (pontas de seta) com intensa coloragdom&io NPK () ha uma
diminuicao dessas pontuacdes com baixa intensitsadeloracao .

Direitos autorais

3.3.3 Deteccao de lipidios e caracterizacao da populac&elular
analisada por citometria de fluxo

Medidas de dispersdo de luz FSC-A (tamanho) vs.-ASC
(complexidade) de células d& kessleriLAFIC-006 e C. acidophila
LAFIC-004 nos diferentes meios de cultivo séo sgmesdas nas Figuras
7 e 8. As populacdes de ambas as cepas apresertaracteristicas
heterogéneas em todos os meios de cultura, corfaséle diversos
tamanhos (Fig. 7). Em relacdo aos parametros dealidouve diferenca
entre os meios de cultura (Fig. 8). Para a Eepasslerio FSC-A e SSC-
A no meio MAM apresentaram maior intensidade der#acéncia
guando comparado aos demais meios de cultura,esmpa@slo maior
guantidade de células de tamanho maior e coma@itplexidade (Fig. 8
a, b). Para a cefia. acidophilano parametro FSC-A a maior intensidade
de fluorescéncia foi detectada no meio MAM (Fig.&€)n relacdo ao
pardmetro SSC-A a cepa apresentou maior intensiladleorescéncia
no meio NPK (Fig.8d).
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Figura 7- Gréaficos de Dispersdo das populagbedaretu— FSC-A (tamanho
celular) x SSC-A (complexidade celular) & kesslerie C. acidophilanos
tratamentos com meio de cultura MAM, BBM, BG-11 leK\

Direitos autorais

Figura 8- Parametros de citometria de fluxo delaéldeP. kessleriFSC, SSC
(a,b) eC. acidophilaFSC, SSC (c,d) - FSC-A (intensidade de fluonesicé
referindo-se ao tamanho das células); SSC-A (iidads de fluorescéncia,
referindo-se a complexidade celular). As letras icenth tratamentos
significativamente diferentes de acordo com o tdsteomparacao multipla de
Tukey (letras diferentes séo significativamentemifites a P <0,05) (média +
DP, n =5).

Direitos autorais

O marcador VN foi eficiente para marcar os lipidiesitros (canal
PE-A -580/30 nm) nas duas cepas. PRrakesslerihouve diferenca
significatica (P >0,05) entre os tratamentos emacé® aos lipidios
neutros (Fig. 9a), no tratamento BBM a cepa aptesemaior
intensidade de fluorescéncia, ja nos tratamento$/MABG-11 a cepa
apresentou a menor intensidade de fluorescéncia. mAior
autofluorescéncia da cepa foi apresentado no maik! IFig.9b).

ParaC. acidophilatambém houve diferenca significatica (P >0,05)
entre os tratamentos em relagéo aos lipidios reutim meio MAM a
cepa apresentou maior intensidade de fluorescéjiciag tratamento
NPK a cepa apresentou a menor intensidade de $cémeia (Fig. 9c). A
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autoflorescéncia da cepa foi maior nos tratameBf®lgl e MAM néo
havendo diferenca significativa entre si (P<0,#%.0d).

Figura 9- Citometria de fluxo de célulasflekessleria,b) eC. acidophila(c,d)

- PE-A vermelho do Nilo (VN) (células marcadas camVN - sinal de
fluorescéncia 580/30nm - referindo-se a lipidostios), PE-A (células nao
marcadas - sinal de fluorescéncia 580 / 30nm),CFAT(células ndo marcadas -
sinal de fluorescéncia 530 / 40nm); nos seguimtarnentos: meio de cultura
BBM, MAM, BG-11 e NPK. As letras indicam tratamestsignificativamente
diferentes de acordo com o teste de comparacadptautte Tukey (letras
diferentes sdo significativamente diferentes a PX0média + DP, n = 5).

Direitos autorais

3.3.4 Carotendides totais

As duas cepas apresentaram diferencas signifisatigateor de
carotendides totais em todos os tratamentos. ARekesslerpresentou
maior teor de carotendides no meio NPK. A depacidophilapresentou
maior teor de carotendides no meio MAM (Tabela®hbas as cepas
apresentaram o menor teor de carotendides no niiblB Tabela 5).
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Tabela 5 - Carotendides totais Be kesslerie C. acidophila nos diferentes
tratamentos com meio de cultura (MAM; BBM; BG-1IN®K) Cada valor
corresponde a média * desvio padrao (n= 4). Aadeta mesma linha indicam
tratamentos significativamente diferentes segundoteste de multipla
comparacgédo de Tukey (letras diferentes séo sigtifemente diferentes entre si
com p<0,05).

Direitos autorais

3.4 DISCUSSAO

Existem diversos meios de cultura elaborados pamdaptar as
necessidades nutricionais das microalgas, entegtaat taxa de
crescimento, produtividade e a producéo de metabd&aéo influenciadas
pela adaptacédo da espécie/cepa e das condi¢cdesnsait{temperatura,
pH, luz, etc) no meio de cultivo. No presente estymhrametros
morfoloégicos, de crescimento e producdo de lipidiesutros e
carotenoides das cepaBarachlorella kesslerie Chlamydomonas
acidophilaforam avaliados em quatro diferentes meios deicult

A cepaP. kessleriLAFIC 006 apresentou maior produgdo de
biomassa e de lipidios neutros no meio BBM, queasacteriza por
apresentar alta concentracao molar de P em redel§d@azao molar N:P
=1,7:1). A explicacdo mais provavel para esselteeu deve ser o fato
de a cepa estar ha muito tempo aclimatada a estedeeultura, o que
demandaria tempo equivalente para a mesma mosiar arescimento
com outros meios, mesmo que estes apresentassepoicav mais
adequada. Muitos trabalhos apontam que a melhodigdm para o
armazenamento de um composto nem sempre esténadoia melhor
condic&o de crescimento (MINHAS al, 2016). As vezes é necessario
um fator de estresse para aumentar a producdo rdpostos como
lipidios ou carotendides, no entanto, esse estrpsske afetar o
crescimento da cepa. Para contornar esse probmrao em dois
estagios tem sido realizado como estratégia paencdio de maiores
teores de lipidios e carotenoides, onde em um ponmaomento €
priorizado a producdo de biomassa utilizando medocdltivo com



58

nitrogénio. Em um segundo momento é reduzido tnade o nitrogénio
do meio de cultura para estimular a producéo dgidip e/ou carotendides
(MARKOU et al, 2013; MINHAS et al, 2016). A deficiéncia do
nitrogénio no meio de cultura faz com que ocorraomacumulo de
substancias de reserva como lipidios, carotenéaescarboidratos
dependendo da espécie/cepa (MINHAS al, 2016). Neste estudo
nenhum dos outros meios testados apresentam cragieed relativa de
N menor que o meio BBM, inclusive, em termos deceotracédo total de
N o BBM é o mais pobre deles. Uma possibilidaderaestada com a
cepaP. kessleriseria o cultivo em dois estagios, utilizando reefde
estresse 0 meio BBM com reducdo ou mesmo eliminagad. O
momento de fazer essa mudanca de estagio poderdefieida em
funcdo do pH, que chegou a 10 no décimo dia dzoubincidindo com
a estabilizacdo do crescimento da cepa (0,472)dibi® meio BG-11 a
cepaP. kesslerLAFIC 006 apresentou a menor produc¢éo de caratesdi
e lipidios neutros. Esse resultado pode ser exjgipalas caracteristicas
desse meio de cultura, que possui uma baixa caacéotabsoluta de P
e uma alta concentracdo de N em sua formula (rapdar N: P = 77:1),
sendo um meio indicado para producdo de biomasea gigersas
microalgas. Um crescimento balanceado e aceleradoiainassa nao
favorece o armazenamento de lipidios e carotendifiestendem a se
acumular mais em condicéo de caréncia de algunigmigs (MINHAS
et al.,, 2016). Llet al, (2013) verificaram qu®. kessleriaumentou
significativamente o teor de lipidios (de 10% 0% de biomassa seca)
gquando cultivadas na auséncia ou reducéo da coacaatde nitrogénio
ou fésforo ou enxofre no meio de cultura. Resukasimelhantes foram
verificados para a cepahlorella minutissimagque aumentou o teor de
lipidios com a reduc&o do nitrogénio no meio déeucal(ORDOGet al,
2012).

No meio MAM P. kessleriLAFIC 006 apresentou taxa de
crescimento, producdo de biomassa seca, carotemiigdios neutros
semelhante ao meio BG-11. Esses meios apresentauterésticas
nutricionais bem diferentes, mostrando que a cepsypa capacidade de
se desenvolver frente as diferentes condicbesciartais e em uma
ampla faixa de pHs. Essa plasticidade que a cemsapa € uma
caracteristica importante quando se pensa em autildiferentes
estratégias para otimizar a producéo de metabol@oreio MAM possui
como Unica fonte de N, o aménio (N-NhHl4gue tem como caracteristica
acidificar o meio de cultura mesmo com o crescimeativo da
microalga. Essa caracteristica tem sido utilizasaacmedida de controle
de possiveis competidores. O amdnio no meio dereudtimportante ndo
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s6 por ser o elemento primario na sintese metabdlic alga, como
também, apresenta vantagem sobre o nitrato eitonitfio precisando de
reducdo para sua assimilagdo, sendo portanto, etiargente mais
econdmico (ILLMANet al, 2000). A acidificagdo que ocorreu no cultivo
durante o experimento com meio MAM, poderia terithaio a
sobrevivéncia da cepa, induzindo o armazenamentoag@es teores de
lipidios e/ou carotendides. Entretanto, ndo faile gconteceu, indicando
gque a cepa se adaptou bem e desenvolveu crescib@atzeado e sem
limitacGes severas, direcionando a maior parte udeesergia para o
crescimento.

No meio elaborado com a solucdo hidropdnica NPlkea®e.
kessleri LAFIC 006 apresentou baixo crescimento e produdao
biomassa seca quando comparado aos demais meiosulilea,
entretanto, apresentou o maior teor de carotendmas. O teor de
carotendides encontrado neste meio esta de acomooccontetdo
encontrado para microalgas (0,1 a 0,2 % da bionszssg (SPOLAORE
et al, 2006). Dentro do génef@hlorella o contetido de carotendides é
bem variado entre as espécieéhlorella pyrenoidosg0,051% - 0,35%),
Chlorella sp(0,02% - 0,2%)Chlorella minutissimd0,3%) (BAlet al,
2011). Os nutrientes que compdem o meio NPK ndssaptam alto grau
de pureza como nos demais meios de cultura testadés disso,
apresenta deficiéncia em alguns nutrientes comerm fque € um
nutriente importante por atuar como cofator enaondiGAYLARDE et
al., 2005). Essas caracteristicas do meio podemotdrilsuido para o
maior armazenamento de carotenodides daefassleri.

Em relagéo a cep@. acidophilao melhor crescimento, producao
de biomassa seca, lipidios neutros e carotenéatamfverificados no
meio MAM, que também é o meio onde a cepa estdivaadada a longo
tempo. O teor de carotendides também sta dentfaixka encontrada
pelas microalgas, contudo, para a esp€ciacidophilaja foi reportado
1,56% de carotendides (CUARESMAaL, 2006). O pH do meio MAM
foi reduzido significativamente, de pH 7 (iniciglara pH 3 (final). O
sulfato de amobnio presente nesse meio como Unita fe nitrogénio
pode ter corroborado com a redugédo do pH. Comaédunficado nos
resultados, trata-se de um meio que, mesmo madipulende a
acidificar-se com o tempo, apesar do crescimengal,alpois foi
justamente desenvolvido para microalgas acidogilica

No meio com a solucdo hidropbnica NPK a c€&paacidophila
apresentou taxa de crescimento e producdo de Barsasa semelhante
ao meio MAM, mostrando versatilidade para cresctmeam meios
alternativos e com grau de pureza baixo. O pH dasgechegou ao final
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do experimento préximo a neutralidade, indicandmtoterancia da cepa
a uma ampla faixa de pHs.

Nos meios BBM e BG-11 a cefa acidophilaapresentou taxa de
crescimento inferior aos demais meios de culturarolucdo de lipidios
neutros assim como carotendides também foi infenwstrando que
esses meios ndo sdo os mais adequados entre ds degies testados
para producdo de biomassa e dos compostos analisadvavelmente a
forma diferente do N e o pH mais alcalino sejarrig determinantes
desse resultado negativo.

A observacao dos parametros citométricos SSC-Aaftao) e
FSC-A (complexidade) relacionados a morfologiaa#dislas, evidenciou
uma clara heterogeneidade das popula¢des celplar@ambas as cepas
em todos os tratamentos. Essa heterogeneidadesptaitaelacionada a
fase de crescimento exponencial que ambas ass®pasontravam, esta
fase é marcada por intensa divisdo celular, comastlem diferentes
estagios de desenvolvimento. E comum a ocorréneiacdulas de
diversos tamanhos e tipos (células adultas, autdspem populacbes de
Chlorella spp. eParachlorella spp., ambas representantes da classe
Trebouxiophyceae, assim como a formacao de aglaoe@m até mais
de 60 células (SAFé&t al, 2014). Similarmente, er@. acidophila a
provavel explicacédo da heterogeneidade morfoldgisae-se ao ciclo de
vida do género, relativamente complexo, com oceiaésimultanea de
células adultas, gametas, zigotos, zodsporos atmesma populacéo
(HARRIS, 2009). Esta heterogeneidade ja foi replartpara esta cepa
(SOUZA et al, 2016). Adicionalmente percebe-se uma influéulcia
meios de cultura sobre esses parametros, o queaipdr um lado a
eficiéncia da técnica de citometria para detecangdes morfolégicas e
por outro lado o grau de sensibilidade que a vaoiagutricional
proporcionou as populacgdes celulares na morfofigial

A técnica de citometria de fluxo somada ao marcg@omelho do
Nilo (VN) para deteccao preliminar de lipidios mestfoi eficiente para
as duas cepas, permeando todas as estruturas dentrélulas, emitindo
uma fluorescéncia amarelo-ouro na presenca desipieutros. O corante
VN associado a citometria de fluxo permitiu moratoo teor de lipidios
neutros das células nos diferentes tratamentoécrida permitiu ainda
identificar células individuais com diferentes caeaisticas (tamanho,
granulosidade) e monitorar o estado fisiolégicthoanogeneidade das
culturas celulares. A técnica de citometria dedlmostrou vantagens
nitidas comparativamente com as técnicas tradigppancipalmente
por possibilitar o processamento de um nimero dteda amostras.
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Conclui-se que os meios de cultura interferem nea tde
crescimento, producdo da biomassa seca, lipidigtsasee carotendides
deP. kesslerie C. acidophila Ambas as cepas apresentram tolerancia a
uma ampla faixa de pHs. A cepakesslerapresentou a melhor producéo
de biomassa seca e intensidade de fluorescéndipidies neutros no
meio BBM, a producéo de carotendides foi maior emPK. Os meios
MAM e NPK proporcionaram a maior producéo de bicsaaseca para a
cepaC. acidophila entretanto, foi no meio MAM que a cepa apresentou
a maior intensidade de fluorescéncia de lipidioatrns e teor de
carotendides totais. As populagdes celulares das ckpas apresentaram
caracteristicas heterogéneas com células de v&dosnhos e
complexidade. A técnica de citometria de fluxo aEsta ao corante VN
para avaliar indiretamente o conteddo celulargidiths neutros das duas
cepas mostrou-se eficaz, podendo ser uma metodolaijzada para
selecionar popula¢des hiper-produtoras, minimizaagsim, 0s custos
prospeccdo. Por fim, as duas cepas apresentaraatterésticas
importantes no ponto de vista biotecnol6gico, apreEsdo rusticidade
(baixa exigéncia) e plasticidade para crescer enp rde cultivo
alternativo.
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4 ARTIGO - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
ULTRAESTRUTURAL DA CEPA PRODUTORA DE
LIPIDIOS Chlamydomonas  acidophila LAFIC-004
(CHLOROPHYTA) SOB DIFERENTES CONDICOES DE
CULTURA.

Chlamydomonas acidophileAFIC-004 é uma microalga verde
acidofila isolada a partir do efluente de minerag@acarvao. No presente
trabalho, esta cepa foi cultivada em meio acido ), sob condicdes
fototréfica, mixotréfica, e heterotrofica para detmar a melhor
condicéo de crescimento e producédo de lipidiosjlsimeamente, avaliar
as possiveis alteracdes morfologicas e ultra-es#istnas células. Nos
tratamentos heterotréfico e mixotréfico, duas fertte carbono orgéanico
foram testados: 1% de glicose e 1% de acetatodie. €dteor de lipidios
e o perfil de acidos graxos foram determinados apem condi¢édo
fototréfica. A maior taxa de crescimento foi verdfda em condicao
fototréfica, variando 0,18-0,82 diaA glicose nédo resultou em aumento
significativo nas condi¢cBes de crescimento mixatedbu heterotréfica e
0 acetato mostrou ser téxico para a cepa em arsbamdicdes. O teor
de 6leo sob condigao fototréfica foi de 15,9% esefde crescimento
exponencial aumentando para 54,63%, na fase esfsicioBaseado na
morfologia celular (por citometria de fluxo e miscopia de luz) e
ultraestrutura (Microscopia Eletrénica de Trans&u3s caracteristicas
semelhantes foram observadas entre as condicOedrofaa e
mixotrofica com glicose, evidenciando muitos corfieiglicos, granulos
de amido e intensa fluorescéncia. De acordo cocordicdes testadas,
0s regimes mixotrofico e heterotrofico ndo resaltarem aumento da
fluorescéncia de lipidios neutros. Pode- se congué a cepa é uma
promissora produtora de lipidios quando crescidadase estacionaria,
em meio acido e sob condigcdo fototréfica, apreselataum perfil de
acidos graxos adequados para a producao de bibdiesgpacidade de
crescer esta cepa em residuos de mineracdo aogEe aim potencial
de biorremediagéo com a producéo de biomassa (util.

4.1 INTRODUCAO

As microalgas s&o microorganismos fotossintéticesrapido
crescimento, capaz de gerar biomassa rica em vdnembolitos
primarios, tais como proteinas e lipidios, bem cometabdlitos
secundarios, com uma ampla gama de aplicacdegvAdz quantidade
e a qualidade de algumas destas moléculas ténuéstiona producgéo de
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produtos de alto valor, incluindo saude alimentan&na, alimentos para
animais, biocombustiveis, produtos de quimica fi@a produtos
farmacéuticos (SPOLAOREt al, 2006; BUX, 2013; RICHMOND &
HU, 2013).

Um dos mais promissores usos de biomassa de ngasoé@l a
producdo de biocombustiveis. Isto pode ser condegié trés maneiras
gerais: (1) producdo direta de microalgas paraperen moléculas de
combustivel (por exemplo, etanol, hidrogénio e radey, sem a
necessidade de extracéo, (2) processo total daabgande microalgas
para a producdo de combustivel, e (3) a produca@xtietos de
microalgas para gerar moléculas de combustivel @QISD2010). No
terceiro caso, os lipidios sao o tipo principaht®@éculas de prospeccao,
e podem ser utilizados como biodiesel por meiordesesterificacdo
(CHISTI, 2007). Os grupos de microalgas mais imgrdgs como fonte
de lipidios sdo as cloroficeas e as diatomaceaESIAN et al, 1998).
Os niveis de lipidios dessas microalgas sdo ceec&8090, mas o
rendimento pode ser aumentado em algumas espéaiesmgio da
manipulacdo de condicbes ambientais, especialmairavés da
imposicdo de estresse, tais como a restricdo demies, mudancas na
temperatura (baixa, alta), na salinidade e pHoluradiacdo UV (baixa,
alta), entre outros (SHARMALt al, 2012).

A producdo em massa de biomassa de microalgas @adm
limitada pela sensibilidade de diversas espécigaris;des ambientais e
competicdo com espécies invasoras, que diminuiodugividade de
processamento de algas comerciais. Dentro dedidgess microalgas
extremdfilas (por exemplo, aciddfilas) tém ganhiatieresse devido a sua
capacidade de crescer em condi¢cdes extremas, rekelleventuais
contaminantes, produzindo compostos de alto valajuanto age como
remediadora de efluentes (por exemplo, na absoe@dsorcdo de metais
pesados) (INTHORN, 2001; EIB&t al, 2014; KUMAR et al, 2015;
VARSHNEY et al, 2015).

Os grupos de microalgas séo caracterizados pelalistrsidade
morfofisiolégica e bioquimica. Apesar de serem gmezicialmente
fototréficas, algumas espécies de microalgas spazes de crescer na
auséncia de luz, consumindo moléculas organicaseis| tais como
acgUcares, acidos organicos, e acetato (hetergtrofim regime

mixotrofico, CQ e carbono orgénico sdo assimilados, e ambos o0s

metabolismos, heterotréfico e fotossintético, opeimultaneamente
(PEREZ-GARCIAet al,, 2011).

De fato, varios autores relataram recentemente umento
significativo na biomassa, nos carboidratos e v te lipidios de
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algumas espécies de microalgas sob condicdes WdGfixatr e

heterotréficas quando comparado com a condicaotrdfitca (por

exemplo, LIANGet al, 2009; LIUet al, 2011; GIOVANARDIet al,

2013; LIANG, 2013; LIU et al, 2014; RATTANAPOLTEE &
KAEWKANNETRA, 2014). Nesse caso, a maior produc&oligidios

ndo esta relacionada ao estresse, mas ao efeifonttade carbono
organico (por exemplo, glicose) no Ciclo de CalMeyando a um
consumo menor de co-factores (por exemplo, ATP)uena formagéo
mais econémica de acetil-CoA, o precursor dos &ajdaxos (XIONGet

al., 2010). Portanto, a capacidade para as microagescerem em
condicbes extremas e sob condicbes heterotréficamocotrofica

representa uma linha de pesquisa estratégica.

Em algas e plantas, a sintese de novo de lipidiicsaumoléculas
de carbono fotossinteticamente fixo como substrdex., 3-
fosfoglicerato). Dois grandes grupos de lipidios sintetizados nas
células: polares e neutros. Os lipidios polares e8oprincipais
componentes de membranas bioldgicas, e os lipidmsros sao
compostos ricos em energia, muitas vezes armazenaio corpos
lipidicos citosélicas que consistem em triacilglideos (TAG), esterdis,
ésteres, monogliceridios (MAG) e digliceridios (DAGIARWOOD &
JONES, 1989; Lkt al, 2010; RADAKOVITSet al, 2010).

A deteccdo da producdo de lipidios neutros é unafidesm
pesquisas de biocombustivel (LE& al, 1998). No entanto, a
combinacao da citometria fluxo com um corante figoente é altamente
eficaz para selecionar e isolar rapidamente cepasatoalgas altamente
produtoras de lipidios neutros com pequenas quatdside biomassa
requerida (MONTERt al, 2011; GUZMANet al, 2012; CIRULISet
al., 2012; ROLEDAet al, 2013; VELMURUGAN et al, 2013;
SALTPATI & PAL, 2014; WUet al, 2014).

Conhecer 0 metabolismo das espécies e cepas dealgas é
fundamental para o éxito do desenvolvimento daveult processos de
producdo (TRAINOR, 2009). Contudo, dados sobre mndgdo e
mobilizacéo de corpos lipidicos ao nivel subcelelaegulacdo desses
processos ainda sdo escassaRIBFL et al, 2012). Portanto, para
expandir esse conhecimento no presente estudopsoapia de luz,
confocal, e eletrbnica de transmisséo, bem comitometria de fluxo
foram utilizados para caracterizar as respostaédgicas e morfologicas
da cepa produtora de lipidi@@hlamydomonas acidophilbBAFIC-004
cultivada sob condi¢des fototrofica, mixotroficaheterotrofica. Com
base de dados da literatura, nossa hipotese &tgueepa acidofilica pode
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crescer melhor nas condi¢gdes mixotréfica e hetifiosr do que em
condicéo fototréfica, aumentando seu contetudopddidis.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Cepa de microalga e condi¢des de cultura

A cepa acidofilic&C. acidophilaLAFIC-004 foi isolada a partir da
drenagem acida de Minas (DAM), na regido de Crieildo Estado de
Santa Catarina no Sul do Brasil (Latitude 28 ° @53 "S, longitude 49
° 27'37.98" W) e mantida na Colecdo de Culturadviilroalgas do
Laboratorio de Ficologia (CCM-LAFIC) da Universidadrederal de
Santa Catarina (UFSC). A cepa foi cultivada em raeido modificado
(MAM, Olavenson e Stoke 1989), pH 3,6, irradiardga50umol.nt2.s?
(lampadas fluorescentes), fotoperiodo (12-12hHgreperatura de 22 + 2
°C.

A formulacdo do MAM foi (em g.£) (NH4). SQ: 0.5, CaCl- 2H,0
0.01, MgSQ: 7H.0 0.5, KBhPOQs 0.3, NaCl 0.03, NeaEDTA 0.01, (em
mg.L™Y) FeSQ- 7H,0 4.98, HBO3 2.86, MnC}- 4H,0 1.81, ZnS@ 5H,0
2.22, NaMoQ:- 2H0 0.39, CuS®@5H,0 0.079, Co(N®2-6H0 0.0494,
biotina 1.0, B2 10.0, e tiamina 20.0. O pH foi ajustado para 86 écido
sulfarico. Estas condi¢cbes de cultivo foram defisidomo a condi¢éo
padréo de cultura para a cepa.

4.2.2 Padrdo de crescimento deC. acidophila LAFIC-004 em
diferentes condi¢des de cultura

Diversos experimentos de crescimento foram reazabmC.
acidophila LAFIC-004 para avaliar o tempo das fases de arestio
(exponencial e estacionaria, bem como a taxa deciorento
exponencial) sob condi¢Bes fototroficas padrioarma gerar biomassa
para as andlises de lipidios. Esses experiments fronduzidos em trés
a cinco repeti¢des, em frascos de 250 ml ou 500€oml 10% v / v de
inoculo em fase de crescimento exponencial dareutla cepa. Durante
o periodo de crescimento, a partir dos frascosstasforam recolhidos
a cada 1 a 3 dias para contagem de células emaz@mdteubauer. As
fases exponencial e estaciondria foram definidasalinente pela curva
de crescimento. A taxa de crescimento exponengjdb{ calculada de
acordo com a Eg. 1, ond®s é a densidade celular (célulasiLno
inicio da fase exponencialDe é a densidade celular no final da fase
exponencial, e t é o tempo decorrido (dias) dd&sandDer.
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H = (InDe— InDep) Q)
t

4.2.3 Crescimento de C. acidophila LAFIC-004 em diferentes
condicbes

Foram realizados experimentos para avaliar osvouticomparar
as caracteristicas de crescimento da cepa sobc¢éesdfototrofica,
mixotrofica e heterotréfica. As condi¢des de cuolfioram: (a) fototréfico
(Foto), condicdo padrdao descrito acima; (b) miXatocd com 1% de
glicose (Mix-Glu); (c) mixotréfico com 1% de acetaiMix-Acet); (d)
heterotréfico com 1% de glicose (Het-Glu); e (ebehstréfico com 1%
de acetato (Het-Acet). Os testes foram realizadogriplicata usando
frascos de 250 mL contendo 150 ml de meio de euéstéril e 10 mL de
inéculo axénico com densidade celular de aproximadde 4 x 19
cel.mL. Os frascos do tratamento mixotréfico foram exp®sib mesmo
fotoperiodo e irradiancia descrita na condi¢dotfofiza. Frascos do
tratamento heterotréfico foram selados com papehiio. Todos os
cultivos foram iguais a condi¢cao padrao ja deschitaconcentracdes de
glicose e de acetato foram utilizadas segundo M@O&, (2013).

Em cada frasco, foi determinada a densidade c&olarzamara de
Neubauer no tempo @Pe ao final da suposta fase exponencia), (@l
como definido nos experimentos iniciais de cresnimesob condicéo
fototrofica (veja acima). A relativa taxa de cresento foi gerada pelo
aumento da porcentagem da densidade celular

(Cel.mL%) ao longo do tempo de incubacéo, de acordo com a E
2, onde @ é a densidade de células no momento inicied ®densidade
celular ao final e Te é o tempo decorrido (diasgtaEequacao foi
modificado por KAIN (1987) e é normalmente usadaestimativa das
taxas de crescimento de macroalgas utilizando @ g&=0, mas foi aqui
adotada para a utilizacdo da densidade celulaiaeatgas, substituindo
a equacao de crescimento exponencial, essencigmperque os dados
de densidade de células estavam disponiveis apenakio e no fim da
experiéncia. Gerar uma curva de crescimento cormsddidrios é dificil
em culturas axénicas por causa da exigéncia decBamdiaria para
amostragem que poderia causar contaminagao.

% incremento = 100[/Do)t — 1] (2)

Amostras dos tratamentos Foto, Mix-Glu, Het-Acetd&t-Glu
foram coletadas no final do experimento para asisesamorfoldgicas
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por citometria de fluxo (tamanho, complexidade peessenca de lipidios
neutros), microscopia de luz (ML), microscopia cwmal (MC), e
microscopia eletrénica de transmissao (MET). Qatreento Mix- Acet
nao apresentou crescimento, tornando impossivelabizacao dessas
analises.

4.2.4 Extragdo de lipidios e andlise de &cidos graxos

O teor de 6leo e o perfil de 4cidos graxos foraterd@nados na
condicao fototréfica padréo descrito acima. Asiaaélforam realizadas
na fase de crescimento exponencial e estaciotarieomo definido de
acordo com as curvas descritas na se¢édo “Padréamesi@mento de€.
acidophilaLAFIC-004 em diferentes condi¢des de cultura” xf&a&gao e
a determinacédo do teor de lipidios foram realizgoasgravimetria de
acordo com a método de BLIGH & DYER (1959), utiiida 1 g de
biomassa liofilizada. A analise foi realizada eiplitata. Os 6leos foram
convertidos em ésteres metilicos de acidos gra¥sSME) por
aquecimento com BAMeOH, tal como recomendado pela metodologia
padrao AOCS (CHRISTIE, 1989). Os ésteres foramatdds com
heptano e secou-se sobre;8@ anidro. A analise cromatografica foi
realizada em um cromatégrafo a gas (CG) Shimadzwe@® plus,
equipado com um injetor automético COA 20i acopla@spectrometria
de massa (CG-EM). O método utilizado foi AOCS CeBAqAOCS
2006). As condicdes de aquecimento das ms DB5 adB® m x 0,25
mm x 0,25 um) foram 150 ° C (0,1 min) aqueciment®58 ° C (3 °
C.min-1) e, em seguida, continuando o aquecimeB®°aC.min-1 a 300
° C. No detector de massa, a temperatura da fenienizacdo (impacto
electrénico, El) e a temperatura da interface fo2&8M° C. O sistema de
injecao foi usada no modo de divisdo (1:5) a 25@&°@detector de massa
foi mantido no modo de varredura. Hélio foi utitwacomo o portador de
gas a uma taxa de fluxo de 1,0 mL.i®s padroes de éster metilico
(Sigma ©) foram injetadas juntamente com as angmgtra triplicata, em
aliquotas de 4L.

4.2.5 Andlise da morfologia celular

Para a andlise da morfologia celular, amostras svifgaam
analisadas e fotografadas em um microscépio ddueptcéncia
Olympus BX 41 equipado com um software 5.1 Pro Qreplo sistema
de captura de imagem. Para visualizag&o dos lpfiatros, as amostras
foram incubadas com vermelho do Nilo - VN (9-diédimyina- 5Hbenzo
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[a] fenoxazina-5-ona; Sigma-Aldrich, St. Louis, MQJA) diluidos em
DMSO (0,25 mg.mtl). Dez microlitros da solucdo estoque foram
adicionados a 2 ml da suspenséo de células, ndstyrar agitacdo em
voértex e, em seguida, mantidos no escuro duramar®0A fluorescéncia
do VN foi observada sob microscopia confocal deachrra a laser (Leica
DMI 6000 B) em 470 nm, excitacdo com espectro desiu de 530-630
nm (SALTPATI & PAL, 2014). A autofluorescéncia dobroplastos
foram observadas com laser a 488 nm de excitagdoespectro de
emissdo de 650-750 nm (ZITTAt al, 2013). Foram observadas e
fotografadas de uma a trés laminas de microscépioada tratamento
(replicata), totalizando 300 a 800 células anadisate cada frasco.

4.2.6 Deteccdo de lipidos, tamanho celular e complexidadeor
citometria de fluxo

Suspensdes de células de diferentes tratamentdsndon 16
cel.mL?! foram coradas com solugéo de VN de forma iguadiesrito
acima para a morfologia das células. A fluores@fuii obtida usando
uma excitagdo de 488 nm com um laser de argbn&n& de emisséo
foi medido em dois canais sob excitagcéo: fluoreseéfiontal (FSC -
Forward Scatter) e lateral (SSC- Side Scatteryé@srde detectores FITC
(fluorescéncia verde; 530/40 nm) e PE (laranjaréiacéncia; 580/30 nm),
indicativo de pigmentos (carotendides, clorofila)ligidios neutros,
respectivamente, nas células coradas com VN. Umateerde suspensao
celular sem a adicdo do corante

VN também foi analisada no citometro de fluxo peeatificacéo
e caracterizacdo das populacdes de células attavésdidas de tamanho
FSC (Forward Scatter) e complexidade SSC (Sidete®gaPara cada
caso, foram analisadas 200.000 células automatitemepelo
equipamento. A intensidade de fluorescéncia foresga em unidades
arbitrarias (u.a), e as imagens foram analisadésantdo o software
flowing ver. 2.5.1.

4.2.7 Analise da ultra-estrutura das células

A MET foi realizada de acordo com a metodologieBd#JZON
et al, (2005) e SIMIONIet al, (2014). As amostras foram fixadas com
2,5% de glutaraldeido em tampé&o de cacodilato die €61 M (PH 7,2)
durante 4 h a 4 °C. Em seguida, as amostras foreadas e lavadas
quatro vezes com tampéo de cacodilato de sodibMdH 7,2) durante
10 min. O material foi pdés-fixado com 1% tetroxide® dsmio (Os6) e
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tampéao de cacodilato de sodio 0.1M (PH 7,2) durariied temperatura
ambiente. Em seguida, trés lavagens de 10 minfosaia realizadas em
tampéao de cacodilato de sédio 0,1 M. Depois dasglens, as amostras
foram desidratadas em série crescente de aceton$30, 50, 70, 90, e
100%), 15 min cada passo. A Ultima série de 100%aaktona foi
realizada duas vezes. O material foi em seguiddradfo com resina
Spurr em série graduada de resina Spurr-acetoremtdiB dias, seguido
por duas infiltracdes com resina pura durante 12hfinalmente
polimerizada em estufa a 70 °C durante 24 h. Qe<aitrafinos (60 nm)
foram realizados com uma navalha de diamante eramitirotomo e,
subsequentemente, corados com acetato de uranifpi2® min e 1%
de citrato de chumbo, durante 10min. As secc¢demnfoobservadas
(fotografadas) em um microscopio eletrénico desinsinséo (JEM 1011;
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica doME / UFSC) em
aceleracao de 80 kV.

4.2.8 Analise estatistica

Os testes foram realizados utilizando triplicatesrap cada
tratamento. O uso de trés réplicas para ensaioestatepa provou ser
adequada em ensaios anteriores, uma vez que ddrfocem fase de
crescimento exponencial (condicdo saudavel), coanoofcaso dos
experimentos presentes, 0 que resulta em compartameprodutivel.
As médias e desvios-padrédo foram calculados pedostos tratamentos.
A comparacdo entre os tratamentos foram realizadiateste ANOVA
(p <0,05) e as diferencas significativas foram mhetgadas por uma
analise de variancia de acordo com teste de Tyke,05).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Padrédo de crescimento da cep@. acidophila LAFIC-004

Apoés isolamento e purificacao, a cepaacidophilaLAFIC-004
mostrou aclimatacéo rapida e crescimento satigfasdb condigbes de
laboratorio padréo. Treze curvas de crescimenidazbhestas condicdes
foram utilizadas para identificar os tempos aprados para as fases de
crescimento exponencial e estaciondria da cepa|d@ &

A fase exponencial durou até 13 dias apés a inggala a fase
estacionaria foi até 30 dias ap0ds a inoculagéo. kasa nesses dados, 0s
tempos tipicos para fases exponencial e estacioizéam definidos para
ser 12 e 30 dias, respectivamente. Nos optamogganros tempos mais
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longos obtidos (curva n. 13, Tabela 6), assumingoeajas caracterizam
melhor o estado bioquimico tipico das células nfessade crescimento.
Frascos da curva n°. 13 tinham um volume maiords00) e serviu para

se obter e caracterizar a biomassa da cepa entgdesgadréo. Taxa de
crescimento exponencial)(destas culturas foram ent&o calculadas com
os dados da densidade celular a partir dB&) € do 13°De) dias, com

10 dias de tempo decorrido (t). A média do valoapdoi de 0,49 did.
Vale ressaltar que o pH variou em média 0,3 unid@eeas nas culturas,
mesmo apos 30 dias de crescimento, o que indicapacidade de
tamponamento do acido (acido acético) pelo meicuttara.

Tabela 6 - Dados de crescimentoGldamydomonas acidophil2AFIC-004 em
meio acido modificado, pH 3,6 em condicdo fototrafi.: taxa de crescimento
em fase exponencial. EP: erro padrao da média.sTosl@&xperimentos foram
realizados em frascos de 150 mL com 3 a 5 repatie&eepto n ° 13, que foi
realizada em frascos de 5.000 mL para a producdiodeassa e determinagéo
do teor de lipidios e o perfil de acidos graxos.

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016

4.3.2 Crescimento de C. acidophila LAFIC-004 em diferentes
condicbes

Os experimentos de crescimento em diferentes ocbeslige
cultivo (fototréfico, mixotréfico e heterotréficdpram conduzidas até o
12° dia, assumindo que, pelo menos, o tratamemtdrdfico cresceria
exponencialmente, evitando assim a possibilidadexdesso de células
mortas. Os tempos de cultivo foram ajustados igeate para todos os
tratamentos para comparar a eficiéncia do cres¢tmen

O crescimento celular foi significativamente maiortratamento
Foto (% de incremento, 87,9), seguida por Mix-Gk6,5% de
incremento) apresentando diferenca significativieeeglies (p <0,05). O
crescimento em condicao heterotréfica foi baixgad%2de incremento)
sem diferenca significativa entre os tratamentos gticose (Het-Glu) e
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acetato (Het-Acet) (p> 0,05) (Fig. 10). Nenhum cireento foi
observado no tratamento Mix-Acet.

Figura 10 - Percentual de incremento das célulahteemydomonas acidophila
LAFIC-004 em condicdes fototrofica (Foto) e mixataf (Mix-Glu) com 1% de
glicose, heterotroficas com 1% de glucose (Het-Gdu)no tratamento
heterotréfico com 1% de acetato (Het -Acet). Letmadicam tratamentos
significativamente diferentes de acordo com o tdsteomparacdo mudltipla de
Tukey (média + DP, n = 3).

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016
4.3.3 Teor de lipidios e perfil de acidos graxos

C. acidophilaLAFIC-004 mostrou niveis relativamente altos de
producdo de lipidios, quando cultivada sob condigdiotrofica com
15,9% na fase exponencial e 54,6% na fase estaicidadia, mostrando
ter um bom potencial como fonte de lipidios (Fitj). O perfil de acidos
graxos mostrou diferenca consideravel entre astamsodas duas fases
de crescimento (Fig. 11). O acido graxo mais abuotedao 6leo obtido a
partir da fase exponencial foi o acido hexadecan{€l6: 0), com
46,2%, seguida por acido (Z) -octadec-9-endico (CIt&) e (E) -
octadec-11- endico (C18: 1T) com 31,4 e 14,7%,ecdsmmente. No
Oleo obtido a partir da fase estacionaria tardiper@entagem de acido
hexadecandico (C16: 0) diminuiu para 20,4%, enquapte (Z) -
octadec-9-endico (C18: 1c) apareceu como 0 maiscdanie, com
35,7%, seguido de (92, 12Z) octadeca-9,12-dienédoido (C18: 2) com
22,3% (Fig. 11). De um modo geral, em ambos oss¢ascacidos graxos
saturados e mono- ou di-insaturado foram mais itaptes.



72

Figura 11 - Perfis de acidos graxos da depmydomonas acidophilz2AFIC-
004 na fase de crescimento exponencial (12 diasy éase de crescimento
estacionaria (30 dias), em condicao fototroficatr@8 = acido graxos saturados
nao identificado (> 2%); Outros L = acidos graxesaiturados néo identificado
(> 2%); S Total = Total de acidos graxos saturadosacidos graxos insaturados
totais; teor de 6leo = conteddo total de Oleo. &@Bgens sao expressas como
média + desvio padrdo, n = 3.

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al, 2016
4.3.4 Morfologia celular

Quando analisadas por microscopia de luz, as céldia
tratamento- Foto d€. acididophila LAFIC-004 apresentaram forma
esférica com intensa cor verde e regibes vacuol&igs 12a). Essas
caracteristicas também foram encontradas nas sétatadas com Mix-
Glu (Fig. 12b). No tratamento Het-Glu, as célulasesentaram uma
coloracao esverdeada fraca, mas ha regides vaatdiatizFig. 12¢). No
tratamento Het-Acet, as células apresentaram aftesana forma e
pigmentacao (Fig. 12d).

Quando analisadas por microscopia confocal de duaraea laser,
células de ambos os tratamentos Foto e Mix-Glusaptaram intensa
autofluorescéncia dos cloroplastos (Fig. 12e,f).tfdtamento Het-Glu,
as células mostraram uma diminuicdo na autofluéresa (Fig. 12g), e
no tratamento Het-Acet, as células apresentararsapamu nenhuma,
autofluorescéncia (Fig. 12h).

Por microscopia confocal de varredura a laser,laglvivas
tratadas com Foto e Mix-Glu e marcadas com VermahoNilo
apresentaram pontuac¢des amareladas, marcandadisslipeutros (Fig.
12i, j). Nos tratamentos Het-Glu e Het Acet, epsaguacdes ainda eram
visiveis, mas em menor numero (Fig. 12Kk, I).
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4.3.5 Deteccao de lipidios, tamanho da célula, e compldgide por
citometria de fluxo

Medidas de disperséo de luz de tamanho (FSC-Amplexidade
(SSC-A) das células de. acidophilaLAFIC-004 séo apresentadas na
Fig. 13a, b, respectivamente. Em relacdo ao tamdabaélulas, todos
os tratamentos apresentaram diferencas estatjstices em relagdo a
complexidade celular os tratamentos Foto e Mix-@&o apresentaram
diferenca significativa (p >0,05); no entanto, mgamentos Het-Glu e
Het-Acet foram significativamente diferentes. HdétrGe Het-Acet
apresentaram mudancas consideraveis na morfologiamplexidade
celular. Os tratamentos Foto e Mix-Glu apresentanama distribuicdo
heterogénea das células (Fig. 14) com tamanhoomédgjrandes e baixa
complexidade. As células tratadas com Het-Glu aptagam uma
distribuicdo mais homogénea em comparacdo com hdasédo
tratamento Foto, apresentando células de tamanhwmrme baixa
complexidade. Por outro lado, as células tratadam dHet-Acet
apresentaram alta complexidade em comparagdo conmout®s
tratamentos, e a maioria das células apresentaraemho pequeno (Fig.
14).
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Figura 12 -Chlamydomonas acidophilaAFIC-004, células em diferentes
condicdes de cultivo. Microscopia de L{@zd), confocal de varredura a laser da
autofluorescéncia dos cloroplastesh) e marcados com Vermelho do N{id).

As Células apresentaram coloracdo esverdeada corega®es do vacuolo
evidente em condigbes fototréfica (Fofa) e mixotrofica com 1% de glicose
(Mix-Glu) (b), enquanto na condi¢do heterotrofica com 1% deogki¢Het-Glu),

0 numeroe o tamanho das células apresentaramisades(c), juntamente com

a auséncia de pigmentacdo em células do tratarhetéootréfico com 1% de
acetato (Het-Acet)d). A autofluorescéncia dos cloroplastos (vermelhwm) e
fototrdéfico (e) e células Mix-Gluf) apresentaram intensa fluorescéncia com as
estruturas dos cloroplastos intactos. No tratameétetGlu, os cloroplastos
estavam granular com autofluorescérigi enquanto que no tratamento Het-
Acet, as células apresentaram pouca fluorescémciAtravés da coloragcdo com
o Vermelho do Nilo (amarelo) as células do trataméwtotréfico(i) e Mix-Glu

(), apresentaram pontuacdes amarela (pontas deesgjagnto nos tratamentos
Het-Glu (k) e Het-Acef(l) essas pontuacdes sdo reduzidas.

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016
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Figura 13 - Citometria de fluxo de células vivas agpaChlamydomonas
acidophilaLAFIC-004.(a) O FSC-A (intensidade de fluorescéncia, referinglo-s
o tamanho das célulagh) SSC- A (intensidade de fluorescéncia, referinda-se
complexidade celular); d€. acidophila- LAFIC-004 células em condi¢des
fototrofica (Foto) e mixotréfica (Mix-Glu) com 1%edylicose, mixotréfica com
1% de acetato (Mix-Acet), heterotréfica com 1% decgse (Het-Glu), e
heterotréfica com 1% de acetato (Het-Acet). Asaketmdicam tratamentos
significativamente diferentes de acordo com o tdsteomparacdo multipla de
Tukey (letras diferentes sao significativamenterdifites a P <0,05) (média +
DP, n = 3).

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016

O VN foi eficiente para a coloracdo dos pigmentekilares,
mostrando significativas diferen¢cas quando analisadravés do canal
FITC (Fig. 15-a). O tratamento Foto apresentou smatensidade de
fluorescéncia, seguido por Mix-Glu. O tratamentad-Beet apresentou a
menor intensidade de fluorescéncia. Estes resgltasi@io relacionados
com os dados de densidade celular, que revelour naaimento no
tratamento Foto, seguido do Mix-Glu. Os lipidiositnes, representados
pela intensidade de fluorescéncia nos tratamentosaros com VN e
analisados através do canal PE, ndo mostraranewiifes significativas
entre os tratamentos Foto e Mix-Glu em contrastem @nbos o0s
tratamentos heterotréficos (Fig. 15b). Entre dsin@ntos heterotréficos,
Het-Glu apresentou maior fluorescéncia em relagiapesentado no
tratamento Het-Acet (Fig. 15b).
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Figura 14 - Citometria de fluxo de células vivas agpaChlamydomonas
acidophila LAFIC-004. Grafico de dispersédo - tamanho cel{8C-A) vs.

complexidade celular (SSC-A) de células @e acidophila LAFIC-004 em

condicdes fototrofica (Foto) e mixotrofica (Mix-Glicom 1% de glicose,
mixotrofica com 1% de acetato (Mix-Acet), heteréitd com 1 % de glicose
(Het-Glu) e heterotréfico com 1% de acetato (Heg#hc

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016

Figura 15 - Citometria de fluxo de células vivas agpaChlamydomonas
acidophilaLAFIC-004. (a) FITC-A - VN (células marcada com Vermelho do
Nilo - sinal de fluorescéncia 530 / 40nm), FITC@lllas ndo marcadas - sinal
de fluorescéncia 530 / 40nn{l) PE-VN (células marcadas com Vermelho do
Nilo - sinal de fluorescéncia 580 / 30nm- referirmoaos lipidios neutros), PE-
A (células ndo marcadas - sinal de fluorescéncla /580nm), nos seguintes
tratamentos: fototrofico (Foto), mixotr6fico com 1éfe glucose (Mix-Glu),
heterotréfico com 1% de glucose (Het-Glu), e hetéfico com 1% de acetato
(Het-Acet). As letras indicam tratamentos significamente diferentes de
acordo com o teste de comparacao multipla de Tilatsas diferentes sao
significativamente diferentes a P <0,05) (médiaP; b = 3).

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016
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4.3.6 Ultra-estrutura celular

Quando observados por MET, as células do tratankaitodeC.
acidophila LAFIC-004 mostraram uma estrutura tipica de
Chlamydomonadaceae com um cloroplasto ocupandoi@ perte do
volume celular e tilacoides alongados em gruposéteou quatro (Fig.
16a, b). Dentro do cloroplasto, foi possivel obaerw estigma, uma
regido de concentracdo de carotendides (Fig. h6a),como um grande
pirendide rodeado por grdos de amido (Fig. 16d&mAbisso, varios
corpos lipidicos com pontuacdes elétron-densasfépeds foram
visualizadas (Fig. 16e, f).

As células do tratamento Mix-Glu apresentaram targsticas
semelhantes ao tratamento Foto, com cloroplastpamtlo quase todo o
volume celular e a presenca de alongados e orgirsizéacoides, com
pirendide evidente e estigma (Fig. 17a-d). Os gd#oamido dispersos
dentro do cloroplasto foram observados em maiomtiplede em
comparacgédo com o fototrofico (Fig. 17e). Além djssocorpos lipidicos
foram visualizados em maiores quantidades nedteresmto, mostrando
também pontuacgdes elétron-densas periféricasFa.

No tratamento Het-Glu, as células apresentaramafalterada,
confirmando observa¢gBes da microscopia de luz, mastendo a
organizacdo das células com visiveis membranastitzu®ides do
cloroplasto (Fig. 18a, b). A diminuigdo no nimer@manho dos graos
de amido foram observados ao redor de todo o piten&ig. 18b, c),
bem como um aumento de pontuacg@es elétron-densasrpaos lipidicos
(Fig. 18d).

No tratamento Het-Acet, mudancas bem acentuadastnsura
das células podem ser observadas (Fig. 19a). &@9itles apareceram
degenerados em toda a célula (Fig. 19b, c), e apalgans corpos
lipidicos e grdos de amido foram observados. Alésaogd pontuagdes
elétron-densas apareceram dentro do pirendide,ctedsdica néo
observada nos outros tratamentos (Fig. 19d).
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Figura 16 - Microscopia Eletrénica de TransmissaocdpaChlamydomonas
acidophib LAFIC-004 ap6s 12 dias de cutivo no tratamentotfofico (a,f); As
células apresentaram cloroplasto ocupando toddumeocitoplasmaticda, b)
com presenca de estigit@ e pirendidgd) cercado por gréos de amido e varios
corpos lipidicos(e) com pontuagfes elétron-densas no interior dastests
(setas)f). Cloroplasto (C) pirendide (P), corpos lipidic8), graos de amido
(S), flagelo (F), Estigma (ST).

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016

Figura 17 - Microscopia Eletrbnica de TransmissaocdpaChlamydomonas
acidophilaLAFIC-004 apés 12 dias de cultivo no tratamentaatmbfico com
glicose (Mix-Glu)(a, f). Células caracteristicas com presenca de graasik®

no cloroplasto(a, b) pirenéide(c) e estigma(d); Estrutura dos tilacdides com
presenca de grdos de amif@); Observa-se o aumento do ndmero de corpos
lipidicos com estruturas elétron-densas (s€fasEloroplasto (C) pirenéide (P),
corpos lipidicos (LB), grdos de amido (S), Estidiiaa

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016
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Figura 18 - Microscopia Eletrénica de TransmissaocdpaChlamydomonas
acidophilaLAFIC-004 cultivadas apdés 12 dias no tratamenteroéréfico com
glicose (Het-Glu)a-d). Células com presenga de cloroplasto ocupando imeno
volume celular, mas com tilacoides caracterist{@p®); Pirendide com alguns
graos de amido e tilacoides visiveiy; Corpos lipidicos com aumento de
pontuacBes elétron-dens@h. Cloroplasto (C) pirendide (P), corpos lipidicos
(LB), graos de amido (S).

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016

Figura 19 - Microscopia Eletrdnica de Transmiss&@ Qhlamydomonas
acidophila estirpe LAFIC-004 ap6s 12 dias em tratamento betificos com
acetato (Het-Acetfa-d). As células com estrutura alterada do cloropléstb).
Detalhe dos tilacoides desintegradg$ Pirendide com pontuacdes elétron-
densas no interiqd). Cloroplasto (C) pirendide (P), corpos lipidichB), graos
de amido (S).

Direitos autorais

Fonte: Souza, L. &t al 2016
4.4 DISCUSSAO

C. acidophilaLAFIC-004 foi facilmente cultivada sob condicdes
fototroficas quando mantida em meio de cultura pbtrsemelhante ao
encontrado no seu ambiente original (2,5-3,8).x& e crescimento nas
condi¢bes padréo definida (média 0,49 dia-1) fosamelhantes a outras
cepas deC. acidophila que variavam de 0,32-0,88 di§GERLOFF-
ELIAS et al, 2005; CUARESMAet al, 2006; TITTELet al, 2005).
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Como ja foi relatado por varios autores, o estrpez@movido pela acidez
extrema resulta em alto consumo de energia, umgueas microalgas
acidofilicas tendem a manter ativamente quase meupH intracelular,
apesar dos valores externos (GERLOFF-EL®ASIL, 2005). Além disso,
um pH altamente acido, limita severamente a difladade do carbono
inorganico (CO2) (TITTELet al, 2005). A manipulacdo das condi¢Ges
de cultivo (irradiancia, balanco/ aeracdo, suprimede carbono)
provavelmente produz um aumento na taxa de crestom@onsiderando
0 potencial biotecnolégico dessa espécie em bieudeagao
(NISHIKAWA et al, 2003) e producao de lipidios (LANGNER al,
2009), as condic¢des de cultura alternativa tendaom@entar o potencial
e a taxa de crescimento podendo contribuir paradahilidade de
aplicagbes comerciais.

No presente estudo, avaliou-se o0 crescimento e malgu
caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas da ¢&pacidophilaLAFIC-
004 cultivada em diferentes condicdes de cultivatofféfico,
heterotrofico e mixotréfico), com a utilizacdo degse e acetato como
fontes de carbono organico. Varios autores relatapze as condi¢cdes de
cultivo heterotréfico e mixotréfico séo boas estgis para aumentar as
taxas de crescimento e o teor de lipidios em migasa MOONet al,
(2013) verificaram queéChlamydomonas reinhardt@épresentou maior
crescimento em condi¢cdes mixotréfica usando 1% cktatd, mas
nenhum crescimento foi verificado para a espécie @mndicdo
heterotréfica. DOEBBEet al, (2007) demostraram que a absorcdo da
glicose entC. reinhardtii € limitada pela auséncia de transportadores de
glicose. Entretanto, outras cepas @e acidophila apresentaram um
crescimento satisfatorio em condicdes mixotréficamc glicose
(SPIJKERMAN, 2007), indicando que a capacidade patiizar
diferentes fontes de carbono organico varia deffitrggénero e mesmo
entre diferentes cepas da mesma espécie. No erdan&or crescimento
e producéo de lipidios pa€a acidophilaLAFIC-004 foram observados
em condicao fototréfica. As células cultivadas aessdicdo mostraram
integridade e estrutura intracelular normais. Aldisso, uma intensa
fluorescéncia da clorofila foi detectada por metardcroscopia confocal
e citometria de fluxo, indicando alta atividadeofistintética.

As células no tratamento Mix-Glu apresentaram tertsticas
morfofisioldgicas e ultra-estruturais semelhantesl@ tratamento Foto.
A quantidade de corpos lipidicos foi equivalentemc populacéo
heterogénea, apresentando tamanho celular difeneai® com menor
taxa de crescimento. Esta inferior taxa de crestionedo esta de acordo
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com estudos anteriores, or@deacidophilaapresentou maior crescimento
na condicao mixotrofica (TITTEEt al, 2005).

A heterogeneidade da populacéo celular €, semal(régthcionada
com o ciclo reprodutivo do géne@hlamydomonasjue dispde de varios
tipos de células com diferentes tamanhos e estigjtincluindo células
jovens, células maduras, gametas, zigotos e zaispdARRIS, 2009).
A reproducéo sexual e@hlamydomonaspp. € induzida principalmente
pela falta de nitrogénio. Em culturas de laboratédasta condicdo é
geralmente observada no final da fase de cresainespbnencial, a fase
em que foram analisadas as culturas do presentdoegior ambas as
analises (citometria de fluxo e ultra-estrutura)ssitn, a maior
heterogeneidade da populacéo visto nos tratamEatoe Mix-Glu pode
ser explicado pela maior diversidade de tipos dela resultado da
reproducdo sexual. No tratamento Het-Glu, por sgaarhomogeneidade
relativa da populagdo celular indica falta de rdpgéo sexual,
provavelmente por causa da condicdo de escuro, wemraque a
gametogénese neste género € dependente, ou, pas, faxilitada por
luz (SAITOet al, 1998).

A expectativa era que o tratamento Mix-Glu aprezssg maiores
taxas de crescimento que o tratamento Foto, umagueza glicose
representa uma fonte adicional de energia e carbtssm seria
especialmente vantajoso em ambientes extremamecittbosa em
consequéncia do GQimitado, mas essa situacao nao foi verificada em
nossos resultados. NOs selecionados trés possiy#lisacoes para esses
resultados aparentemente contraditérios: (a) ircidpde de absorver
glicose, (b) taxa de crescimento regulada, e (r)emies desequilibrados
em meios de cultura com uma alta concentracdo deoma em
comparacdo com nutrientes inorganicos, tais conmu ¥. A primeira
explicacdo pode ser refutada, uma vez que vartad@s mostraram que
C. acidophila bem como outras espécies do género, podem absorve
assimilar glicose (BISSINGERet al, 2000; TITTEL et al, 2005;
SPIJKERMAN, 2007). Além disso, o tratamento Mix-Glpresentou
maior quantidade de amido do que o tratamento Faigerindo a
participacdo da glicose na sintese do presentefordd armazenamento.
Esta evidéncia refuta a primeira explicacao.

Em relagédo a regulacdo da taxa de crescimento, adpiectos
devem ser considerados. Em primeiro lugar, estacesg extremdfila.
Tais espécies séo tolerantes a condigbes ambiertegsnas e evoluiram
para crescer em um desses regimes, sem ter pratitaicompetidores
(SECKBACH & OREN, 2007). Essa condi¢ao elimina aassidade de
altas taxas de crescimento, permitindo a utilizag&oenergia para
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manutencdo, em vez de crescimento (por exempleratocondi¢cbes
extremas). Em segundo lugar, a abundancia de glpoderia reduzir a
expressdo de genes (enzimas e transportadores)lvidngo na
fotossintese na fase clara. Como resultado, emigdgandixotréfica, a
cepa pode estar apenas crescendo, principalmegite,cpnsumo da
glicose, mesmo na presenca de luz. Ainda queeésise da glicose tenha
sido relatado numa ampla gama de algas e planpasictes (JANG &
SHEEN, 1994), ndo foi mencionado em outros esta@osrescimento
mixotrofico paraC. acidophila

A terceira explicagéo considera a possibilidadgu a reducdo
do crescimento em condi¢cBes mixotrofica estd asdach elevadas
concentracdes de carbono em relagdo ao meio, ponpdx, elevada
razdo C/N a partir da glicose. Isto pode ter odirana restrita de
crescimento equilibrado da cepa que em seguidamdsp com maior
acumulo de produtos de armazenamento (amido) ao dlegcrescimento/
reproducdo. Na verdade, a presenca de glicosetarcuia da sintese de
amido uma vez que a glicose é diretamente fosflarifgela glicose-6P e
subsequentemente polimerizada, durante a via dfitctrcom fonte de
carbono inorganico (C£p o ciclo de Calvin devera ocorrer antes para
produzir glicose. Neste caso, a suplementacao atmemtes inorganicos
provavelmente resultaria em maior crescimento ndicdo Mix-Glu. Os
estudos sobre a expressao de genes relacionadas roetabolismo séo
necessarias para explicac6es definitivas dessaiggeque vao além do
ambito do presente trabalho.

De acordo com o tratamento Het-Glu, a populagéocétidas foi
mais homogénea e de tamanho pequeno, apresentaiotantes
mudancas intracelulares, com baixa pigmentacacer@sgranulos de
amido. Esse parece definir o cendario de baixo,emhum, crescimento,
por sua vez, ameagando a sobrevivéncia. Tambéificagque a glicose,
provavelmente, néo foi usada como fonte de en@@ia esta cepa na
condicdo de escuro. Portanto, a sobrevivéncia néstEmento
provavelmente resultou em reservas intracelulatisseates. Por sua vez,
iISSO sugere que a menor quantidade de amido nenpedsatamento pode
estar relacionado com o consumo e a inativacéo imtese como
consequéncia da condicdo de escuro. O primeiroopdassintese de
amido no plastidio é a catalisagdo por ADPglucosefgsforilase
(ATPase), que converte a glicose-1-fosfato e ATia paADP-glicose e
a PPI, que, em seguida, inicia a polimerizacdomaid@ (Kolbeet al,
2005). A ativacao redox da ATPase necessita dorpedator que vem
a partir da fase clara das reagdes da fotossi(B&eHANAN, 1980).
Isso explicaria o bloqueio da sintese, na auséieciaz.
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O acetato foi a fonte de carbono que mais provattaracoes
celulares. O tratamento Mix-Acet causou a mortalae enquanto no
tratamento Het-Acet, as células apareceram sevatanuanificadas.
PIRASTRUet al, (2012) demonstraram que o crescimento da mgaoal
verde Scenedesmus .sgem baixa luz com acetato (60-120 mM)
apresentou diminuicdo do contéudo de pigmentosocoitegnte com o
declive do transporte de elétrons do PSIl para BP8l.nosso estudo, o
acetato também afetou a atividade fotossintétiomocobservado por
citometria de fluxo e mudancas nos tilacéides, caheervado em
imagens do MET. A ruptura das membranas interrdisarclaramente a
toxicidade do acetato nas condi¢des testadastddtidade deve estar
relacionada com pH &cido do meio de cultura utlizano presente
estudo. CHEN & JONHNS (1994; 1996) chamaram a atermpara a
toxicidade do acetato na sua forma nédo dissoc@daag predominante
em pH abaixo de 4.8. Estes autores relataram gueentracdes
superiores a 0,4 gllde acetato inibiram o crescimentoGlereinhardtii

A inibicdo do crescimento celular por acetato azopor
interferéncia quimica do transporte de membran&osfato, que pode
resultar em mais gastos de ATP, causando a rugasamembranas
celulares e alteragdes na morfologia da célula, lwemo células
irregulares e alongadas. Entretanto, MO&I4l, (2013) verificaram que
C. reinhardtiicresceu com acetato em condi¢des de pH mais elevad

Finalmente, é importante mencionar que algumasoaigas séo
fototroficas obrigatdrias, pela falta de mecanisdeo transporte para
absorcdo eficiente de fontes de carbono organicoan@b estes
transportadores séo introduzidos, as células spazea de crescer
heterotroficamente (CHEN & CHEN, 2006; DOEBEE al, 2007).
Contudo, algumas espécies de microalgas, tais c@upaliella
tertiolectae Prymnesium parvupsdo incapazes de assimilar a glicose,
apesar de possuir as enzimas necessdrias para metabolismo
(NEILSON & LEWIN, 1974). Da mesma forma, as causis
crescimento fotoautotréfico obrigatério tém siddbatidos a percursos
incompletos no metabolismo de carbono centraltaivgz, a auséncia de
reagcOes enzimaticas (CHEN & CHEN, 2006). Estasatestas levaram
a uma maior compreensao da gendémica de microatgékima década
(RADAKOVITS et al, 2010), resultando na publicagdo de sequéncias
gendmicas para algumas espécies de microalgaarexzsmhdo assim as
suas vias metabdlicas (ARMBRU®T al, 2004; NOZAKIlet al, 2007,
BOWLER et al, 2008; BLANcet al, 2010; PROCHNIKet al, 2010).
No caso da cepa aqui estudada, nenhuma evidéntieufza sugere a
auséncia desses transportadores e enzimas.
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A analise lipidica deC. acidophila LAFIC-004 em condicéao
fototrofica apresentou teor de 6leo de 15% na éxg®nencial, que é
considerada um resultado razoavel para uma cepaid@aeem meio
acido. O rendimento déhlamydomonaspp. em geral, é cerca de 20%
de lipidios em peso seco (DW) (WAN#Bal, 2009; WORKet al, 2010;
MOU et al, 2012). Quando os cultivos da nossa cepa foramticas até
a fase estacionaria tardia, o teor de Oleo atingiu valor
surpreendentemente elevado de 54%. Este aumenfoofavelmente
relacionado com a falta de nutrientes inorgani@osaio de cultura, um
fendmeno comum em cultivos em fase estacionariaCErainhardtii a
espécie mais estudada do género, este valor teadmentar até 46%
com deficiéncia de nitrogénio ou em mutantes emagsietese de amido
foi inibida (WANG et al, 2009; Llet al, 2015). Valores semelhantes
foram obtidos com estresse de NaCl @mlamydomonas mexicana
(SALAMA et al, 2013). Essas condicdes de stresses podem geidas
em cultivos, ou podem ser realizadas em célulafaeende crescimento
estacionaria que apresentam uma tendéncia em arandgsdios por
causa da limitacdo de nutrientes ou outros recursos

O consenso na literatura afirma que uma microadya groduzir
pelo menos 40% da biomassa seca em lipidios pacdssiderada boa
produtora (CHISTI, 2013). Para producéo de biodlidsealta qualidade,
por exemplo, lipidios neutros compostos de acidexay saturados,
especialmente C16: 0 e C18: 0, sdo desejados lindipassando 12% de
acidos graxos insaturados (ElBLal, 2014). EnC. acidophilaLAFIC-
004, a percentagem de acidos graxos saturadosuilinde 49,12% na
biomassa em fase exponencial para 33,74% na biamaasfase
estacionaria. Além disso, entre os acidos graxsagumnados, a maior parte
foram monoinsaturados C18: 1 (35,7%) e di-insatsatil8: 2 (22,3%),
0 qual ndo compromete a qualidade do éleo paiaagiio em biodiesel,
como seria 0 caso para acidos graxos poliinsatar@l8L et al, 2014).
Estes dados sugerem um potencial consideravepidib da cepa, tanto
para a producdo de biodiesel ou outros usos. &fstefreforcado se for
levado em consideracdo que a cepa pode ser caltvadirenagem 4cida
de &aguas residuais do tipo de mineracdo de caAM), em que a
microalga poderia provavelmente executar biossateduetais pesados,
como um beneficio adicional.

A partir dos resultados do presente estudo, poderseuir que a
cepa acidofilicaC. acidophila LAFIC-004 é uma boa produtora de
lipidios neutros e tem um perfil de acidos graxdegaado para a
producdo de biocombustiveis. A melhor condicdo gamucio de
lipidios foi encontrada no cultivo fototréfico atdéase estacionaria tardia.
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Cultivos em condi¢des mixotrofica e heterotréfiomalicose a 1%, nao
resultaram em qualquer aumento significativo deaireento, e o acetato
é provavelmente téxico devido ao pH baixo no me@udltivo. Ajustes
na concentracdo de nutrientes inorganicos poderanteaimente,
melhorar o desempenho da cepa em condi¢6es mixatsafom glicose.
Finalmente, considerando Qe acidophilaLAFIC-004 cresce bem em
aguas acidas residuais ricas em metais pesadastarésticas tipicas de
drenagem &cida de mineracdo, um duplo beneficie padalcancado em
um futuro cenario de luxo pelo qual a biomassa sdja produzida,
enquanto séo remediados residuos de metais pesados.
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5 ARTIGO - CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA,
ULTRAESTRUTURAL E PRODUCAO DE LIPIDIOS E
CAROTENOIDES DA CEPA Parachlorella kessleri LAFIC 006
EM DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO

Parachlorella kesslerLAFIC 006 é uma microalga verde isolada
de efluente doméstico. No presente trabalho, egta i cultivada em
meio BBM (pH 7), sob condicdes fototréfica, mixdicd, e heterotrofica
para determinar a melhor condi¢éo de crescimeptoducao de lipidios
e carotendides, simultaneamente, avaliar possivaleracdes
morfolégicas e ultra-estruturais nas células. Nastainentos
heterotréfico e mixotréfico, duas fontes de carbamgéanico foram
testados: 1% de glicose e 1% de acetato de sodimidr produtividade
de biomassa seca foi verificada em condi¢éo mifior@éom glicose (1,8
g.L%). A glicose na presenca da luz resultou em um atovsgnificativo
na producdo de biomassa, diferente da condicdaotréfica que foi
semelhante a condicdo fototréfica. O teor de lggdsob condi¢éo
fototrofica e mixotréfica com glicose foi relativamte baixo (8,5%, 6%),
respectivamente. O maior teor de lipidios foi vesifio no tratamento
mixotréfico com acetato (17,8%). Baseado na mogialaelular (por
citometria de fluxo e microscopia de luz) e ulttadsra (microscopia
eletrbnica de transmissao), caracteristicas difeseforam observadas
nos tratamentos com glicose e acetato, evidenciamdtos grdos de
amido e corpos lipidicos com coloracéo elétron-detiferenciada entre
os tratamentos. As condigbes mixotréfica (com &ceta glicose) e
heterotrofica com acetato resultaram em maior gr@owe biomassa
seca, lipidios neutros e carotendides. Pode-seluiorque a cepa
apresenta rusticidade (baixa exigéncia), cresceadp condicoes
mixotréfica e heterotréfica consumindo compostosganicos e
inorgéanicos. Considerando a capacidade da cepaesieec em efluentes
domésticos poderiamos no futuro alcancar um cerideal onde a
biorremediacéo do efluente e a producéo de compasimo lipidios e
carotendides ocorreriam simultaneamente.

5.1 INTRODUCAO

As microalgas atualmente sdo consideradas uma denémergia
sustentavel promissora, devido a capacidade demalkgjuespécies
acumularem grandes quantidades de lipidios pararodugdo de
biocombustiveis (XUet al, 2006; LIANG et al, 2009). Além disso, a
possibilidade de aumentar a producdo de compostiGyea da
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otimizacdo das vias metabdlicas, é de grande vamtatprnando as
microalgas organismos com grande potencial biotégitm. Estudos
demonstraram que a viabilidade econbmica globalpdmiucdo de
biocombustiveis a partir de microalgas baseia-secipalmente na
identificacdo e otimizacdo de cultivos de espécawopriadas
(PROMMUAK et al, 2013).

A utilizacao de microalgas também pode ser umadgrastratégia
no ponto de vista ambiental e econémico, ondeegtiatdo da producao
de coprodutos como biocombustiveis ou pigmentcartir pla biomassa
oriunda da biorremediacao, resultaria em um dupetebcio (MATA et
al., 2010; MOHANEet al,, 2015).

Entre a grande diversidade de microalgas, o gébblarella se
destaca por apresentar diversas espécies com dageale duplicar-se
com muita velocidade, além de possuir um elevadode proteinas e
apresentar todos o0s aminoacidos essencfaigaroteno, minerais,
carboidratos, &cidos graxos e vitaminas do compEx€ e E, entre
outros, sendo muitas espécies do género consigeraiedgrande valor
nutricional (KAY,, 1991, BORZANEt al, 2001).

As espécies do génerGhlorella sdo tipicamente esféricas,
pequenas com diametro que varia de 2 a 10 um ecasféndo mdveis,
unicelulares com um unico cloroplasto e paredelarehemiceluléticas
rigidas (SAFlet al, 2014). Uma das principais espécies cultivad@s é
vulgaris devido a sua resisténcia a condicfes adversagetiolores e
também a capacidade de respostas vantajosas feotmdicbes de
stresses, aumentando a producdo de alguns compibstasteresse
(PRIBYL etal, 2013). As vérias espécies@elorellasio geneticamente
semelhantes, entretanto, a composicao quimica pada de acordo
com as condic¢des de crescimento a qual elas s@stagpPor exemplo,
as espécies d€hlorella produzem diferentes quantidades de lipidios,
podendo variar entre 5 a 63 % de biomassa secaS{GHI2007;
GOUVEIA & OLIVEIRA., 2009). Recentemente, o géné&blorella foi
estritamente relacionado ao génevachlorella e tém atraido a atengéo
devido ao potencial para a producéo de triacilghise(TAG) e acidos
graxos de alto valor agregado ¢tlal, 2013).

Muitos estudos tém demonstrado diversas estratégasa
aumentar o teor de lipidios em microalgas, paditoénte sob condicbes
de stresse ou de privacdo de nutrientes. A redoggmivacao total da
fonte de nitrogénio no meio de cultura tem sido @staatégia bastante
utilizada, entretanto, dependendo da espécie poaleen 0 aumento de
carboidratos em vez de lipidios (Et al, 2015). Esforcos tem sido
realizado explorando a engenharia genética e nleatte microalgas,
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com o objetivo de estimular a biossintese dos acigoaxos
(RADAKOVITS et al, 2010).

A flexibilidade metabdlica que algumas espéciesnilroalgas
apresentam também é uma grande estratégia pamsemtuda producao
de metabdlicos. Muitos estudos apontam @inorella spp. possui a
capacidade de crescer no escuro, se suplementadamizs de carbono
organico (Llet al, 2007; LIANGet al, 2009; LIUet al, 2014). Outros
autores afirmam, ainda, que suas taxas de cregcirs@no mais altas sob
condicBes heterotroficas do que sob condi¢Besrafitats (LIANG et
al., 2009; LIUet al, 2014). Algumas microalgas também crescem em
condicbes mixotroficas, que € uma variante da gdiodheterotrofica,
onde o CQ e o carbono orgénico sdo simultameamente assorilad
ambos 0s metabolismos respiratério e fotossintétiaperam
simultaneamente (CHEN, 1996; PEREZ-GARG®al, 2011). Muitas
pesquisas tem relatado o aumento significativdpddids, carotendides
e carboidratos em algumas espécies de microalgas cntiivos
mixotréfico e heterotréfico (LIANGet al, 2009; LIU et al, 2011;
LIANG, 2013; LIU et al, 2014). Entretanto, o crescimento e a
composi¢cdo bioquimica de microalgas é resultadenttaacéo entre
fatores bidticos e abioticos, e pela natureza da eapécie algal (MIAO
& WU, 2004).

Hé& dois grandes grupos de lipidios sintetizadoaspedicroalgas:
0s polares e 0s neutros. Enquanto os lipidios gmlafio 0os principais
componentes de membranas biolégicas, 0s neutrossistam
principalmente  de triacilglicerol (TAG), esterdis, ésteres,
monoacilglicerol (MAG) e diacilglicerol (DAG), e sdrequentemente
armazenados em corpos lipidicos citosolicos (HARVO£ JONES,
1989; Ll et al 2010). Os lipidios neutros, triacilglicéridos (GA séo
compostos ricos em energia que podem ser convertidm
biocombustiveis (RADAKOVITt al, 2010). A extracdo de lipidios e a
determinacdo da percentagem de lipidios neutros d&fi® passos
importantes para producdo de biodiesel, além dgemn para melhores
linhagens (LEEet al, 1998). Portanto, a detec¢éo rapida de produrcao i
situ de lipidios neutros é um desafio atual. Untergditiva rapida e facil
para rastrear os teores lipidicos das microalgasoénbinacéo da técnica
de citometria de fluxo com o marcador Vermelho dio.NEssa técnica
tem sido utilizada por varios grupos de pesquisa paarcar corpos
lipidicos neutros em microalgas em combinacao dfeneshites solventes
organicos (MONTEIRGet al, 2011; GUZMANet al, 2012; CIRULIS,
et al, 2012; ROLEDA gt al, 2013; SATPATIet al, 2014; WUet al,
2014).
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Reduzir os custos de producdo é extremamente iAgicepsira
viabilizar a producao de biocombustiveis a pagibibmassa microalgal.
Para isso é necessario ter o conhecimento da mogidolfisiologia e
bioguimica das microalgas, para a elaboracdo d&omedstratégia
visando o aumento do teor de lipidios por céluda biomassa. Contudo,
para muitas espécies informacdes sobre a reguldg&oprocessos
metabolicos relacionado a formacado e producaopittids sdo escassos
(PIENKOSet al, 2009, TRAINOR, 2009, IBYL et al 2012).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar as rstgofisioldgicas
e morfolégicas da cefarachlorella kesslerL AFIC 006 cultivada sob
condicdes fototréfica, mixotréfica e heterotréfi€ara tanto técnicas de
microscopia de luz, confocal, e eletrbnica de trassao, bem como a
citometria de fluxo foram utilizadas.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Cepa de microalga e condi¢des de cultura

A cepaP. kesslerfoi isolada do efluente da Estacdo Experimental
de Tratamento de Esgoto (ETE) localizada na Undede Federal de
Santa Catarina -UFSC (Floriandpolis, Santa CataBnasil) e mantida
na Colecdo de Culturas de Microalgas do LaboratddoFicologia
(CCM-LAFIC) da Universidade Federal de Santa CatafiUFSC). A
cepa foi cultivada em meio Bold’s Basal Medium (BBKbHP Q4 (0,075
g.LY, KHPQ.7H:O (0,175 g.t}), MgSQ.7H.O (0,075 g.bY),
CaCl2.2H20 (0,025 g:b), Na&EDTA (0,050 g.L'), NaCl (0,025 g.1%),
NaNG; (0,250 g.L%), KOH (0,0031 g.t), FeSQ.7H.0 (0,00498 g.t})
H.SQr (1,18 g.11), HsBOs (11,42 m g.t%), MnCh.4H,0 (1,44 m g.1),
ZnSQ.7H0 (0,882m g.t), Co(NG)2.6H0 (0,049 m g.t), MoOs
(0,71 m g.L1). O pH foi ajustado para 7, os cultivos foram rithot em
sala de cultivo com irradiancia de 5@mol.m?s! (lAmpadas
fluorescentes), fotoperiodo (12-12 h), e tempesatigr 22 + 2 °C. Estas
condic¢des de cultivo foram definidas como a coreBgde cultura padréo
para a cepa.

5.2.2 Crescimento de P. kesderi LAFIC-006 em diferentes
condicbes

Foram realizados experimentos para avaliar os/oglg comparar
as caracteristicas de crescimento da cepa sobc¢éesdfototrofica,
mixotrofica e heterotréfica. As condicdes de cualfioram: (a) fototrofica
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(Foto), condicdo padrdo descrito acima; (b) miXatodcom 1% de
glicose (Mix-Glu); (c) mixotréfico com 1% de acetgiMix-Acet); (d)
heterotrofico com 1% de glicose (Het-Glu); e (efehatréfico com 1%
de acetato (Het-Acet). Os testes foram realizado<iaco repeticdes
usando frascos de 250 mL contendo 150 ml de meaultigra estéril e
10 mL de in6culo axénico com densidade celulamiexdmadamente 4
x 1C° cel.mL™.

Os frascos do tratamento mixotréfico foram expostmsnesmo
fotoperiodo e irradidncia descrita na condicaotfofica. Os frascos do
tratamento heterotréfico foram selados com papehfiio. Todos os
cultivos foram iguais a condicdo padrdo ja deschitaconcentracdes de
glicose e de acetato foram utilizadas segundo aduktgia descrita por
MOON et al, (2013).

A estimativa da biomassa seca inicial e final foraalizas em
cada tratamento. A biomassa seca foi determinadgrpeimetria, onde
aliquotas de 30 mL no inicio (t0) e final (t7) deperimento foram
filtradas através de filtros de fibra de vidro (Whan® GF/C, 47 mm de
didmetro) previamente calcinados e pesados. Afilisagdo os filtros
foram secos em estufa a 60 °C até obtencéo decpestante. O calculo
da biomassa seca (Pmax, gdia?) foi obtida segundo a equacéo (1)
onde X é a concentracdo de biomassa {y.ho tempo t (dia), e Xa
concentracéo de biomassa (.lno tempod (dia) (SCHMIDELLet al,
2001). Amostras dos tratamentos Foto, Mix-Glu, Moet, Het-Acet, e
Het-Glu foram coletadas no final do experimentoapas andlises
morfolégicas por citometria de fluxo (tamanho, cterlade, e a
presenca de lipidios neutros), microscopia de Mk)( microscopia
confocal (MC), e microscopia eletrénica de transaus(MET).

P = (X - Xo)/(t) Q)
5.2.3 Extracdo de lipidios

A extracdo e a determinacdo do teor de lipidioanforealizadas
nos tratamentos Foto, Mix-Glu, Mix-Acet, Het-Glu Het-Acet por
gravimetria de acordo com a método de BLIGH & DYER®59),
utilizando-se 1 g de biomassa liofilizada. Amostomam coletadas no 7°
dia de cultivo (fase de crescimento exponenciadndo foi encerrado o
experimento. Todas as analises foram realizadds@ivata.
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5.2.4 Analise da morfologia celular

Para a analise da morfologia celular, amostras svifi@@am
analisadas e fotografadas em microscépio de epifieéncia Olympus
BX 41 equipado com um software 5.1 Pro Qcaptursistema de captura
de imagem. Para visualizagdo dos lipidos neutr®sanaostras foram
incubadas com Vermelho do Nilo - VN (9-diethylambtdbenzo §]
fenoxazina-5-ona; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUdiluidos em
DMSO (0,25 mg.mtl). Dez microlitros da solucdo estoque foram
adicionados a 2 ml da suspenséo de células, mistu@or agitacdo em
vortex e, em seguida, mantidos no escuro duranteniB@itos. A
fluorescéncia do VN foi observada sob microscoprdacal de varredura
a laser (Leica DMI 6000 B) em 470 nm, excitacdo amspectro de
emissao de 530-630 nm (SALTPATI & PAL., 2014). Addluorescéncia
dos cloroplastos foram observadas a 488 nm do ¢esexcitagdo com
espectro de emissdo de 650-750 nm (ZIT€Aal 2013). Foram
observadas e fotografadas de uma a trés laminascdascopio de cada
tratamento (replicata), totalizando 300 a 800 eél@nalisadas de cada
frasco.

5.2.5 Deteccdo de lipidos, tamanho celular, e complexidadpor
citometria fluxo

Suspensdes de células de diferentes tratamentdsndon106
cel.mL? foram coradas com solugdo de VN de forma semeihaat
descrito acima para a morfologia das células. Arélacéncia foi obtida
usando uma excitacdo de 488 nm com um laser daiardd sinal de
emissdo foi medido em dois canais sob excitacéordscéncia frontal
(FSC -Forward Scatter) e lateral (SSC- Side Sgatteavés de detectores
FITC (fluorescéncia verde; 530/40 nm) e PE (lardhjarescéncia;
580/30 nm), indicativo de pigmentos (carotendidémofila) e lipidios
neutros, respectivamente, nas células coradas ¢dnuha amostra de
suspenséo celular sem a adic&do do corante

VN foi também analisada no citometro de fluxo peeatificacéo
e caracterizacdo das populacdes celulares atravésedidas de FSC-
tamanho (Forward Scatter) e SSC - complexidadee (Schtter). Para
cada caso, foram analisadas 200.000 células autamante pelo
equipamento. A intensidade de fluorescéncia foresga em unidades
arbitrarias (u.a) e as imagens foram analisaddigamiilo o software
flowing.
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5.2.6 Andlise da ultra-estrutura das células

A MET foi realizada de acordo com a metodologieBd#JZON
et al, (2005) e SIMIONIet al, (2014). As amostras foram fixadas com
2,5% de glutaraldeido em tampé&o de cacodilato die €61 M (PH 7,2)
durante 4 h a4 ° C. Em seguida, as amostras fisxadas lavada quatro
vezes com tampéo de cacodilato de sodio 0,1 M (PJHdarante 10 min.
O material foi pos-fixada com 1% tetroxido de 6sf@0.) e tampao de
cacodilato de sédio 0,1M (PH 7.2) durante 2 h gptratura ambiente.
Em seguida, trés lavagens de 10 min cada foramadak em tampéao de
cacodilato de sodio 0,1 M. Depois das lavagensamagstras foram
desidratadas em série crescente de acetona v/8Q300, 90, e 100 %),
15 min cada passo. A Ultima série de 100% de aadtomealizada duas
vezes. O material foi em seguida infiltrado coninasle Spurr em série
graduada de resina Spurr-acetona, durante trés s#igaido por duas
infiltracdes com resina pura durante 12 h, e firait@ polimerizada num
forno a 70 °C durante 24 h. Os cortes ultrafin@sni®) foram realizados
com uma faca de diamante num ultramicrotomo e,esjuEntemente,
corados com acetato de uranilo 1% em 20 min e 1é#rdéo de chumbo,
durante 10 min. As secg¢Oes foram observadas eré&féatpas em um
microscopio eletrdnico de transmissdo (JEM 101bokatério Central
de Microscopia Eletronica do LCME / UFSC) em acaép de 80 kV.

5.2.7 Perfil de carotenodides

As amostras (0,1g — massa seca liofilizada) foramdgeneizadas
em 20 mL de metanol (100% P.A) e mantidas em rep@@min) no
escuro. Apos foram colhidos os sobrenadantes @adao mais 20 ml
de metanol e mantidos em repouso por 1 hora. Essegso foi repetido
por mais 2 vezes com repousos de uma hora cadated& o maximo de
pigmentos da biomassa. O sobrenadante recolhiderfitiifugado por 10
min a 4.000 rpm, com esferas de vidro para auxi@rompimento da
parede celular. Em pré-testes foram testados difssesolventes para a
extracdo, sendo que o metanol (P.A) mostrou o me#raimento para
a cepa. A quantificacdo foi baseado na curva pade®-caroteno (1-
50ug.mLty-0,055x; P- 0.999).

5.2.8 Andlise estatistica

Os testes foram realizados utilizando de trésaaiepetices para
cada tratamento. As médias e desvios-padroes foedonlados para
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todos os tratamentos. A comparacao entre os tratagi®ram realizadas
por teste ANOVA (p <0,05) e as diferencas significes foram
determinadas por uma andlise de variancia de aamdo diferencas
altamente significativas do teste Tukey (p <0,05).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Biomassa seca deP. kesderi LAFIC-006 em diferentes
condicdes de cultivo

A maior producgéo de biomassa seca foi encontradeataamento
Mix-Glu, ja no tratamento Het-Glu foi verificadangenor producéo de
biomassa seca, ndo apresentando diferenca signdipara o tratamento
Foto (Fig.20). Os tratamentos com acetato (Mix-Azdiet-Acet) ndo
apresentaram diferencas significativas entre giZB).

Figura 20 - Biomassa seca (gdia) deP. kesslerinos tratamentos fototréfico
(Foto), mixotrofico com glicose (Mix-Glu), mixotrgb com acetato (Mix-Acet),
heterotréfico com glicose (Het-Glu), heterotréficom acetato (Het-Acet). As
letras indicam tratamentos significativamente @ifiées de acordo com o teste de
comparagdo multipla de Tukey (letras diferentes s#gnificativamente
diferentes a P <0,05) (média + DP, n = 5).

Direitos autorais

5.3.2 Teor de lipidios

Os tratamentos Het-Acet e Mix-Acet apresentaram aom
porcentagem de lipidios (14,5% e 17,8%, respectvae) (Fig. 21). No
tratamento Mix-Glu foi verificado o teor de lipidiode 12,2%. O
tratamento padrédo (Foto) apresentou teor de lipiditativamente baixo
com 8,5%, ndo apresentando diferenca significgiva o tratamento
Het-Glu que apresentou 6 % de teor de lipidios.2&)g
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Figura 21 - Teor de lipidios de. kesslerinos tratamentos fototréfico (Foto),
mixotréfico com glicose (Mix-Glu), mixotréfico comacetato (Mix-Acet),
heterotréfico com glicose (Het-Glu), heterotroficom acetato (Het-Acet). As
letras indicam tratamentos significativamente éifiées de acordo com o teste de
comparagdo mudltipla de Tukey (letras diferentes significativamente
diferentes a P <0,05) (média + DP, n = 3).

Direitos autorais

5.3.3 Morfologia celular

A células da cepa dB. kessleriapresentaram dimensbes que
variam entre 2um a 5um, organizadas em coldniaglalas individuais.
Quando analisadas por microscopia de luz, as sahal@aratamento Foto
apresentaram forma esférica com coloracéo vereégiées de vacuolo
evidente (Fig. 22a). Estas caracteristicas tamlogamt encontradas nas
células do tratamento Mix-Glu (Fig. 22b). No trataro Het-Glu, as
células apresentaram uma cor esverdeada fracaaintdss com regides
vacuolizadas evidentes (Fig. 22d). Nos tratameotos acetato (Mix-
Acet, Het-Acet), as células apresentaram coloragfide mais intensa
(Fig. 22c,e) e com regibes vacuolares evidentes.

Quando analisadas por microscopia confocal, aslaséldos
tratamentos Foto e Mix-Glu apresentaram autofludesia dos
cloroplastos (Fig. 22f,g). No tratamento Het-Ghicélulas apresentaram
uma diminuicdo da autofluorescéncia (Fig.22i). Ni@éamentos com
acetato (Mix-Acet; Het-Acet), as células apresemaruma intensa
autofluorescéncia dos cloroplastos (Fig. 22h,j).

Usando microscopia de fluorescéncia, as célulagsvinos
tratamentos marcados com VN apresentaram pontuag@@®lo ouro,
destacando os lipidios neutros em todos os tratasdfrig.22). Os
tratamentos com acetato (Mix-Acet, Het-Acet) apnemam a maior
intensidade de fluorescéncia, com maior quantiddeepontuacdes
amarelo ouro (Fig.22m,0). Ja nos tratamentos caosg (Mix-Glu, Het-
Glu) as pontuacdes amarelas foram visualizadas enomyuantidade
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(Fig.22l,n). O tratamento Foto apresentou a menosntdade de
pontuactes amarela (Fig.22k )

Figura 22 - Microscopia de luz (a-e), Confocal @eredura a laser (f-j) e de
Fluorescéncia (k-0) d@. kessleri As células apresentaram esverdeadas com
regibes vacuolizadas no Fqt) e no tratamento Mix-Glu (Mixotrofico- glicose)
(b), no tratamento Mix-Acet (mixotréfico com acetass) células apresentaram
uma coloracdo esverdeada inte(aHet- Glu (Heterotréfico com glicose) as
células apresentaram uma coloragéo esverdead&ataiscom células de menor
tamanho(d), no tratamento Het-Acet (heterotréfico com acetae células
apresentara uma coloracdo esverdeada mais intemsaacUolo bem evidente
(e). A autofluorescéncia dos cloroplastos (em vermelho tratamento Fot)
e no Mix-glu(g) as células apresentaram baixa intensidade deflo®ncia, mas
com estrutura integra do cloroplasto. No tratameki®-Acet as células
apresentaram alta intensidade de fluorescéncia eetrutura integra do
cloroplasto(h), Het- Glu, o cloroplasto apresentou baixa fluokes@(i), sendo
gue no Het-acet as células apresentaram alta fic@émeia(j). Para a marcacéo
com Vermelho do Nilo (em amarelo), no Foto foramsuelizados poucas
pontuacBes amare{l), assim como no tratamento Mix-Gl), no Mix-Acet as
células apresentaram intensa fluorescéncia, coi@svaontuagdes amardia),
no Het-Glu foram visualizadas poucas pontuacdesaata), e no tratamento
Het-Acet as células apresentaram uma intensa fHoéneia com varias
ontuacdes amare{a).

Direitos autorais

5.3.4 Deteccao de lipidios, tamanho da célula, e compldaide por
citometria de fluxo

Medidas de disperséo de luz de tamanho (FSC-Amplexidade
das células (SSC-A) d& kesslericepa LAFIC 006 sao apresentadas na
Figura 23 a,b, respectivamente. Em relacdo ao taonaa complexidade
celular a cepa apresentou diferengas significaéué® os tratamentos (p
<0,05). Os tratamentos Foto e Mix-Acet apresenmiam maior
intensidade de fluorescéncia referente ao tamaglntac No tratamento
Mix-Glu foi apresentado a menor intensidade deréacéncia. Em
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relacdo a complexidade das células, no tratamento-Abkt foi
apresentado a maior intensidade de fluorescéndieaimdo células com
maior complexidade. Todos os tratamentos apresentama populagao
heterogénea, com células de diferentes tamanhwesentadas na figura
24,

Figura 23 - Citometria de fluxo de célulasRl&kesslercepa LAFIC 006 (a) FSC-
A (intensidade de fluorescéncia, referindo-se catém das células); (b) SSC-A
(intensidade de fluorescéncia, referindo-se a cexmphde celular) nos seguintes
tratamentos: fototréfico (Foto), mixotréfico comagise (Mix-Glu), mixotréfico
com acetato (Mix-Acet), heterotréfico com glicostet-Glu), heterotréfico com
acetato (Het-Acet). As letras indicam tratamentiggificativamente diferentes
de acordo com o teste de comparagcdo mdultipla deyT(Iktras diferentes séo
significativamente diferentes a P <0,05) (médiaP; b = 5).

Direitos autorais

Figura 24 - Citometria de fluxo de células vivascdpaP. kesslercepa LAFIC

006. Gréfico de dispersdo - tamanho celular (FS@sA)complexidade celular

(SSC-A) em condigbes fototrofica (Foto), mixotréficom 1% glicose (Mix-

Glu), mixotréfica com 1% de acetato (Mix-Acet), drettréfico com 1 % de
licose (Het-Glu) e heterotrofico com 1% de acefblet-Acet).

Direitos autorais
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O marcador VN foi eficiente para marcar os lipidiesitros (canal
PE-A (580/30nm) e carotenodides (canal FITC-A 530MDda cepd.
kessleriLAFIC 006. Houve diferenca significativa (P <0),Gntre os
tratamentos em relacdo aos lipidios neutros e awgendides (Fig. 25
a,b). Os tratamentos com acetato (Mix-Acet, HettAepresentaram a
maior intensidade de fluorescéncia para lipidiagtnes e carotendides
(Fig. 25 a,b).

Figura 25 - Citometria de fluxo de célulasRl&essleri LAFIC 006 cepa LAFIC
006 (a) FITC-A (células ndo marcadas - sinal derlacéncia 530 / 40nm);
FITC-A VN (células marcada com o VN, sinal de flescéncia 530 / 40nm-
referindo-se a carotendides); (b) PE-A (células mdarcadas - sinal de
fluorescéncia 580 / 30nm), PE-A VN (células marsadam o VN - sinal de
fluorescéncia 580/30nm - referindo-se a lipidiosutres), nos seguintes
tratamentos: Fototréfico (Foto), mixotréfico concgke (Mix-Glu), mixotréfico
com acetato (Mix-Acet), heterotrofico com glicoste(-Glu), heterotréfico com
acetato (Het-Acet). As letras indicam tratamentgeificativamente diferentes
de acordo com o teste de comparacdo multipla deyT(letras diferentes séo
significativamente diferentes a P <0,05) (médiaP; b = 5).

Direitos autorais

5.3.5 Ultra-estrutura celular

Quando observada por microscopia eletrbnica desrrissao
(MET), as células dearachlorella kessleriLAFIC 006, no tratamento
Foto apresentaram uma estrutura tipica de Chloegy com células de
formato globular para levemente elipsoidal, pareelalar bem visivel
(Fig.26 a), cada célula apresentou um cloroplast@ptal em forma de
taca, com tilacéides duplos alongados e penetraagdirendide (Fig. 26
b,c,d). O pirendide possui uma bainha fina de araidovolta, dividido
em duas partes quase igual pelo tilacéide e uneafiot corpos lipidicos
foram visualizados em menor quantidade, relativdaeneos demais
tratamentos e com pontuacgfes elétron-densa peaigéfiFrig.26 c,d). Os
tratamentos mixotréfico e heterotréfico com fongecdrbono (glicose e
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acetato) apresentaram modificagbes na ultraestrutcom grande
quantidade de grédos de amido e modifica¢des natoagid do pirendide
e dos tilacoides. No tratamento Mix-Acet foi possiobservar muitos
gréos de amido dispersos (Fig.26 e, f) e grandgsosdipidicos com
coloracdo elétron-densa (Fig.26 g), um pirendidmgddo com uma
coloracdo mais clara, rodeado por uma bainha nsgiessa de amido
(Fig.26 h). No tratamento Mix-Glu foram visualizadgarios corpos
lipidicos com uma coloracdo elétron-densa no imte(Fig.26 i,k),
poucos gréos de amido (Fig.26 j) e tilacdides dugmngados bem
definidos penetrando no pirendide (Fig.26 ). Nadigdo heterotréfica
alteracbes foram observadas, no tratamento Hefe®mn visualizados
grandes quantidades de gréos de amido com regifieseiatron-densa
(Fig.26 m, n), com corpos lipidicos dispersos moaplasto (Fig.26 o) e
pirendide coberto por grdos de amido (Fig. 26 p)tritamento Het-Acet
as caracteristicas foram semelhantes ao tratarkett®&lu, com muitos
gréaos de amido com coloracéo elétron-densa (FegrR&orpos lipidicos
com coloracdo elétron-densa (Fig.26 s) e pirenéiderto por gréos de
amido (Fig.26 t).
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Figura 26 - Microscopia Eletrdnica de TransmissaaepaP. kessleriLAFIC
006 apoés sete dias de cultivo em condicao fotamofiFoto: a-d) com células
tipicas, parede celular bem visivel, cloroplastogpdal em forma de taga e
tilacdides duplos alongados penetrando no piren(agleb), corpos lipidicos
elétron-transparentes com pontuacgfes elétron-gmmsérica (c) pirendide com
uma bainha fina de amido (d); mixotrofica com ate{ix-Acet: e-h) células
com graos de amido dispersos em todo o citoplagidilacéides alongados
entre os gréos de amido (f), véarios corpos lipglicom coloracéo densa (g) e
pirendide alongado (h); mixotréfica com glicose XMBlu:i-l) células com
pirendide tipico e vérios corpos lipidicos dispsrso citoplasma (i), grdos de
amido dispersos no cloroplasto (j), corpos lipidicom coloragdo elétron-densa
(k), pirenéide com uma bainha fina de amido (IYehatrofica com glicose (Het-
Glu: m-p) células com muitos graos de amido derdos& tamanhos dispersos
pelo cloroplasto (m,n), corpos lipidicos elétraaRgparentes, pontuacdes
elétron-densa periférica (0), pirendide coberto ppéos de amido (p);
heterotréfica com acetato (Het-Acet: g-t) célulasncmuitos graos de amido
(g,r), corpos lipidicos com coloragdo densa (B¢dides cobertos por gréos de
amido (t). Cloroplasto (C) pirenéide (P), corpgddicos (LB), gréos de amido
(S).

Direitos autorais
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5.3.6 Perfil de carotendides

As diferentes condigbes de cultivo influenciaram pexfil de
carotendides da cepa kessleriLAFIC 006. A luteina foi o pigmento
majoritario e presente em todos os tratamentossaptando diferencas
significativas (Tabela 7). O tratamento Mix-Glu @gentou maior teor de
a-p-Caroteno, Trag-Caroteno e Cig-Caroteno que o tratamento Foto,
os demais tratamentos ndo apresentaram esses fogmeriratamento
Foto n&o apresentou Zeaxantina (L,E), os demaisantemtos
apresentaram zeaxantina-L com maior teor verificariwmatamento Mix-
Glu (Tabela 7). A zeaxantina-E foi verificada nedamentos Mix-Glu,
Mix-Acet e Het-Acet, com maiores teores nos tratsiwe com acetato
(Tabela 7).

Tabela 7 - Perfil de carotendides (u.g)Rle&kessleriLAFIC 006 nas condigbes
fototrofica (Foto), Mixotréfica com glicose (Mix-@)J, mixotr6fica com acetato
(Mix-Acet), heterotréfico com glicose (Het-Glu),teeotrofico com acetato (Het-
Acet). As letras indicam tratamentos significatiante diferentes nas colunas de
acordo com o teste de comparagdo multipla de T(letsas diferentes séo
significativamente diferentes a P <0,05) (médiaP; b = 3).

Direitos autorais

5.4 DISCUSSAO

A cepaParachlorella kesslerLAFIC 006 mostrou habilidade em
crescer em condi¢gBes fototrofica e heterotrofighizando fontes de
carbono orgéanico. Das trés condicfes de crescinsmrtiiadas, a cepa
apresentou a maior producéo de biomassa seca dg@mmixotréfica
com glicose. Em contraste, a produgcdo mais baixdidmassa foi
verificada nas condicBes heterotrofica com glicasefototrofica.
Resultados semelhantes foram encontrados para éziesthlorella
vulgaris onde a maior produgédo de biomassa foi verificaalaandicéo
mixotréfica em relacéo as condi¢des heterotrofifaarofica (LIANG
et al, 2009).
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A glicose somada a presenca da luz na condicdo tndiia
resultou em efeitos estimuladores de crescimemaep®. kessleri
podendo ser considerada uma vantagem, ja que adgespEcies nao
assimilam com eficiéncia fontes de carbono na pséde luz (BECKER
etal, 1994). A presenca da glicose no meio de cultreonove alteracdes
na composicdo enzimética e na fisiologia celulanrderoalgas; isto
porque a glicose pode atuar como estimulante otessqra de alguns
genes (ANGELOet al, 2014). Em cepas de€hlorella vulgaris por
exemplo, a expressdo das enzimas do sistema sinipoedse/ H que é
responsavel pela captacdo da glicose, é inibida pedsenca de luz
(PEREZ-GARCIAet al, 2011). A condicao mixotréfica traz algumas
vantagens para o cultivo, como a auséncia de fbigfio; altas taxas
metabdlicas, com entrada de energia tanto por deeaxidacao da fonte
organica de carbono quanto da luz; e consumo cnjlm didéxido de
carbono e substrato organico como fontes de carpaNGELO et al,
2014). Tais vantagens representam um ganho coasalerem
produtividade, além de tornarem o cultivo da espéan questdo mais
seletivo e resistente a contaminagédo e competicao.

Na condicdo heterotréfica com glicose era espesat@umento
da biomassa, como ja relatado por diversos aumes espécies do
géneroChlorella (BOYLE & MORGAN 2009; Ll et al, 2014), no
entanto, isso ndo ocorreu. Alguns fatores poderimfieslenciado nesses
resultados, tais como: (1) a concentragéo da fdmtearbono utilizada;
(2) a concentracdo de oxigénio disponivel; e (8hergia produzida na
condicdo heterotrofica pode ter sido utilizada paraaior acumulo de
produtos de reserva (amido) ao invés de cresciieptoducédo. A
concentracdo de glicose utilizada é bem variade et espécies, isso
tem sido demostrado em diversos trabalhos com ergé&hlorella
(1,5g.L* até 60g.L de glicose) (St al, 1999; SANSAWA & ENDO.,
2004; HEREDIA-ARROYO et al, 2011). Altas concentracdes do
substrato podem inibir o crescimento de uma det@laniespécie,
enquanto baixas concentragfes podem nao ser stfigipara suprir as
necessidades energéticas de crescimento. Em rewmformacdes sobre
a concentracdo de glicose necessaria para o cezgoimetabolico ideal
€ muito disperso na literatura para uma conclugfioitiva. A resposta
pode estar relacionada a combinacbes de fatorem, aoespécie
microalgal como principal fator e condicbes de iealte ambientais
secundéarios (PEREZ-GARCIAt al, 2011). O consumo da glicose
acompanhado por um rapido consumo do oxigénio lelidsaresulta na
diminuicdo da taxa de respiracdo. Em cultivo Cldorella spp. a
limitacdo de oxigénio reduz a taxa de crescimesfieefico (WU &
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SHI., 2007), muitas vezes esse problema pode sdroto quando
cultivos em biorreatores séo realizados. No presesdtudo os
experimentos foram realizados em frascos pequeseos, controle do
consumo de oxigénio. O maior acimulo de substadeiaeserva na
condicdo heterotrofica pode estar muitas vezescioglada a um
desequilibrio nutricional do meio, considerando gessa condi¢cdo as
taxas de fluxo energético sdo maiores para geriarAi® (YANGet al,
2000). Fontes extras de nutrientes (glicina, extatlevedura, extrato de
carne, entre outros) no meio de cultura poderiangntealmente,
aumentar as taxa de crescimento.

A cepa deP. kesslermostrou que assimila tanto a glicose como o
acetato nas condi¢cdes mixotrofica e heterotroficglicose € uma das
fontes de carbono mais utlizadas para a cultureerdiedfica de
microalgas. Isso acontece porque a glicose tem mae&gia em
comparacdo com outros substratos organicos. Ponmaga glicose
produz ~ 2,8 kJ.mdlde energia em comparacdo com ~ 0,8 kd‘rdel
acetato (BOYLE & MORGAN., 2009). A assimilacdo décgse
oxidativa comecga com a fosforilagdo da hexose,yniodo glucose-6-
fosfato, que esta prontamente disponivel para amamzento, sintese
celular e respiragdo. Entre as varias vias utiizgutlos microrganismos
para a glicdlise, aparentemente, apenas duas atiam fdescritas em
algas: a via de Embden-Meyerhof e a via de pentosfato (PP)
(PEREZ-GARCIA et al, 2011). Talvez a diferenca mais notavel no
metabolismo de glicose de microalgas em condicoes cdltura
heterotrofica, em comparacdo com o metabolismdrfidtoo, é que no
escuro a glicose é metabolizada principalmente\palpentose-fosfato,
enquanto a principal exigéncia fototréfica € a Eimbden-Meyerhof,
contudo, a via das pentoses-fosfatos pode ter axaade fluxo maior do
gue a via Embden-Meyerhof (PEREZ-GARCHEs al, 2011). Ja foi
proposto que a luz modulada a regulacdo da gliédseefato
desidrogenase, devido a alteracdes na proporgddd@H / NADPC, e
a baixa atividade da via PP na cultura fototréficavavelmente € um
resultado do controle mediado pela luz sobre Ghi6smsfato
desidrogenase (YANG@t al. 2000). Ambas as vias séo realizadas no
citosol e sdo funcionais em células de microaly@sNG et al, 2000,
HONG & LEE, 2007).

O acetato uma vez no citosol das células de mgasalé
assimilado pela acetilagcdo da coenzima A pelalaCef sintetase para
formar acetil coenzima A (acetil-CoA) usando uméammolécula de
ATP (BOYLE & MORGAN, 2009). O acetato (transportagela
coenzima A) é geralmente metabolizado de duas foraapelo ciclo de
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glioxilato para formar malato em plastidios de xjisoma e (b) através
do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) para formamtrato nas
mitocdndrias, proporcionando esqueletos de carbpportanto, energia
(NEILSON &LEWIN, 1974.; BOYLE & MORGAN, 2009.; PERE
GARCIA et al, 2011). O acetato é um substrato prontamenteiiggl

e barato derivado de muitas aplica¢des industissis,é especificamente
importante porque reduz custos de producdo, aléooigibuir com o
meio ambiente (PEREZ-GARCIét al, 2011).

Vérias espécies tém aumentado significativamentieos de
lipidios quando cultivadas em condi¢cdes mixotrofica heterotréfica,
utilizando diversas fontes de carbono (O'GRADY & RGAN, 2011;
Ll etal, 2011; ZHENGet al, 2012; ISLETEN-HOSOGLLt al, 2012).
No presente estudo a cepa apresentou um aumenificativo no teor
de lipidios na condicdo mixotréfica com acetatderdntemente dos
registros que reportam ser a glicose o substrgénaro mais usado nessa
condicéo para espécies do généhdorella (O'GRADY & MORGAN,
2011; HEREDIA-ARROYO, 2011). A cepR. kessleriLAFIC 006
aumentou o teor de lipidios na condi¢do Mix-Gluamparacdo com a
condicéo Foto, mas néo superou os resultados shimltratamento Mix-
Acet. Na condicédo heterotréfica com glicose er&esin um aumento no
teor de lipidios, entretanto, o resultado foi séraele ao tratamento Foto.
Esse resultado pode ter ocorrido devido ao armazemta de energia em
forma de amido como verificado nas imagens do MBaeem lipidios
neutros, sugerindo que néo é apenas a condicadti¥e que aumenta o
teor de lipidios, mas também os nutrientes que Geropneio de cultura.
Segundo LEt al(2016) algas produtoras de amido como armazenament
de energia primaria geralmente tém um baixo teor ligiios,
corroborando com os dados do presente estudo ooepaf. kessleri
LAFIC 006 na condicéo fototréfica apresentou bai@or de lipidios
(8,5%). Ja foi reportado que. kessleriguando cultivada em meio de
cultura equilibrado na condicao fototréfica possm baixo rendimento
de lipidios (1-10%), contudo, esse valor pode senemtado quando a
cepa for cultivada em meio de cultura com defidg@rde nutrientes
(nitrogénio, fésforo ou enxofre) (OTét al, 2016).

Informacbes sobre alteracdes morfologicas e figiohs em
condi¢bes fototrofica, mixotréfica e heterotréficio escassas na
literatura, principalmente par®. kessleri O conhecimento desses
aspectos para entender o metabolismo e otimizaltieacpara aplicacées
biotecnol6gicas séo necessérias.

Pelas imagens do MET é possivel visualizar caratitss tipicas
da espéci®. kesslerna condicao fototréfica, com tilacoides alongaglos
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uniformes em torno do pirendide. O pirendide apresese dividido em
duas partes por uma bainha fina do tilacéide eaderpor uma camada
de amido. Estruturas semelhantes foram visualizaolaSIEMCOVA &
KALINA (2000). Também foram visualizados corpoddiigos dispersos
no citoplasma. As células nas condi¢cdes mixotroicheterotréfica
apresentaram altera¢des na organizacao intragetalarmuitos graos de
amido dispersos pelo citoplasma. Na condi¢do heddica, os graos de
amido ficaram sobrepostos ao pirendide. O aumeatgré@los de amido
nos tratamentos confirma que a fonte de armazeriamerergética
principal é o amido e néo lipidios neutros, similante ao relatado por
outros autores (Lét al, 2012; FERNANDES:t al, 2013; OTAet al,
2016). O amido é um carboidrato de armazenamemcifel em muitas
algas e plantas superiores, e sua biossintese gdh#precursores com
a biossintese lipidica, embora a regulagdo das\dassinda nédo seja
bem compreendida (RAWSTHORNE, 2002, WESELA&EaL, 2009).
Contudo, as reservas de lipidios podem ser aunsntambntuadamente
se a microalga for induzida ao estresse nutricjomaluzindo alguns
macronutrientes do meio de cultura étlal, 2012). No presente estudo,
a maior producéao de lipidios ndo esta relacionadesstesse, mas a fonte
de carbono orgéanico, no caso o acetato, que prioporcum efeito mais
significativo em comparacéo a glicose.

As populacdes celulares nos diferentres tratamamalgsados por
citometria de fluxo apresentaram caracteristicaerbgéneas. Esse
resultado esta relacionado ao ciclo reprodutiveel@a que dispde de
varios tipos de células com diferentes tamanhagtrataras, além disso
o0s cultivos estavam em fase de crescimento exp@ene é marcada
por intensa reproducdo celular. Quando analisadgzatimetros FSC
(tamanho celular) x SSC (complexidade celular)erdiicas foram
encontradas entre os tratamentos. Os tratamenttus &dVix-Acet
apresentaram células de tamanho maior, jA& as séldan maior
complexidade foram verificadas no tratamento MiefAc Essas
diferencas entre os tratamentos podem estar retddas a fonte de
carbono no meio de cultura.

O corante Vermelho do Nilo foi eficiente para mares lipidios
neutros deP. kesslerlLAFIC 006, penetrando na membrana plasmatica,
permeando pelas células e destacando os corpdidipique foram
visualizados em amarelo ouro. Segundo SlL&tAal, (2009), a analise
de citometria de fluxo utilizando o marcador Verneeddo Nilo é um
método mais facil e mais rapido para a analisépittids em relacéo aos
métodos convencionais. Esta técnica baseia-se ndidaneda
fluorescéncia do corante dissolvido em lipidiostresue da fluorescéncia
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da clorofila-a, com picos de emissdo em 570 e 675@spectivamente.
Por se tratar de um método rapido e menos labgrieso sido muito
empregado para selecao de espécies de algas qeaaltdividade em
triacilglicerdis (MONTEIRCOet al, 2011).

O carotendide majoritario presente na biomassajpiaRc kessleri
LAFIC 006 foi a luteina. A luteina foi 0 pigmentoepente em todas as
condi¢cbes de cultivo, com maior contéudo na cowdibfix-Glu.
Segundo VALDUGAet al, (2009) a sacarose e a glicose sédo as formas
de carbono mais comumente utilizadas na bioprodde&marotendides,
levando algumas espécies a maiores rendimentoSmp@ssaltam que
altas concentracbes de glicose podem inibir a eaogénese. No
presente estudo a cepa apresentou baixo teor ei@duha condicdo
heterotrofica, ndo corroborando com alguns tralsatte literatura que
mostram que é possivel aumentar o teor de luteissarcondicdo (SHI
et al, 2002; WUeet al, 2007; O'GRADY & MORGAN, 2011). A sintese
de luteina é aumentada através de indutores gtarafeestado redox e
geram espécies quimicas indutoras de estressanéistdo pelo estresse
oxidativo € esperada porque a luteina tem um pdpelprotecéo
transmitido pelas suas caracteristicas antioxidapirticularmente sob
0 crescimento heterotrofico, onde o0 estresse dxaaspontaneo é
normalmente ausente ao contrario do que acontege a culturas
fototroficas. OsB-carotenos (tras, cis) foram produzidos apenas nas
condi¢des fototréfica e Mix-Glu, mostrando que dipde carotendides
¢é influenciado por diversos fatores. No caso degre estudo a fonte de
carbono e a presenca de luz foram importantesqefiair o perfil de
carotendides da cepa nas condi¢des estabelecidas.

De maneira geral, pode-se concluir que a ¢epeessleriLAFIC
006 cresce em condi¢cbes mixotrofica e heterotrafitando glicose e
acetato de sodio a 1% como fonte de carbono omawricmelhor
condicéo para a producéo de biomassa e lipididsaseioi verificada na
condicdo Mix-Acet. A melhor producdo de carotengiftd obtida na
condicdo Mix-Glu. A producao de lipidios neutraé felativamente
baixa se compara a de outras espécies da literatusmtanto, a reducéo
na concentragdo de macronutrientes no meio de raulpode,
eventualmente, ser uma boa estratégia para aumenpanducdo de
lipidios. Por fim, considerando que a cepa foiadal de um efluente
doméstico e apresenta rusticidade, crescendo edicdes mixotréficas
consumindo compostos organicos e inorganicos, asgeique possa
alcangar um cenario ideal no futuro, onde a bioediatédo do efluente e
producéo de lipidios e carotendides ocorreriam tsireamente a partir
da biomassa gerada.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A cepaP. kessleriLAFIC 006 apresentou o melhor crescimento,
producdo de biomassa e lipidios neutros no meiouttara BBM. A
melhor producdo de carotendides foi encontrada eio tmidroponico
NPK. A cepa cresce em condigbes mixotrofica e betfica utilizando
glicose e acetato de sédio a 1% como fontes deowmarbrganico. A
melhor condicdo para a producdo de biomassa dokpiteutros foi
verificada na condigcdo mixotréfica com acetato ddie A melhor
producéo de carotendides foi obtida na condicaotndfica com glicose.

A cepa C. acidophila LAFIC 004 apresentou o melhor
crescimento, producdo de biomassa, lipidios newroarotendides no
meio de cultivo MAM. A melhor condicdo para prodogde lipidios
neutros foi encontrada no cultivo fototréfico af@se estacionéria tardia.
Cultivos em condi¢Bes mixotrofica e heterotréfioanaglicose a 1%, ndo
resultaram em qualquer aumento significativo neaneento, e o acetato
foi téxico em pH acido. A cepa é uma boa produtizrdipidios neutros
apresentando um perfil de &cidos graxos adequadoapproducao de
biocombustiveis.

As populagbes celulares das duas cepas apresentaram
caracteristicas heterogéneas e a técnica de citardetfluxo associada
ao corante Vermelho do Nilo mostrou-se eficaz, pddeser uma
metodologia utilizada para selecionar populag@esriprodutoras.

A duas cepas apresentaram caracteristicas impEstaotfponto de
vista biotecnoldgico, apresentando rusticidade xébagxigéncia) e
plasticidade para crescer em uma ampla faixa deepidsio de cultivo
alternativo.
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