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Resumo

ROCHA, Renan Paulo, M. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Fevereiro de
2015. Caracterizacdo metabdlica de cepas de microalgas vexsl Orientador:
Adriano Nunes Nesi.

Microalgas tém atraido interesse como fonte potencial de matérias-primas para
producdo de biocombustiveis e de subprodutos de interesse (e.g., bioetanol e
proteinas). Entretant@ producdo em escala comercial ainda é economicamente
invidvel, principalmente,pelo pouco conhecimento sobre a regulacdo do
crescimento, a biossintese e armazenamento de lipidios em micivesgas
estudo, avaliou-se o potencial de 10 cepas de algas coletadas na regido de Vicosa
— MG, com o objetivo de avaliar o crescimento e caracterizar 0 metabolismo em
autotréficas de crescimento. Entre as cepas estudadas, duas cepas de
Scenedesmus(BR0O03 e BR024) apresentaram 0Ss maiores valores para
produtividade de biomassa, que associado a quantidades intermediarias de lipidios
garantiram uma alta produtividade de lipidios em relacdo as outras cepas. Essas
duas cepas também se destacaram entre as demais em relacdo ao perfil de acido
graxo, apresentando altos teores dos acidos graxos C16:0 e C18:1 e baixos teores
dos poliinsaturados. No entanto, o perfil graxo das cepas Chlamydomonas sp.
BR020 e Chlorella vulgaris BR0O17 apresentou altos teores de é&diitwénico

(C18:3) e esta cepa também apresentou maiores teores de proteinas, constituindo-
se em importantes cepas para o conceito de biorefinaria. Verificou-se também que
a maioria dos metabdlitos (aminoacidos e acidos organicos) avaliados
apresentaram correlacdo negativa com a biomassa produzida e positiva com o
conteudo de lipidios. Tomados em conjunto, esses resultados indicam que a baixa
producdo de biomassa esta relacionada com acumulo de aminoacidos (isoleucina,
leucina e valina), intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos (citrato,
succinato e fumarato), que frequentemente estao associados com acumulo de 6leo
na célula. Entretanto, apesar da proximidade filogenética de algumas cepas em
termos de género ou espécie, algumas cepas apresentaram comportamentos
distintos o que néo permitiu o agrupamento das mesmas, demonstrando, portanto,

a necessidade de uma caracteriza¢cdo mais detalhada desses organismos.
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Abstract

ROCHA, Renan Paulo, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2015
Metabolic characterization of green microalgae strains.Advisor: Adriano
Nunes Nesi.

Microalgae have attracted interest as a potential source of raw materials for
biofuels and by-products of interest such as bioethanol and protein. However, the
production on a commercial scale is still costly mainly by little knowledge about
the regulation of growth, biosynthesis and lipid storage in microalgae. In this
study, we evaluated the potential of 10 strains of algae collected in Vigosa region
- MG, with the aim of evaluating the growth and characterize the metabolism in
autotrophic conditions. Among the studied strains, two strains of Scenedesmus
(BR0O03 and BR024) had the highest values for biomass productivity, which
associated with intermediate amounts of lipids guaranteed high productivity of
lipids compared to other strains. In addition these two strains differed among the
others in relation to the fatty acid profile, with high levels of C16 and C18: 1 fatty
acidsand low levels of the polyunsaturated fatty acids. However, the fatty acid
profile of Chlamydomonas sp., BR020, and Chlorella vulgaris,BR017, showed
high levels of a-linolenic acid (C18: 3) and this strain also exhibited higher
protein levels, suggesting that these are important strains for the biorefinery
concept. It was also observed that most of the evaluated metabolites (amino acids
and organic acids) were negatively correlated with biomass and positively with
lipid contents. Taken together, these results indicate that low biomass production
is related to the levels of amino acids (isoleucine, leucine and
valine),intermediates of the tricarboxylic acid cycle (citrate, succinate and
fumarate), which are often associated with oil accumulation in the cell. However,
despite the phylogenetic proximity in terms of genus or species showed, some of
the strains displayed differential behavior which did not allow grouping of the
strain in the same cluster, thus indicating the need for a deepercharacterizationof

these organisms.

viii



1. Introducao

A sociedade humana tem uma alta demanda por combustiveis que séo
provenientes principalmente de reservas de petroleo (Parmar et al.,, 2011).
Registra-se que a queima de combustiveis fésseis € considerada uma das
principais fontes de gases responsaveis pelo aguecimento global. Assim, acredita-
se que, de acordo com as taxas de consumo de combustivel, as reservas fosseis de
petroleo serdo exauridas em menos de 50 anos (Rodolfi et al., 2009).

Neste contexto, o biodiesel, combustivel derivado de materiais
vegetais,tem recebido grande atencao (Scott et al., 2010). Entre as fontes vegetais
de 6leos de grande importancia destaque tem sido dado a oleaginosas como
pinhdo manso, dendé e macauba (Couto et al., 2007). Contudo, a produc¢ao de tais
oleaginosas nao € capaz de suprir a demanda de 6leo suprir a demanda de
biodiesel (PNPB, 2009). Para atingir tal objetivo é necessaria uma expansdo
significativa ds areas de cultivo dessas culturas no pais. Entretanto, esta
expansdo na area de producdo ocasionaria um aumento no desmatamento de
florestas nativas e aumento dos precos dos alimentos (Khan et al., 2009). Assim,
acredita-se que microalgas, utilizadas como fontes de biomassa, poderiam suprir
as demandas por 6leo para atender a producdo de biodiesel (Chisti, 2007). Isto se
deve ao fato de que a producédo de biodiesel a partir de microalgas pode serl0 a 20
vezes superior a producée lbiodiesel a partir de plantas oleaginosas (Gouveia &
Oliveira, 2009).

Microalgas sdo micro-organismos eucaribticos, fotossintéticos, que
possuem clorofila a como pigmento fotossintético primario, capazes de converter
luz solar, agua e diéxido de carbono em biomassa (Chisti, 2008). O potencial de

tais organismos para producdo de biodiesel é atualmente reconhecido,



principalmente devido a alta eficiéncia fotossintética e ao rapido crescimento em
relacdo as plantas (Rodolfi et al.,, 2009; Mandal & Mallick, 2009).Tais
organismos fazem parte de um grupo grande e diverso de que podem existir na
forma unicelular, filamentosa ou de coldnias, além de serem encontrados em
véarios habitats (Kumar et al., 2010).

Apesar do potencial claro, é importante mencionar que embora a producao
de biocombustiveis a partir de microalgas seja tecnicamente vidvel a sua
utilizacdo comercial ndé ainda economicamente sustentavel devido aos custos
elevados para producdo em larga escala (Chisti, 2007). Para tornar o biodiesel de
microalgas competitivo frente ao combustivel de petrdleo, sdo necessarias
estratégias capazes de reduzir custos producao e aumentar a produtividade lipidica
e de biomassa (Scott et al., 2010).

Para a escolha e utilizacdo de uma cepa de microalga séo utilizados como
critérios de selecdo alta producédode biomassa em curto intervalo de tempo e alta
produtividade de lipidiosQriffiths et al., 2009Wang & Lan, 2011 Assim, em
relacdo ao teor de 6leo alpas espécies podem produzir grandes quantidades,
atingindo de 50 a 60% do seu peso seco (Sheehan et al., 1998). Nao obstante,
valores acima de 40% sao frequentemente encontrados em condi¢des de limitacao
nutricional (Rodolfi et al., 2009).

Dentre as espécies de microalgas ja estudadas, algumas apresentam alto
contetdo lipidico e potencialmente podem servir como uma fonte viavel de
producao de 6leo, tais como Nannochloropsis sp., Tetraselmis sueccica, Chlorella
sp., Dunaliella salina, Chlamydomonas reinhardtii, Botoryococcus br&unii
Scenedesmus sp. (Larkum et al., 2011; Tang et al., 2011). Apesar de essas cepas

terem sido selecionadameim grande pool de espécies, a diversidade de algas foi



ainda pouco explorada (Larkum et al., 2011). Os lipidios de microalgas, assim
como os de origem vegetalgo compostos por lipidios polares e neutros, que
consistem de triacilglicerdis (TAG) e éster, principalmente na forma de TAG. Sob
condicdes favoraveis, microalgas sintetizam principalmente lipidios polares (e.g.,
glicolipidios e fosfolipidos) que s&o constituintes das membranas dos cloroplastos
e dos sistemas de membrana celular. Contudo, sob condi¢cdes desfavoraveis ao
crescimento celular, como estresses nutricionais, microalgas acumulam lipidios
neutros na forma de goticulas lipidicas localizadas no citoplasma (Sheehan et al
1998; lllman et al., 2000; Converti et al., 2009; Lv et al., 2010; Li et al., 2011;
Feng et al. 201;1Deng et al., 20)ITodavia, a producdo de lipidios neutros a
partir de microalgas atualmente tem resultado em produgdes muito aloaixo d
rendimento méximo teorico (Li et al., 2011). N&o obstante, um maior
conhecimento em relacdo as vias metabdlicas e a regulacdo das mesmas pode
permitir a elaboracéo de estratégias que promovam um aumento na producéo de
lipidios (Li et al., 2011).

O grupo das algas é bastante divergente, pois € derivado de multiplos
eventos de endossimbiose. Esse fato refletdiretamente na diversidade em
relacdo ao metabolismo central entre as espécies de algas, tais como acumulo de
diferentes formas de polissacarideos de reservas (Lee, 2008). Entretanto, em
relagéo a plantas e outros organismos, pouco é conhecido sobre o metabolismo de
microalgas. Sendo assim, a compreensdo das vias metabdlicas e sua regulagéo é
de fundamental importancia para compreender a sua fisiologia (Yang et al., 2000).
Além disso, este conhecimento é fundamental para trabalhos de engenharia

metabdlica e a utiliza¢do industrial das microalgas (Obata et al., 2013).



Em geral, sob condi¢cdes desfavoraveis ao crescimento o carbono fixado
pode ser direcionado para sintese de compostos de reserva, como por exemplo,
amido e lipidios, que podem fornecer energia e esqueletos de carbono para o
crescimento e desenvolvimento celular (Recht et al., 2014). O acumulo dessas
reservas em microalgas é determinado pelas condi¢des de cultivo e verifica-se que
condicbes que reduzem o crescimento celwarnduzem alteracées no
metabolismo aumentando o acumulo de reservas (Hu et al., 2008 ; Fan et al.,
2012). Assim, a inibicdo do crescimento pode gerar uma resposta de
direcionamento parcial do metabolismo para a producdo de compostos de
carbonos reduzidos, resultando em aumentos do rendimento em processos de
producédo de biocombustiveis (Caldana et al. 2013).

A sintese de compostos de reservas esta também relacionada com os niveis
de outros metabdlitos, como por exemplo, os carotendides (Recht et al., 2014).
Em adicdo, o acumulo de acidos graxos frequentemente ocorre quando ha um
acréscimo nos niveis dos intermediarios do ciclo TCA. Estes aumentos séo
observadogm decorréncia do acumulo de esqueletos de carbono e poder redutor
utilizado na biossintese de lipidios (Recht et al.,, 2014; Fan et al.).[40612
entanto, pouco se conhece sobre como estes fatores metabdlicos estdo associados
com a producdo de biomassa e lipidios em diferentes cepas de microalgas (Lu et
al., 2012).

Diante desses fatos, faz-se necessario uma melhor compreensdo da
regulacdo do metabolismo e seus efeitos na fisiologia destes organismos. Além
disso, faz-se necessario o isolamento e selecdo de cepas de microalgas com
potencial para a producéo de lipidios e geracdo de biomassa. Portanto, o objetivo

deste trabalho foi selecionar cepas de microalgas verdes, caracterizar a sua



fisiologia e o metabolismo visando fornecer informagdes importantes pam ser

aplicadas em pesquisas futuras para a viabiliza¢ao do cultivo.

2. Material e Métodos

2.1.Selegédo, sequenciamento e identificagdo molecular de cepas de
microalgas

As espécies foram coletadas eiferdntes corpos d’agua da Universidade
Federal de Vigcosa, VicoddG, utilizando-se copo coletor e/ou rede de
fitoplancton com abertura de malha de 20 pm(Bicudo & Menezes, 2005).

Os materiais coletados foram acondicionados em frascos de vidro de boca
larga (500 mL) hermeticamente fechados e previamente esterilizados em
autoclave a 1,5 atm e 121 °C por 20 minutos, utilizando cerca de 60 % do volume
total do recipiente.

As amostras foram transportadas para o Laboratério de Ficologia, na
Unidade de Crescimento de Plantas (UCP), do Departamento de Biologia Vegetal
— UFV, submetidas ao enriquecimento (Kugrens et al., 2000) e cultivadas em
meio Bold’s Basal Medium (BBM), pH 6,6 (Andersen et al., 2005).

O isolamento das cepas foi realizado utilizando-se diferentes metodologias:
micropipetagem em meio liquido e diluicdo seriada (Aguiar, 2000), com a
finalidade de se obter culturas monoespecificas. As culturas foram mantidas em
sala de cultivo, sob condi¢cbesfotoautotroficas de crescimento, ou seja, a
temperatura de 24 + 1 °C, fotoperiodo de 16/8 h de luz/escuro, irradiancia média
de 60 pumols fétons s?, provenientes de lampadas fluorescentes de 40 W,

visando obtencéo de inéculos suficientes para 0os experimentos posteriores.



Caracteristicas morfoldgicas, diacriticas, foram utilizadas para identificacao
do material a partir de chaves de identificacdo propostas em literaturas especificas
(Bicudo e Menezes, 2005). A identificacdo em nivel de género foi feita usando
medidas de células com auxilio do programa Axio Vision 4.8 (Carl Zeiss
Microlmaging, Alemanha) a partir de registros fotograficos obtidos em
microscépioAX70 (Olympus, Japao).

Além da identificacdo morfolégica por meio de chave de identificagdo foi
realizada a identificacdo molecular das cepas. Para tal, foi realizada extracéo de
DNA de cultivos unialgais ndo axénicos, utilizando método de CTAB (Doyle
Doyle 1987). Para identificagdo molecular foram utilizadas trés regides nucleares,
ITS (Internal Transcribed Spag¢eque foi amplificada utilizando os primers
descrito por White et al. (1990), forward 6’ -
CGAATTCAACCTGGTTGATCCTGCCAGT - 3°) e reverse (5 -
GTCCACTGAACCTTATCATTTAG - 3°). Para a regidao do 18SrRNA foram
utilizados primers universais conforme relatado por Ratha et al. (Z00\@rd
(5> - CGAATTCAACCTGGTTGATCCTGCCAGT — 3’) e reverse (5’ —
CCGGATCCTGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC -3’) e a regido da
subunidade menor do ribossom&UD2D3) que foi amplificada com os primers
forward (5> - AMAAGTACCRYGAGGGAAAG - 3’) e reverse (5 —
SCWCTAATCATTCGCTTTACC -3’) (Hamsher et al.,, 2011).A reagcao em
cadeia da polimerase (PCR) consistiu de uma desnaturacéo inicial a 94 °C por 4
minutos e entdo 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos; anelamento a 45 °C por 45
segundos e alongamento a 70°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos. Os produtos

foram visualizados em gel agarose 1,5 %, segundo Hamsher et al. (2011).



Os produtos da reacdo de amplificacdo foram purificados, utilizando-se
EXOSAP-IT e o sequenciamento utilizando os servigos da Macrogen (Coréia). As
sequéncias obtidas foram importadas para o aplicativo SEQUENCHER 4.8
(Genes CodeCorp.) e a edicao conduzida com corre¢cdes manuais. As identidades
moleculares foram determinadas pela comparacdo com sequéncias de DNA de
cada género disponiveis no banco de dados do Centro Nacional de Informacdes
Biotecnolégicas (National Center for Biotechnology Information NCBI)

utilizando alinhamento local (BLAST) (Ki et al., 2009).

2.2.Curvas de crescimento

Foram realizadas curvas de crescimento para caracterizagdo do
crescimento das diferentes cepas. Para montagem das curvas de crescimento
foram utilizados in6culos na concentracdo de ixd€l.mL. Os cultivos
foramrealizado sem condi¢des fotoautotréficas de crescimento, a temperatura de
24 + 1 °C, fotoperiodo de 16/8 h de luz/escuro, irradiancia média de 120 pmols
féotons m?s?, provenientes de lampadas fluorescentes de 40 W, em meio BG 11,
como meio de cultura e o pH 7,5 (Andersen et al., 2005).

Os cultivos foram realizados em frascos do tipo Erlenmeyers de 125 mL
com volume (til de 6811(25 % de inoculo v V), sob agitacdo de 110 + 1rpm. As
curvas tiveram duracdo de 15 a 20 diss.taxas de crescimento foram obtidas
por meio de contagem de células em camara de Neubauer a partir de amostragens

realizadas de dois em dois dias durante o cultivo (Wood et al., 2005).

2.3.Determinacao de massa seca

A determinacdo de biomassa foi realizada conforme Griffighs

colaboradores (2011a). Foram coletados ao término do experimento 10 mL de
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cultura e filtrados em membrana de celulose com porosidade de 45 pum (Milipore),
previamente secas e pesadas. Para eliminar o peso dos meios um volume
equivalente de meio esterilizado foi pesado. Apés a filtracdo as membranas foram

secas em estufa a 75 °C e pesados até a obtencao de peso constante.

2.4.Extracao e quantificacdo de pigmentos

Para a extracdo de pigmentos foi coletado 1mL de cultura, ao término do
periodo de cultivo (fase estacionaria), e centrifugados a 11000 rpm por 10
minutos, sendo o sobrenadante descartado e realizada uma lavagem do pellet com
mesmo volume de agua deionizada, e centrifugado novamente. O material obtido
foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado em frezz80 °C até a
extracdo. As quantificagbes de clorofila & b e carotenoides totais foram
realizadas segundo extracdo de Griffiths e colaboradores (2011b), substtnido-
dimetilsulféxido (DMSO) por metanol. A absorbancia foi determirea@és, 652
e 470nm em um leitor de microplacas (UVM 340, AsysHitech). Para célculo da
concentragdo de clorofila a, clorofilagbcarotenoides totais foram utilizadas as

equacdes propostas por Wellburn (1994).

2.5.Extracao e quantificacao de proteinas hidrossollveis

A extracdo de proteinas hidrossollveis totais foi realizada conforme
Meijer &Wijffels (1998), utilizando 2mL do cultivo na fase estacionaria coletados
como descrito no item anterior,. A quantificacdo foi realizada pelo método de
Lowry adaptado por Lucarini & Kilikian (1999). A absorbéncia foi determinada a
750 nm em um leitor de microplacas (UVM 340, AsysHitech), utilizaado

albumina do soro bovino como padrao, sendo os resultados expressos em ug de



proteinas hidrossollveis totais the cultivo.

2.6. Determinacao de carboidratos neutros

Para quantificacdo de carboidratos neutros foram utlizados 2mL da
cultura coletados no final do periodo do cultivo. A extracdo de carboidratos
intracelulares foi realizado conforme proposto por Teoh et al. (2004),
substituindo-se o HCI por 480s. A quantificacao foi realizada pelo método de
Dubois adaptado por Masuko e colaboradores (2005), utilizando glicose como
padréo. A absorbancia foi determinada a 490 nm em leitora de microplacas (UVM

340, AsysHitech).

2.7. Determinacao de agucares, amido e aminoacidos totais.

Foram coletados 2mL das culturas e submetidas a extracdo etandlica a
quente, determinando-se, na fracdo solUvel em etanol, os teores de glicose, frutose
e sacarose (Fernie et al., 2001), aminoacidos soluveis totais (Gibon et al., 2004) e,

na fracéo insoluvel, os teores de amido (Fernie et al., 2001).

2.8.Determinacao de lipidios totais

Para extracdo de lipidios foram coletados 45mL de cultura na fase
estacionaria e centrifugados a 11000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado e realizada uma lavagem do pellet com mesmo volume de agua
deionizada, e centrifugado novamente. O material obtido foi congelado em
nitrogénio liquido, armazenado em freeaeB0O °C e posteriormente liofilizados
(Liofilizador: Scanvac, Coolsafe 55-4). Os lipidios totais foram extraidos

utilizando 20 mg de biomassa liofilizada conforme o método de Bligh e Dyer



(1959) adaptado por Wang e colaboradores(2010). A fase organica (cloroférmio)
foi coletada e seca em estufa a 50 °C, e posteriormente pesada para quantificacéo

dos lipidios totais.

2.9.Determinacao do perfil de &cidos graxos

Foram utilizadas 10 mg de culturas liofilizadas para extracdo e
derivatizacdo dos acidos graxos baseado no método descrito por Laurens e
colaboradores (2012). Os ésteres etilicos de acidos graxos (FAMEs) foram
analisados usando um cromatografo a gas (Shimadzu GC-2010) equipado com
uma coluna HT> (25 m, 0.25 mm ID, 0.25 pum filmthickness) (SGE, Texas,
USA). Foi injetado 1 pL da amostra no modo direto com temperatura de 270 °C, 3
mL min® de fluxo de purga e fluxo inicial da coluna de 6,57 mI'@®5,7 cm
sy, com pressdo constante) com He como gas de arraste. A temperatura do
forno foi mantida constante a 80 °C por 3 minutos, aumentando 12 °C pbr min
até alcancar 330 °C e entdo mantida por 2 min. A deteccédo foi feita usando um
detector de chama ionizante (FID) e a quantificagdo absoluta de FAMEs
utilizando uma curva padrdo baseada na resposta média dos FAMEs C16, C18,
C20, C22 e C24, em concentracdes entre 0.008 higral8 mgnit, e expressada

como porcentagem de massa seca utilizada para a extracao.

2.10. Determinacao do perfil metabdlico

Foi coletado 1mL da cultura na fase estacionaria no meio do periodo
luminoso em 1 mL de metanol 70% (v/v) gelado e centrifugados a 11000 rpm por
2 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o pellet congelado em nitrogénio

liguido e armazenado em freezer a -80 °C. Posteriormente os metabalitos foram
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extraidos em uma mistura contendo metanol, agua e cloroférmio (1@:3:1)

adicionado ribitol como padrao interno (Lisec et al., 2006), e usadas para
determinacdo do perfil metabdlico, por cromatografia gasosa associada a
espectrometria de mass@€GEM). Os cromatogramas gerados pelo CG-EM

foram exportados do programa Leco ChromaTof (versao 3.25) para o programa R.
A identificacdo e quantificagdo dos metabalitos foi realizada conforme Cuadros-
Inostroza et al. (2009). Os valores relativos de cada metabdlito foram calculados
dividindo a intensidade do pico referente ao metabdlito pela intensidade do pico
do padréo interno (Ribitol). O resultado foi divido pela biomassa de cada amostra

e entdo dividido pela media do metabdlito em todas as amostras.

2.11. Delineamento experimental e estatistica

Os experimentos foram montados em Delineamento Inteiramente
Casualizado com quatro repeticbes. Todos os resultados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey com
5% de significdncia. A ANOVA e o teste de Tukey foram executados utilizando o
software SigmaPlot (versédo 11.0, Systat Software).

Os dados também foram submetidos a andlise de agAoele Pearson
utilizando programa GENES(Cruz, 2007) e a andlise multivariada, componentes

principais e de agrupamento, com o software MINITAB(versao 16.1, Soffware
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3. Resultados

3.1. Identificagdo molecular

Dados morfologicos sdo normalmente pouco precisos quandosysado
identificar espécies de microalgas, sendo necessério, portanto, a identificacéo
molecular. Para a identificagdo molecular das cepas utilizadas neste trabalho
foram utilizadas trés regides gendémicas. Destas a regido correspondente ao gene
da subunidade menor do ribossomo (LSUD2D3) ndo se mostrou uma regiao
relevante para as analises, provavelmente devido a falta de sequéncias das
espécies depositadas no NCBI. Assim, para a identificacdo molecular foram
utilizadas apenas as regibes correspondentes ao 18S e ao ITS. A andlise
comparativa das sequéncias de DNA obtidas permitiu que as cepas utilizadas
neste estudo fossem identificadas correspondendo a sete diferentes géneros de
microalgas verdes (Figurasl e 2). Foram identificadas duas espécies de
Scenedesmus, (BR0O03S. obliquus e BR024S. bajacalifornicus), trés de Chlorella,
(BROO1 C. sorokiniana e, FURG C. sorokiniana e e BR017 C. wulgaris) uma
espécie de Selenastrum (BR0O09 S. capricornutum), uma de Desmodesmus
(BROO7 D. communis)um Monoraphidium (BR023 Monoraphidiusp) uma
Chlamydomonas (BR020 Chlamydomorsgs e uma de Pectinodesmus (BR019
P. pectinatusTabela 1).

De maneira geral a identificacdo taxonémica a nivel de género foi bastante
similar a identificacdo molecular. Entretanto, as cepas BR019 e BR009, que foram
identificadas como pertencentass géneros Chlorell@ a Ankistrodesmus, na
realidade pertencemos géneros Pectinodesmus e Selenastrum respectivamente.

Contudo, em nivel de espécie a identificacdo morfoldégica ndo correspondeu a
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molecular, demonstrando, portanto a importancia dos dados moleculares na

identificacao precisa de microalgas.

Figura 1. Diferentes padrdes morfolégicos entre as 10 cepas de microalgas
analisadas. A-C. sorokiniana BRO0O01, B-S. obliguusBR003, C-D.
communisBR007, D - S. capricornutumBRO009, E - .C wlgarisBRO17P F
pectinatusBR019, GC. sp. BR020, H-M. sp. BR023, |- S. bajacalifornicus
BR024, J- C. sorokiniana FURG
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Tabela 1Comparacéo entre a identificacdo morfolégica e a molecular utilizando o primeiro Hit do BLAST n@&@Ris regides do 18S e

ITS das 10 cepas de microalgas estudadas

Cepa

BROO1

~ BR0O01  Chlorellawlgaris ~ Chlorellasorokiniana ~ 1677/1687  AB731602.1  674/675(99%)  KJ676113.1

BRO03

BROO7

BR0O09

BRO17

BR0O19

BR020

BR023

BR024

FURG

Identificacdo
morfologica

Chlorellavulgaris

Identificacdo molecular
(1° Hit)

Scenedesmusacuminatu Scenedesmusobliguus

Desmodesmusquadricauc  Desmodesmuscommunis
Ankistrodesmusbibraianu Selenastrumcapricornuturn

Chlorellacf.
protothecoides
Chlorellasarcarophilla

Chlorellavulgaris

Pectinodesmuspectinatus
Chlamydomonassp. Chlamydomonassp.
Monoraphidiumirregulare Monoraphidiumsp.

Scenedesmusobliquus Scenedesmusbajacalifornic

Chlorellasp. Chlorellasorokiniana

Identidade
18S

1677/1687
(99%)

907/908
(99%)
585/585
(100%)
848/848
(100%)
1673/1685
(99%)
1046/1048
(99%)
1673/1688
(99%)

Acesso
NCBI

AB731602.1

JQ315794.1

AB237642.1

AB917099.1
KC149966.1
JQ809706.1

HQ246322.1

Identidade ITS

674/675 (99%)

628/642
(98%)
585/593
(99%)
651/661
(98%)
7241724
(100%)
620/636
(97%)
447/513
(87%)

627/629
(99%)
749/755
(99%)

Acesso
NCBI

KJ676113.1
JQ082318.1
JQ922412.1
JQ315794.1

FM205853.1

JQ082334.1

JX911252.1

JX456466.1

KJ676113.1
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3.2. Determinacao de biomassa e produtividade das cepas analisadas

Para caracterizar as diferentes cepas e identificar as estirpes com potencial para
producdo de lipidios e biomassa foram realizados estudos de crescimento e analise da
composicdo de biomassa. Todas as cepas avaliadas apresentaram ume fase d
adaptacao, ou fase lag, curta e uma fase log variando de 4 a 6 dias de cultivos, ao passo
que a fase estacionaria correspondeu a maior parte do cultivo. As cepas BR001, BR003
e FURG apresentaram as maiores taxas de crescimento e alcancaram 0s maiores
nameros de células na fase estacionaria, enquanto as cepas BR0O07 e BR024 obtiveram
0s menores valores para o numero de células (Figura 3).

As maiores produtividade de biomassa, diferentemente do numero de células,
foram obtida para as duas cepas de Scenedesmus (BR0O03 e B&RazBpa BROO7.

Por outro lado, o menor rendimento foi obtido na cepa BR023 (Figyra 4A

3.3. Metabolismo do carbono

Os maiores niveis de carboidratos totais foram encontrados nas estirpes de
Scenedesmus BR024 e BR003, além da cepa BR009 (Figura 4B). Contudo, tal padréo
nao foi observado para os teores de sacarose, no qual a cepa BR0O01 apresentou o maior
valor, enquanto a cepa BR009, embora tenha apresentado altos valores de carboidratos

sollveis totais, apresentou o0 menor valor entre as cepas (Figura 4C
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Be+7 1 Ponto de coleta

Se+7 A

de+7 A
—&— BROO1
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—y— BROO7
—A— BROO2

—— BRO17
—O— BRO19
—&— BR020
—{— BRO023
—i— BRO024
—7— FURG

3e+7 A

2e+7 A

- . -1
Nimero de células.mL

1e+7 A

Dias de cultivo

Figura 2.Curva de crescimento baseado na contagem de células para as dez cepas

analisadas. Os valores representam a media + desvio padrdo (n=4

Os maiores teores de amido foram encontrados na cepa BR020 e os menores
foram observadas nas cepas BR007, BR0O17, BR023 e FURG (Figura 4D).
Contrariamente aos teores de amido, a cepa BR020 apresentou um dos menores teores
de lipidios, juntamente com as cepas BR017 e BR0OO07. Por outro lado, o maior valor
obtido foi encontrado para a cepa BR023 (Figura 4E). De maneira semelhante, as
maiores concentracdes de ésteres etilicos de acidos graxos (FAMESs) foram encontradas
na cepa BR023, enquanto os menores niveis foram obtidos nas cepas BR020 e BR009
(Figura 48.

Em relacdo a composicdo de acidos graxos ndo se observaram variacfes
marcantes entre as diferentes cepas de microalgas (Tabela 2). A maior parte dos acidos
graxos das estirpes analisadas sédo cadeias compostas de 16 carbonos (C16:0, 16:1, 16:2

e 16:3) e 18 carbonos (C18:0, 18:1, 18:2 e 18:3). Quando somados, cadeias com 16 e 18
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(mgmg”' PS)

Li

05

Produtividade de amido

ERDY BRO3 BROT BRO9 BR!'7 BR1Y BRI0 BRII BR24 FURG
Strains

Figura 4.Produtividade de biomassa e metabolismo do carbono nas 10 cepas de

microalga estudadas Os valores sdao a média + desvio padrdo (n=4). Barras contendo

(ug. mg” PS)

{urmol. mL"y

BROYT BRO3 BROT BROS BRIT BR1§ BR20 BR2) BR24 FURG
Cepas

diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (P < 0,05)
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carbonos constituem mais de 70% dos &cidos graxos analisados em todas as cepas
avaliadas (Tabela 2). Todavia, destaca-se as cepas BR020 e BR017 que apresentaram
altos teores de acidos graxos poliinsaturados.

Baseado na produtividade de biomassa e conteudo lipidico as cepas que
apresentaram maior produtividade de lipidios foram BR024, seguida por BR003 (Figura
4G). Embora estas cepas ndo tenham apresentado os maiores teores de lipidio, os altos
valores de produtividade de biomassa seca somados a teores consideraveis de lipidios
foram responséaveis pela alta produtividade, uma vez que a produtividade de biomassa
foi o principal fator responsavel na produtividade de lipi¢kagura?).

3.4. Metabolismo do nitrogénio

As maiores concentracdes de proteina foram encontradas para BR017, enquanto
as menores foram encontradas para a cepas BR0O07 e BR0O03 (FAgur&aba
aminoacidos totais as maiores concentracdes foram obtidas para as cepas BR017 e
BR20, e o menor encontrado para a cepa BR003 (Figura 5B), semelhante ao padréo
observado para proteinas sollveis totais.

Na quantificacdo dos pigmentos foram obtidos padrdes diferentes entre as
diferentes estirpes. Assim, para clorofila a os maiores niveis foram observados em
BROO01 (Figura 5C). Ja para clorofila b a cepa que apresentou maior concentracao foi
BROO09 (Figura 5D), que foi responséavel pelo menor valor da razéo clorofila a/b (1,14 +
0,12) apresentado por esta cepgajca a apresentar razao inferior a 1,5 (Figura BE
maior concentracdo de carotendides totai®efoontrada na cepa BR020 (Figura 5F) e
por outro lado a cepa BR023 foi a que apresentou menor conteudo de todos os trés

pigmentos avaliados e, consequentemente, menor valor de pigmentos totais.

18



Tabela 2FAMESs das cepas analisadas. Os valores sdo expressos como porcentagem da area total de FAMEs na cromatograma. Somente FAME

com namero par de carbonos, e com uma abundanci#edSpelo menos uma das cepas estao ilusdrado

FAME BROO1 BROO03 BROO7 BRO09 BRO17 BRO19 BR020 BR023 BR024 FURG

C12:0 1,7¢03 08%01 07+0,1 28+03 11+02 1,1+03 21+03 07+006 10+01 08+0,04
C14:0 08+0,1 05+01 04+0,04 41+03 13+08 04+0,03 12+0,7 04+0,03 04+003 14+01
Cl41l 07+01 03+0,09 09+01 219+11 03*+01 05+01 04+02 00+00 04*0,1 0,2+0,09
C16:0 423+22 479+44 291+27 357+09 213*+18 240+2,1 31,3+26 315+0,7 36,1+25 324+12
Clel 59+10 19%02 25+02 12+05 12+01 1,7+02 28+04 09+0,01 11+0,2 3,0+01
C16:2 69+11 18+07 11+04 08+01 58=*+13 27+01 20+09 25*06 01+0,03 1,1+0,4
C16:3 48*+10 35*03 17+04 10+02 33*+10 10+0,2 37=*0,7 05*+01 03*+0,1 1,2=+0,3
C18:0 25+0,4 31+£06 355+06 18+06 07*+01 21+05 12*04 18*+05 31*0,1 4,3+0.2
Cci8:1 282+25 341+58 428+35 334+32 276+28 362*+29 218*+26 463+15 399+22 300=*23
C18:2 392+1,3 130+20 42+14 44+14 175+t12 154+15 47+27 72+03 34+08 148+21
Ci8:3 10,9+0,4 7710 74+19 04+01 158+10 102+15 218*1,7 66=*05 112+19 81+0,2
C20:0 05+0,2 08+01 o03+01 06+02 00*00 02+0,03 00+00 01*+0,01 0,0=*=0,0 0,7+0,04
C20:1 00+00 11+0,2 06+03 00*+00 00+00 00+00 00*+00 00+00 00£00 00=*0,0
C20:3 00+00 00+00 00*Xx00 0000 0000 00+00 00£x00 07£0,03 00+0,0 0,0=£0,0
C22:0 01+0,02 03002 03+005 00+00 01+002 18*+03 00*+00 02+0,03 00*+00 0,4=*0,03
C24:0 0,2+0,08 00+00 01+003 04+02 00+00 01+003 00+00 00+00 0,0+0,0 0,2+0,02
C26:0 00+0,0 0000 o0,7+0,1 0,0+00 02+001 06*008 04+003 00*£00 0,7*003 0,5=*0,1
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Figura 5.Metabolismo do nitrogénio nas 10 cepas de microalga estudadas. Os
valores representam a média + desvio padrdo (n=4). Barras contendo diferentes
letras diferem entre si peteste de Tukey a 5% (P < 0,05).

3.5. Perfil metabdlico

A andlise de CGEM permitiu a identificagdo de 57 metabdlitos,
pertencentes a diferentes classes, incluindo amino&cidos, acidos organicos,
acucares, acucares fosfatados e poliaminas. De maneira geral, observou-se que as

cepas BR023, BR017 e FURG apresentaram 0s maiores niveis para a maioria dos
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Aminoécidos
Alanina
Asparagina
Aspartato
Citrullina
Cisteina
GABA
Glutamato
Glutamina
Glicina
Histidina
Homoserina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Ornitina
5-Oxoprolina
Fenilalanina
Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina
Acidos organicos
Glicerato 3-P
Fosfoenolpiruvato
Piruvate
Acetato
Citrato
2-Oxoglutarato
Succinato
Fumarato
Malato
Treonato
Piroglutamato
Oxalato
Hidroxipiruvato
Glicerato
Glicolato
Acgucares
Glicose
Frutose
Maltose
Sorbose
Trehalose
Acucar alcoois
Eritritol
Galactinol
Glicerol
Glicerol 3-P
mio-Inositol
Poliamina
Idose
Putrescina
Espermidina
Outros
3-Indolacetonitrila
AMP
Benzoato
Nicotinamida
Riboflavina
Uracil

BROO1 BRO0O3 BR0O07 BROOS BRO17 BRO19 BRO20 BRU23 BR024 FURG
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084 046 064 068 094 076 L1 oS 7
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Figura 6. Mapa de calor representando as variagdes

relativas no contetdo dos

metabolitos nas 10 cepas de microalgas. Os valores estdo normalizados em

relacdo ao padréo interno (Ribitol) e a média do metabdlito calculada para todas

as amostras. A escala de cor utilizada esta representada na figura.
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metabdlitos encontrados,enquanto que as duas cepas de Scenedesmus (BROO03 e
BR024) apresentaram um perfil opostom os menores valores para a maioria

dos metabdlitos determinados (Figujad6cepa BR023 apresentou altos teores de
aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina e valina), aromaticos (tirosina) e
outros como lisina, alanina, glutamato, GABA dentre outros. Adicionalmente ao
alto teor de aminoacidos esta cepa também apresentou altos valores de varios
acidos organicos, como o piruvato, o acetato e a maioria dos intermediarios do
ciclo dos acidos tricarboxilicos (citrato, 2-oxoglutarato, succinato, fumarato e
malato)e agucares alcodis, como glirecol-3fosfato e glicerol, que sdo precursores
da biossintese de &cidos graxos. Ja em relagdo ao metabolismo de arginina e
outras poliaminas os maiores teores foram encontrados nas cepas BR017 e FURG.
Altos teores de ornitina, citrulina, putrescina e espermidina foram obtidos nestas
cepas indicando uma possivel diferenca no metabolismo do nitrogénio em relacéo

as outras cepas.

3.7. Andlise de Componentes principais (PCA)

Para verificar a contribudp de cada metabddi analisado, foram feitas
andlises multivariadas com decomposicdo em componentes principais. Esta
andlise reduziu todos os parametros quantificados a dois componentes principais,
que explicaram 63,8% da variacdo total nos dados originais. O primeiro
componente foi responsavel por explicar 48,6% da variacéo total das amostras, e
esteve largamente associado com parametros de produtividade de biomassa, teor
de proteinas e metabdlitos (aminoacidos, acidos organicos, acUcares, dentre

outros). O segundo componente explicou 15,2% da variacdo, e esteve relacionado
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com os parametros bioquimicos (carboidrato, pigmentos, etc.) e metabébcos.

se analisar o primeiro componente (Figurase 8), observa-se que as cepas
posicionadas em valores mais positivos do eixo exibiram os menores valores da
maioria dos metabdlitos quantificados. J& ao analisar o segundo componente,
percebe-se que as amostras posicionadas em valores mais positivos apresentaram
alto teor de certos aminoacidos (alanina, histidina, glutamina), enquanto cepas que
apresentaram valores mais negativos apresentaram altos valores de acUcares e de

alguns acidos orgéanicos (succinato, fosfoenolpiruvato).

0,3
Threonate
Hyd rg%%?r;";-e.'ate
0,24 Histidine myoziostol
v 4 )
*: Glycerate 3-B/ » .1'4‘2'*" A
g Chiorophyll b M’ jine
Q hapestshe
= 0,14 Carotenocids Starch 2%0 )
: GBS onon e -3 o
-'j Lipid productivitye, =
o Biomass Productivity
E 010 T
5 ]
of)
53
2
-0,1
-0,24
T T T T T
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

Primeiro Componente

Figura 7.Andlise dos dois primeiros componentes principais nas dez cepas de

microalgas.

A andlise dos dois primeiros componentes principais, juntamente com a
andlise de dendograma possibilitou a separacdo de quatro grupos principais, 0
primeiro formado pelas cepas BR001, BR0O03 e BR009; o segundo com BR009 e

BR024; o terceiro com BR007, BR017, BR023 e FURG; e o ultimo com a cepa
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BR0O20 que ndo agrupou com nenhuma outra estirpe demonstrando um

comportamento Unico em relacasdemais cepas analisadas (Figura 9).
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Figura 8.Distribuicdo das dez cepas de microalgas nos dois primeiros

componentes principais.
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Figura 9.Andlise de dendograma com as 10 cepas de microalgas utilizando
método de ligacdo pela média e de distancia utilizando coeficiente de correlagéo

de Pearson.

4. Discusséo

Em processos de producdo de Oleo a partir de biomassa de microalgas,
um dos principais objetivos daqueles que trabalham nesta area é o alto rendimento
de lipidios por area (resultado da produtividade de biomassa e do contetdo
lipidico), uma vez que influencia enormemente nos custos de produc¢éo (Rudolfi et
al., 2009). Dessa maneira, a escolha da cepa correta € um fator criti@ para
viabilidade do processo. Alto teor de lipidios, taxas de crescimento altas,
facilidade de recuperar a biomassa e a habilidade de adaptar as condi¢des
ambientais sdo, assim, critérios essenciais na selecao de cepas (Chaichalerm et al.,
2011).

Acreditase que estirpes nativas de microalgasgeem uma melhor
adaptacdo as condicbes ambientes loeagpresentam um crescimenitoas
rapido que cepas nédo nativas (Chimera et al., 2010). Logo, varias espécies como
Scenedesmus obliquus, Dunaliella salina, NannochlorogsisE Chlorella
protothecoides tém sido isoladas de diferentes regides (Larkum et al., 2011; Tang
et al., 2011Chaichalerm et al., 2011, Lim et al., 20 Khandarajah et al., 2012).
Dentre estas, 0 alto potencial de espécies do género Scenedesmus € relatado por
apresentam crescimento rapido e conteudo lipidico, culminando em alta
produtividade de lipidios (Song et al., 2013;Mandal & Mallick, 2009). No
presente estudo, 10 cepas brasileiras de microalgas pertencentes a divisao

Chlorophyta foram testadas quanto ao potencial para producdo de biomassa e
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lipidios, observando-se a presenca de duas espécies de Scenedesmus qu
apresentaram alta produtividade de biomassa e de lipidios.

Todas as cepas aqui estudadas apresentaram uma faseitagurta,
seguidas por uma fase log que variou de 2 a 6 dias, e uma fase estacionaria de
maior duracao.lsto pode ser atribuido ao fato de que alta concentracdo inicial do
in6culo desencadeia uma melhor adaptacdo a nova condicdo de cultivo e,
portanto, proporcionam uma fase lag curta e um menor periodo de coleta (Lu et
al., 2012). Cabe mencionar que isolados que exibem curvas de crescimento curta,
com rapida entrada na fase estacionaria, sdo desejaveis para a producdo de
biodiesel tendo em vista que microalgas apresentam a tendéncia de acumularem
lipidios na fase estacionaria. Isso ocorre, mEscélulas reduzem seu gasto
energético em sucessivas divisdes e passam a sintetizar substancias de reserva (Hu
et al., 2008; Willians & Laurens, 2010).

A produtividade de biomassa é um fator importante, pois € um indicativo
da produtividade que pode ser mantida em cultivos continuos (Griféthal,

2009). Os dados de produtividade deste estudo variaram entre 0,134 =*
0,007mg.mf-.dia®* para BR0O03 e 0,054 + 0,003 mgimlia’ para BR023.
Embora esta cepa juntamente com as cepas de Chlorella (BR0O01, BR0O17 e
FURG) tenha apresentado um alto numero de células, o pequeno tamanho das
células levou a menor produtividade. Chaichalerm et al.(2011) utilizando o meio
BG-11 e condic¢des de cultivo similares as usadas nesse estudo, obtiveram valores
de biomassa e produtividade semelhantes aos encontrados, para diferentes
espécies de microalgas. Tais autores relatam que a cepa com maior rendimento de

biomassa foi Scenedesmus acutus, com valores de 0,117 naggrhlsemelhante
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ao encontrados para as cepas de Scenedesmus (BR003 e BR024) analisadas neste
trabalho.

Todavia, os valores de produtividade obtidos no presente estudo séo
menores que os relatados por Rodolfi et al. (2009) que variam de 0,17 a
0,28mg.mt".dia* para espécies de microalgas de agua doce. Entretanto, essas
diferencashaprodutividade podem ser atribuidas a diferentes condic¢des de cultivo
utilizadas no presente trabalho, demonstrando que além do isolamento de cepas as
condi¢cdes de cultivo sdo fatores importantes para andlise dos cultivos.

A biomassa € composta principalmente de proteinas, carboidratos e
lipidios e a propor¢do dos mesmos pode variar conforme a espécie e as condi¢cdes
de cultivo (Vigeolas et al., 2012). Paagoroducdo economicamente viavel de
biodiesel, a biomassa residual de microalgas constitui um importante fator. A
biomassa desprovida de lipidios contém varias biomoléculas que podem ser
utilizadas em outros processos tecnoldgicos (Hempel et al., 2012).

Em relacdo ao teor de carboidrato também ocorreram diferencas
significativas entre as estirpes. Assim como neste estudo, Do Nascimento e
colaboradores (2012) verificaram grande variagcdo entre cepas de microalgas,
sendo a menor porcentagem apresentada pelo estudo também observada em uma
espécie do género de Desmodesmus. Embora o principal foco desse estudo tenha
sido investigar microalgas para acumulo de 6leo, tornou-se evidente que algumas
cepas parecem acumular teores relativamente altos de carboidratos. Assim,
algumas dessas estirpes podem ser matérias-primas apropriadas para a producao
de bioetanol ou biogas (Brennan & Owende, 2010). Além disso, os carboidratos
podem ser reciclados no processo de producdo de lipidios (Trzcinski et al.,

2012.Quanto aos compostos de reserva, o0 maior teor de amido foi encontrado na
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cepa Chlamydomonas sp. BR020, que uma espécie do género no qual
frequentemente sdo encontrados altos teores de amido (Siaut et al., 2011). J4 para
0s conteudos de lipidios, também foram observado variacdes entre as cepas
analisadas com valores normalmente acima 12% do peso seco. Varios autores tém
reportado variagdes nos teores de Oleos de microalgas, dependendo da cepa e das
condicdes de cultivo, com valores variando de 10 a 30 % da biomassa.
Geralmente os teores de 6leo sdo inversamente proporcionais a produtividade de
biomassa devido ao alto custo metabdlico da biossintese de lipidios (Do
Nascimento et al.,, 2012; Griffiths et al.,, 2011;Rodolfiet al., 2009). Estes
resultados corroboram com os dados obtidos no presente estudo, pois a maior
porcentagem de Oleo foi encontrada para a cepa BR023, a qual apresentou menor
produtividade de biomassa. Yu e colaboradores (2012) também reportam altos
conteudo de lipidios e baixa produtividade em cultivos autotréficos para estirpe
Monoraphidium sp. FXY-10.

O amido e o lipidio sdo os principais compostos de reserva em algas
verdes e constituem os dois maiores drenos de carbono em células com baixa taxa
de diviséo celular e, portanto, apresentam uma competicao por este recurso (Siaut
et al., 2011). Quando o crescimento celular diminui a fotossintese continua
mesmo que a taxas menores, e ocorre uma mudanga no metabolismo, de modo
gue os fotoassimilados sdo armazenados em compostos de reserva garantindo a
sobrevivéncia da alga em condi¢cdes desfavoraveis (Ordog et al., 2012). Essas
reservas celulares requerem muito gasto energético e a interacdo entre a
biossintese de acidos graxos e carboidratos e sua regulacdo em microalgastém
sido amplamente investigados. Em um desses estudos, por exemplo, demonstrou-

se que a inativacdo da ADP-glicose-pirofosforilase de um mutante que nao produz
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amido em Chlamydomonas pode levar a um aumento de 10 vezes nos teores de
TAGs (Recht et al., 2014).

O amido é considerado o principal carboidrato de reserva em muitas
algas e plantas e a sua sintese compartilha muitos precursores com a sintese de
lipidios, como os intermediarios do ciclo de Calvin (gliceraldeido-3fosfato, e 3-
fosfoglicerato). Muitas algas, especialmemte verdes, utilizam amido como
composto de reserva e altas taxas de sintese de TAG ocorrem apenas quando a
oferta de carbono excede a capacidade de sintese de amido ou na auséncia de
producdo de carboidratos de reserva (Fan et al.,, 2012). No presente trabalho o
acumulo dessas reservas variou amplamente entre as cepas ndo apresentando um
padrdo entre géneros ou espécies, com algumas cepas apresentando maior
tendéncia no acumulo de amido enquanto outras no de 6leo. Demonstrando a
importancia da melhor compreensao sobre a regulacdo da sintese dessas reservas
em microalgas.

A produtividade de lipidios também variou entre as estirpes testadas. As
duas cepas de Scenesdus estudadas apresentaram alto valor de produtividade
de lipidios. Embora, ndo tenham apresentado o maior teor de lipddais
produtividade de biomassa somada ao teor de lipidio, garantiram uma alta
produtividade de lipidio nessas cepas. Ademais, a produtividade de biomassa teve
uma correlacdo positiva com o teor de lipidios, semelhante ao reportado por
Hempel et al. (2012). Rodolét al (2011) em um trabalho de caracterizagdo de
microalgas de agua doce sugerem espécies do género Scenedesmus como as de
maior potencial para utilizacdo em cultivos comerciais destinados a producao de
lipidios e biocombustiveis, corroborando que o género tem capacidade para alta

producao de Oleo.
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Assim como o conteudo de lipidios, o teor de FAMEs variou entre as
diferentes cepas testadas, com as maiores taxas encontradas na cepaBR023. Ja em
relacdo ao perfil de acido graxo, os FAMEs insaturados de 18 carbonos (acido
oléico - C18:1,linoléico €18:2, e a-linoléicoC18:3) foram os mais abundantes,
seguidos pelo acido palmitico(C16:0) e os insaturados de 16 carbonos (C16:1,
C16:2 e C16:3). Esses valores séo similares aos reportados na literatura para algas
de agua doce (Griffiths et al., 2011) e a alta proporcdo de C16 e C18 indicam que
0 Oleo produzido por todas a cepas pode ser adequado para a producdo de
biodiesel (Limet al., 2012). Dentre as cepas testadas, BR0O03, BR023 e BR024 se
destacaram por apresentarem altos teores de &cidos graxos saturados e
monoinsaturados e baixo teor de poliinsaturados, conferindo caracteristicas
importantes como estabilidade oxidativa e alto ponto de névoa (Song et al., 2013).
Ao passo que as cepas BRO17 e BR020 apresentaram maiores teores de
poliinsaturados e podem ser importantes na industria de alimentos.

Considerando o metabolismo do nitrogénio, os contetdos de proteina de
aminoacidos totais foram maiores nas cepas BR017 e BR020. Em microalgas de
agua doce o conteudo de proteinagpatiar de 11 a 46% (p/p) (Boyd, 1973). No
presente estudo, verificou-se que os deode proteina apresentaram uma
tendéncia de diminuicdo com o aumento da produtividade de biomassa (Figura
suplementar S1 e S2). Isso se explica pelo fato de que baixas taxas de crescimento
contribuem para o acumulo destes compostos, em relacdo as células sob altas
taxas de produtividade (Bermudez et al., 2084 quantidade de proteina na
biomassa, ap0s a extracdo de 6leo para a producédo de biodiesel, é de grande
interessecomercial, pois estas proteinas podem ser utilizadas na alimentacéo

humana ou animal (Spolaore et al., 2006)
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Assim como proteinas e aminoacidos, os pigmentos sdo utilizados como
reserva de nitrogénio pela célula. A clorofila € um composto rico em nitrogénio e
facilmente acessivel, que é utilizado para manter o crescimento celalar e
producdo de biomassa, quando ocorre limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo
(Ordoget al., 2012). No presente estudo foram observadas grandes diferencas
entre as estirpes para a quantidade de clorofila. Contudo, ndo foi observado
correlacdo entre os niveis de pigmentos e o crescimento. No entanto, esses dados
sao consistentes com os de Ratha e colaboradores (2012) que relataram cepas com
baixo teor de clorofila com alta producéo de biomassa

Em contraste com o observado para os outros pigmentos B8REPA
apresentou alta concentracdo de clorofila b, que foi responsavel por uma baixa
razdo da clorofila a/b. Esta cepa apresenta uma caracteristica importante, pois as
células, além de ter dimensbBes grandes, formam aglomerados celulares que
tendem a diminuir a penetracdo de luz na cultura o que pode explicar a reducao na
razao entre as clorofilas. Uma vez que a relagéo clorofila a/b tende a diminuir com
a reducédo da intensidade luminosa devido a uma maior proporgéo relativa de
clorofila b em ambiente com menor incidéncia de luz (Freiberger et al. 2010).
Alguns trabalhos demonstram que mutantes de Chlamydomonas reinhardtii, com
complexo antena reduzido, gerados por supressdo na sintese de clorofila b,
aumentam a penetracdo de luz no meio de cultura liquido, tornando mais eficiente
a conversao de energia solar em biomassa e aumentando, assim, o rendimento dos
mesmos (Rosenberg et al, 2008; Perrine et al., 2012).

A analise dos coeficientes de correlacdo de Pearson juntamente com o
primeiro componente da analise multifatorial sugere que as cepas com maiores

taxas de producdo de biomassa apresentam menores valores para a maioria dos
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metabdlitos quantificados, como por exemplo, aminoacidos e acidos organicos
(intermediarios do ciclo TCA). Tais relacdes tém sido observadas em outros
trabalhos quando as microalgas sé&o cultivadas sob condi¢gGes de estresse, na qual
ocorre inibicAo do crescimento e acumulo de metabdlitos como aminoéacidos,
intermediérios do ciclo TCA, frequentemente associados com acumulo de 6leo na
célula, demonstrando uma regulacdo na producdo de biomassa e metabolismo
celular (Ho et al., 2014; Recht et al., 201Meste trabalho foram avaliados
cultivos na fase estacionaria, que € uma fase na qual normalmente ocorre
limitagdo nutricional, 0 que pode restringir 0 crescimento e causar uma
reprogramacdo metabdlica. No entanto, a maneira como cada cepa percebe e
responde a estes fatores € especifico 0 que explica as diferencas obtidas e sugere a
necessidade de um melhor estudo das vias que controlam o crescimento e o
metabolismo em respostas a fatores ambientais nestes organismos.

Coletivamente os resultados obtidos no presente estudo sugerem que
cepas diferentes de microalgas possuem caracteristicas metabdlicas intrinsecas
que mesmo pertencendo ao mesmo género ou espécie podem diferir em condi¢cdes
de cultivo idénticas, como pode ser evidenciado na analise de dendograma em que
cepas de organismos proximos filogeneticamente ndo foram agrupados.
Provavelmente, devido a fatores genéticos que estao relacionados com a expressao
e regulacéo de genes, o que reforca, portanto, a necessidade de mais estudos para

compreender a fisiologia e 0 metabolismo destes organismos.
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5. Concluséo
Utilizando a produtividade de biomassa e lipidios como pardmetros para a

escolha de microalgas, as cepas Scenesdesmus bajacalifornicus BR024 e
Scensdesmus obliguus BR0O03 foram apontadas como as de maior producao de
Oleo e biomassa. No entanto, as cepas Chlamydomonas sp. BR020 e Chlorella
vulgaris BR017 também se destacaram por apresentarem maiores teores de acido
a-linolénico e proteinas o que possibilita a utilizacdo destas na perspectiva de bio-
refindrias e geracdo de produtos de altos valores agregados. Além disso, é
importante salientar que os resultados demonstraram que o0 metabolismo e a
fisiologia destes organismos é bastante variado e o acumulo de reservas e variou
com algumas cepas apresentando maior tendéncia no acumulo de amido enquanto
outras no de 6leo, mesmo em condi¢cdes de cultivo idénticas. Demonstrando a
importancia de uma maior compreensao sobre a regulacao da sintese de reservas

em microalgas para melhorar o desempenho de cultivos.
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Figura suplementar 1 Coeficiente de correlacdo de Pearson entre todas as variaveis analisadas nas demoapatgds. Os coeficientes foram
obtidos a partir da média das variaveis (n=4). Coeficientes de correlagcdo marcados com cor s@arastassignificantes a<R,05. A escala de
cor utilizada esta representada na figura.

47

g

Nicotnamide

Rivofiavin



Positivo 0.9-0.89 | 0.7-0.79 | 0.6-0.69
Carboidrato 0,42 Negativ0 0.9-0.89 | 0.7-0.79 | 0.6-0.69
Proteina -0,79 -0,03
Clorofila a 0,25 0,50 -0,12
Clorofila b 0,32 0,62 -0,25 0,74
Carotendides 0,31 0,51 -0,18|0SI 0,80
Amido 0,04 0,27 0,13 0,67 0,61 0,79
Lipideo -0,27 -0,07 -0,12 -0,28 -0,21 -0,25 -0,32
Produtividade de lipideo 0,71 0,45 -0,72 0,11 0,16 0,17 -0,15 0,44
Aminoacidos -0,58 0,13 0,78 0,08 0,20 0,11 0,51 -0,33 -0,68
Sacarose 25 -0,35 0,47 -0,39 -0,59 -0,42 -0,09 -0,46 ° -0,45 0,
£ 3
2 * o
° o ) © 8
S 5 g = = B o 3 ° 3
) 8 o = = c S L) ] 8
ke o = S S ) = g K o
G 2 = 5 5 ° = a ] c
S e}
= =
a o

Figura suplementar 2Coeficiente de correlacdo de Pearson entre a produtividade de biomassa , carboidrato, proteinaaclcfifia b,
carotendides, amido, lipidio, produtividade de lipidios, aminoacidos. Os coeficientes foram obtidos a partir da médiaeimagnat). Coeficientes
de correlacdo marcados com cor sdo estatisticamente significant@0a.FA escala de cor utilizada estéa representada na figura.

48



Lipideo -0,27

Produtividade de lipideo 0,71 -0,33
Alanina 0,73 0,52 0,38 ["Positivo 0.90.89 | 0.7-0.79 | 0.6-0.69 |
Asparagina 0,34 0,14 0,29 0,54 [ Negativo 0.9-0.89 | 0.7-0.79 | 0.6-0.69 |
Aspartato -0,72 0,32 -0,53 0,82 0,73
Citrullina 0,56 0,16 0,54 0,58 0,86 0,84
Cisteine 041 034  -062 0,03 0,44 0,28 0,53
Glutamato -0,88 0,14 0,73 0,61 0,46 0,82 0,78 0,43
Glutamina -0,52 0,21 0,31 0,75 0,73 0,71 0,55 0,10 0,49
Glicine 0,63 016  -0,67 0,15 0,28 0,31 0,61 0,69 0,72 0,13
Histidina 0,11 013 0,06 0,23 0,75 0,35 0,49 0,15 0,04 0,40 -0,18
Homoserina -0,69 0,00 -0,61 0,20 0,36 0,50 0,71 0,69 0,84 o, TG > 0,17
Isoleucina -0,60 0,41 -0,22 0,76 0,45 0,71 0,41 -0,15 0,58 0,88 0,07 0,03 0,18
Leucina -0,65 0,32 -0,28 0,67 0,57 0,68 0,49 0,06 0, NN | 0,24 0,08 ,93
Lisina 0,18 0,08 0,23 0,44 0,65 0,36 0,54 0,13 0,38 0,75 0,40 0,39 0,30 0,54 0,69
Metionina 0,08 031  -0,44 0,17 0,75 0,39 0,67 0,65 0,19 0,24 0,30 0,78 0,26 0,16 0,01 0,28
Omitina 087 008 0,10 0,15 0,49 0,08 0,41 0,19 0,21 0,50 0,46 0,31 0,29 0,27 0,40 0,89 0,25
5-Oxoprolina PossN o026 -0,63 0,79 0,36 0,78 0,51 0,25 0,81 0,70 0,42 -0,15 0,51 0,81 0,81 0,37 -0,01 0,07
Fenilalanina 0,82 0,55 -0,38 [NOIS2 0,50 0,82 0,61 0,01 0,77 0,78 0,33 0,02 0,41 0,88 0,83 0,54 -0,01 0,26 0,88
Serina 0,87 0,49 -0,46 0,85 0,56 0,85 0,73 0,21 0,87 0,73 0,51 0,00 0,61 0,82 0,81 0,55 0,08 032 [OEEEN o7
Treonina -0,56 0,18 0,49 0,75 [IIINGISE o,s7IGIEY 0,41 0,62 0,79 0,34 0,64 0,41 0,58 0,65 0,62 0,69 0,39 0,59 0,69 0,72
Triptofano 053 041 0,79 0,36 0,51 0,51 0,56 0,50 0,67 0,67 0,61 0,20 0,55 0,51 0,65 0,67 0,35 0,53 0,64 0,48 0,54 0,59
Tirosina 0,09 0,33 -0,45 0,64 0,04 0,28 0,12 0,13 0,45 0,32 0,36 -0,35 0,26 0,40 0,40 0,28 0,17 0,07 0,70 0,63 0,59 0,21
Valina -rﬁes 0,56 0,21 0,85 0,57 0,79 0,55 -0,03 0,64 0,88 0,18 0,09 o EOGEEID : 0,58 0,03 0,30 OEENGSE 0.1 0,70
£ g
.-g _9 [ ] [
[ o o © © =
3 :  E g 5 - 3 g g k= 3 g 3 2 z 2 £ ¢ £ 3 8 g
< 3 2 E4 2 2 5 3} 2 2 o £ 5 3 3 = o 5 3 H Z 2 £
E 2 2 < 8] o 9 2 2 = & & =
g 8
a o

Figura suplementar 3.Coeficiente de correlacdo de Pearson entre a produtividade de biomassa , produtividade de tgddesngnoacidos. Os
coeficientes foram obtidos a partir da média das variaveis (n=4). Coeficientes de correlacdo marcadosamestatisticamente significantes<a P
0,05. A escala de cor utilizada esta representada na figura.
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Figura suplementar 4Coeficiente de correlacdo de Pearson entre a produtividade de biomassa , produtividadesjeslipédacidos organicos. Os
coeficientes foram obtidos a partir da média das variaveis (n=4). Coeficientes de correlacdo marcedosamestatisticamente significantes<a P
0,05.A escala de cor utilizada esta representada na figura.
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