i
Universidade de Brasilia
Doutorado em Biotecnologia e Biodiversidade

Biotecnologia e Biomassa para o Século XXI - Estudo de meios de
cultivo para a producéo de biomassa de microalgas

Déagon Manoel Ribeiro

Fevereiro/2020



i
Universidade de Brasilia
Doutorado em Biotecnologia e Biodiversidade

Biotecnologia e Biomassa para o Século XXI - Estudo de meios de
cultivo para a producéo de biomassa de microalgas

Déagon Manoel Ribeiro

Orientador: Dr. Bruno dos Santos Alves Figueiredo Brasil
Coorientador: Dr. Thomas Christopher Rhys Williams

Tese de doutorado submetida ao
programa de pds-graduacdo em
Biotecnologia e Biodiversidade, como
um dos requisitos necessarios para a
obtencdo do titulo de Doutor em
Biotecnologia e Biodiversidade.

Fevereiro/2020



“Existe uma unica estrada e somente uma, e essa € a estrada
que eu amo. Eu a escolhi. Quando trilho nessa estrada as
esperancas brotam, e, 0 sorriso se abre em meu rosto. Dessa
estrada nunca, jamais fugirei.”

Daisaku lkeda



AGRADECIMENTOS
Agradeco,

Ao Prof. Dr. Bruno dos Santos Alves Figueiredo Brasil, pela orientacdo, confianca e
oportunidade de desenvolver este trabalho e também ao professor Dr. Thomas
Christopher Rhys Williams, por ter aceitado o convite de coorientador e sua grande

contribuicdo em diferentes momentos, bem como garantido o avanco da Tese.

Aos meus familiares, minha mée Vera que sempre me apoiou, meu irmdo Thiago que
sempre foi um exemplo e que sempre me incentivou, meu avé Oscar que sempre foi um
exemplo para mim, minha Tia Marlene, meu Tio Jalio e a minha esposa Brenda Hada
que foi super importante na reta final da Tese, pessoas que me ajudaram durante todos
esses anos e com isso fizeram com que eu conseguisse ter a minha formacdo. Este
trabalho também é em memdria a minha avé Henriqueta, e grande parte das minhas

caracteristicas eu devo a ela.

Aos companheiros de laboratorio, pela ajuda, companheirismo e amizade desfrutados
nos dias e noites de trabalho, acompanhados sempre de muitas risadas e brincadeiras
que me ajudaram muito durante esta caminhada. A pds-graduacdo ja valeu pelas

amizades que conquistei.

Aos professores e técnicos que sempre me apoiaram, professores que fizeram de tudo e
mais um pouco para que eu aprendesse algo e me desenvolvesse, para me tornar um

profissional ainda mais qualificado.
Ao CNPQ, CAPES e a FAPDF pelo apoio financeiro.

A Universidade de Brasilia e & Embrapa Agroenergia pela formagio profissional

proporcionada.

A minha grande organizacio que pertenco, a BSGI, onde todos os dias me ensina a
tornar-me um grande valor para a sociedade, a todos os membros da organizacédo, ao

Taiyo Ongakutai e a0 meu grande mestre da vida, Daisaku Ikeda.

E a todos aqueles que contribuiram direta ou indiretamente para realizacdo deste
trabalho.



Lista de Tabelas

Tabela 1Principais nutrientes no cultivo de microalgas. .........ccocovereieiniiiinnseeeeeee 22
Tabela 2 Comparacdo entre meio com nutrientes quimicamente definidos e indefinidos. ........ 26
Tabela 3 Principais sistemas de cultivo de microalgas e suas vantagens e desvantagens.......... 27
Tabela 4 A) Composicdo Elementar das formulacfes testadas B) Nutrientes testados, suas
CONCENIIACHES USAUAS. ... . veveereiiteiee e steetie e te e ste et e s e e e et e s ae e st e ste e e e sbesteesbesaeeseebesneesaesraeseeneas 34
Tabela 5 Numero de células, taxa de crescimento especifico e pH em diferentes pontos de
CrESCIMENTO CRIUIAN. ... oo sttt st st neesae e neeneas 40
Tabela 6 Teor de biomassa, rendimento e compostos de interesse acumulados em Chlorella
sorokiniana cultivados N0S diferentes MEI0S........c.ccueviiieriiiiie e 41
Tabela 7 Metabolitos identificados de Chlorella sorokiniana cultivados em meios de cultura
BG11, BGU € BGNIIM. ... .ottt sttt sn ettt naeneans 46
Tabela 8 Comparagéo entre produtividade e custos dos meios testados. ........cccccevevevvervrveeene. 48
Tabela 9 A identificagdo molecular das 18 cepas utilizadas neste estudo com base na sequéncia
Lo (ol g To L o= 1o (o] gl a LU I IS 51

Tabela 10 Comparacao de produtividades de biomassa, produtividades lipidicas e eficiéncia de
remogdo de nutrientes obtidas com espécies de microalgas cultivadas em POME sob diferentes
COMTIGDES. ...tttk b et b e bbbt bbbt e et e bt bbbt nb et e et 58
Tabela 11 Caracterizacdo fisico-quimica de POME bruto e em POME antes e apos o cultivo de
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 por 5, 10 e 15 dias. POME: Efluente da industria de 6leo de

O 110 VSO PRRPSR 60
Tabela 12 Teor de biomassa, rendimento e compostos de interesse acumulado em
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido nos diferentes meios.........c.ccocvvevvvveveniviieineinnnnns 62
Tabela 13 Perfil de carboidratos acumulados em Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido
NAS AITEIENTES MITIAS. ...iiviiiiitiiie ettt et et e st e et sbeebe e besbeebesbeeneeseas 64
Tabela 14 Perfil de ésteres metilicos de é&cidos graxos (FAME) acumulados em
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido nas diferentes meios. ........ccccocevvvveeveieeieieciennens 66
Tabela 15 Perfil de carotendides acumulados em Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido
NAS IfEreNtES MITIAS. ...ccvveiiiiie e st sbe et e be s reeeesbeeseeneas 68
Tabela 16 Produtividade estimada entre Bold Basal e POME em diferentes momentos............ 70



Lista de Figuras

Figura 1 Vis&o geral filogenia da linhagem verde e disseminagdo de genes verdes em outros

LT 0% 4 o) TSRS 16
Figura 2 Sistematica de Chlorella mostrando evolugdo independente em duas linhagens
diferentes: as Trebouxiophyceae e as ChlorophyCeae ..........cccoeveveieiiiininenencreeeeeee 17
Figura 3 Conversao fotossintética de energia solar para a producdo de biodiesel.. ................... 19

Figura 4 O ciclo de Calvin, mostrando os intermediarios do primeiro composto estavel de
carbono, 3-PGA, a molécula aceitadora de didxido de cabono, ribulose-1,5-bifosfato e os pontos
de saida formam o ciclo nas vias de sacarose, amido e isoprenoides e acido chiquimico.. ........ 20
Figura 5 Visdo geral da morfologia celular durante o rearranjo da composi¢do bioquimica;
alteracdes no contetdo de proteinas e carboidratos & medida que o contetdo lipidico celular das

CEIUIAS AUIMBNTA. . ...ttt ettt st sttt et s e s e sbesbe st e ste st e e e e eneenens 24
Figura 6 Microscopia da microalga Chlorella sorokiniana LBA # 39 da colecdo de
microrganismos da Embrapa Agroenergia. Coletado na Chapada Imperial, Brasilia/DF........... 33
Figura 7 Esquema do fotobiorreator tubular automatizado com airlift..........ccccocevevenenencnne. 35

Figura 8 (A) Espectro de absorcdo de Chlorella sorokiniana LBA # 39 (linha sélida), espectro
de emissdo dos LEDs usados para iluminar a cultura (linha tracejada) e comprimento de onda
usado para monitorar a cinética crescida das culturas (linha vertical a 525 nm). (B) Curva de
calibragdo usada nas medigdes de densidade de algas obtidas com contagem direta de células

dentro de uma caAmara de NEUDAUET ...........ceveririerieieieeeeetese ettt 36
Figura 9 Dindmica de crescimento de Chlorella sorokiniana nas trés formulacGes de meios. (A)
Densidade de microalgas e (B) valor de pH da CUtUra. ...........ccceiveieiiiieieceeeeceeeee e 39

Figura 10 Diferentes fontes e sistemas de transporte de nitrogénio. Amt - Transportador de
canais de aménia, Nrt2 / Nar2 - Sistemas de nitratos e nitritos, HANT - Sistema de
transportador de nitrogénio de alta afinidade, DUR3 - Transportador ativo de ureia, GS-

GOGAT - Glutamina / glutamato SINTASE. .......cceeruereeeeerieeeiereete e sre et sre e e e e e saenes 42
Figura 11 Perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMESs) de Chlorella sorokiniana
crescidos em meios de cultura BG11, BGU € BGNIM. ....coooooeieiieeee e 44
Figura 12 Lagoas de tratamento de efluentes da indlstria de 6leo de palma (POME) na
agroindustria (DENPASA - Dend@ do Pard S/ A)....cu ettt 52
Figura 13 Vista esquematica da estrutura do fotobiorreator Flat Plate airlift. (A) vista frontal;
(=) YA L1 = U= | ST 53
Figura 14 Taxa de crescimento especifico de 18 linhagens de microalgas cultivadas em POME..
..................................................................................................................................................... 55
Figura 15 Microscopia da microalga Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 da colecdo de
microrganismos da Embrapa AgroBNergia. .......ceceveeeereriereneeeseeeeee et 55
Figura 16 Dindmica de crescimento de Pseudokirchneriella sp. LBA #52.. ......ccooevveievennne. 56
Figura 17 Dinadmica da producdo de biomassa (massa seca) da Pseudokirchneriella sp. LBA #
D2 ettt b et e h e et et e bt e bt e ah e e ea et este e be e Ae e heenReeea e e et e enteenteenreenareenne 57



Resumo
A biotecnologia e a producdo biomassa sdo temas contemporaneos de grande relevancia
mundial. Neste contexto, destacam-se as microalgas como fontes promissoras para a
producdo de alimentos, bioprodutos e energia no século XXI. No entanto, existem
diferentes desafios a serem superados para tornar a producdo industrial de microalgas
economicamente vidvel, dentre eles o custo do meio de cultivo. Esta tese tem como objetivo
apresentar duas estratégias para a producdo de biomassa de microalgas verdes
(Chlorophyta) utilizando meios de cultivo de baixo custo. A primeira estratégia consiste na
formulacdo de meio quimicamente definido que combina as fontes de nitrogénio (ureia,
amonia e nitrato) com o uso de fertilizantes como uma abordagem de baixo custo para o
cultivo de Chlorella sorokiniana. O meio proposto denominado "Blue Green Nitrogen Mix"
(BGNIM), foi capaz de suportar o crescimento de C. sorokiniana em niveis semelhantes ao
meio sintético padrdo BG11, apresentando produtividades entre 47 ¢ 50 mgDW « L™ « d,
Adicionalmente, o uso combinado de trés fontes de nitrogénio levou a alteracbes na
composicao da biomassa. A concentracdo de proteinas aumentou 7%, de carotenoides 41%,
de acucares sollveis 12%, alanina 370%, serina 350%, valina 180%, mio-inositol 190%,
acido glicerico 230% e &cido glutamico 220%, quando comparado ao meio padrdo BG11.
Além disso, uma grande mudanca de pH foi detectada durante a fase inicial de crescimento
em culturas de BGNIM, abrindo oportunidades para o controle de predadores sensiveis ao
pH durante a producio em larga escala. E importante ressaltar que a formulacio BGNIM
proporcionou uma reducgéo de custo de aproximadamente 95% em compara¢do com 0 meio
padrdo BG11. A segunda estratégia foi a utilizacdo de efluente da inddstria de 6leo de
palma (POME) como meio de cultivo algal quimicamente indefinido. Neste trabalho, a
linhagem autdctone de microalga Pseudokirchneriella sp. O LBA # 52. Esta foi selecionada
dentre 18 linhagens testadas para crescimento em POME. A produtividade da biomassa
alcangou 272,13 mgDW « L™ « d* durante o cultivo, usando fotobiorreatores Flat Plate
airlift de 15 L. Os carboidratos constituiram a maior fracdo da biomassa das algas,
atingindo até 39,73%, enquanto a fragdo lipidica variou de 8,39% a 11,03% quando o
POME é utilizado como meio de cultura. Além disso, o crescimento de algas promoveu
reducbes de 61,21% do nitrogénio total (TN), 99,99% de amonio e 99,07% de fosfato
presentes no POME. Este estudo destaca o potencial do uso de microalgas no tratamento de
aguas residuais e na producdo de biomassa de alto valor agregado, integrada a industria de

6leo de palma.



Abstract
Biotechnology and biomass production are contemporary themes of great worldwide
relevance. In this context, microalgae are highlighted as promising sources for the
production of food, bioproducts and energy in the 21st century. However, there are different
challenges to be overcome to make inddstrial microalgae production economically viable,
including the cost of the medium. This thesis aims to present two strategies for the
production of biomass from green microalgae (Chlorophyta) using low cost cultivation
media. The first strategy consists of formulating a chemically defined medium that
combines nitrogen sources (urea, ammonia and nitrate) with the use of fertilizers as a low-
cost approach to the cultivation of Chlorella sorokiniana. The proposed medium called
"Blue Green Nitrogen Mix" (BGNIM), was able to support the growth of C. sorokiniana at
levels similar to the standard synthetic medium BG11, presenting productivity between 47
and 50 mgDW « L™ « d'. Additionally, the combined use of three nitrogen sources led to
changes in the composition of the biomass. Protein concentration increased 7%, carotenoids
41%, soluble sugars 12%, Alanine 370%, Serine 350%, Valine 180%, Myo-inositol 190%,
Glyceric acid 230% and Glutamic acid 220%, when compared to standard medium BG11.
In addition, a large pH change was detected during the initial growth phase in BGNIM
cultures, opening up opportunities for the control of pH sensitive predators during large-
scale production. It is important to note that the BGNIM formulation provided a cost
reduction of approximately 95% compared to the standard BG11 medium. The second
strategy was to use effluent from the palm oil mill (POME) as a chemically indefinite algal
culture medium. In this work, the indigenous microalgae Pseudokirchneriella sp. LBA # 52
was selected from 18 strains tested for growth in POME. Biomass productivity reached
272.13 mgDW « L* « d* during cultivation, using 15 L Flat Plate photobioreactors.
Carbohydrates constituted the largest fraction of algae biomass, reaching up to 39.73%,
while lipid fraction varied from 8.39% to 11.03% when POME is used as a culture medium.
In addition, algae growth promoted reductions of 61.21% of total nitrogen (TN), 99.99% of
ammonium and 99.07% of phosphate present in POME. This study highlights the potential
of using microalgae in the treatment of wastewater and in the production of high added

value biomass, integrated with the palm oil industry.
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Preltdio

A Biotecnologia e o seculo XXI

O seculo XXI estd sendo construido com tecnologias e perspectivas de
sociedades nunca antes imaginadas. Hoje a globalizacdo é uma realidade e o0 acesso a
informacdo é ilimitado. Neste contexto, algumas areas terdo grande importancia na
construcdo de uma nova era no mundo, como areas ligadas a tecnologia da informacao,
nanotecnologia e a biotecnologia.

Utilizar a biodiversidade para desenvolvimento de produtos para adquirir
vantagens, sejam elas ligadas a producgdo de alimentos, energia ou a cuidados com o
corpo e a mente, foi determinante para a construcédo da sociedade que hoje conhecemos.
Registros de mais de dez mil anos indicam que ja existia selecdo das plantas mais
produtivas, existiam também, a selecdo de animais mais domesticaveis que auxiliaram
na protecdo e no desenvolvimento da sociedade. Assim, a sobrevivéncia esteve sempre
ligada a dominagdo da tecnologia, onde a mistura entre o conhecimento e o uso da
biodiversidade para o desenvolvimento de processos e produtos, deu origem ao que
conhecemos hoje por biotecnologia.

Fazendo uma analogia, € possivel imaginar quem eram as pessoas que faziam
fermentacdes, extratos de plantas e animais, reagdes e transformacdes com todo o tipo
de substancia da natureza, conhecido como um alquimista da biodiversidade, talvez os
primeiros biotecnologista. Mesmo sendo algo tdo presente desde o inicio da civilizacdo
humana, o termo “Biotecnologia” s6 foi citado e amplamente difundido a partir de
1960, quando a identificacdo, a traducdo e a manipulacdo da informacdo genética foi
descoberta.

Paul Berg, bioquimico e ex-professor/pesquisador da Universidade de
Stanford, foi quem deu inicio as tecnologias de DNA recombinante. Foi premiado com
0 prémio Nobel de quimica em 1980 por seus estudos fundamentais sobre a bioquimica
dos acidos nucleicos, a génese da tecnologia do DNA recombinante juntamente com
Walter Gilbert e Frederick Sanger, que tiveram importantes contribuicdes na
determinacdo de sequéncias de bases em acidos nucleicos.

E com os avancos da tecnologia do DNA recombinante surgiram empresas
voltadas para essa area, conhecidas como Biotech, e com isso 0 termo comeca a se

popularizar. Mas mesmo diante de tantos avangos, grandes debates frente a perspectiva
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da utilizacdo da biotecnologia e biodiversidade no século XXI ainda geram conflitos
éticos na sociedade.

Entretanto, o termo biotecnologia foi ganhando notoriedade com o passar dos
tempos e € cada vez mais presentes nos projetos e nos avangos cientificos em todo o
mundo. Definido como a utilizacdo da biodiversidade, como organismos vivos e suas
moléculas, no desenvolvimento de produtos, processos e servigos para 0 homem e o
ambiente. Hoje a biotecnologia ¢ uma das principais ferramentas para enfrentar
problemas ambientais, gerar bens de consumo e produzir biomassa para alimento e
energia. Analogamente com o crescimento da biotecnologia, a bioeconomia se torna
cada vez mais relevante em muitos paises, apresentando uma nova forma de valorizacao
de sua biodiversidade e de seus produtos.

O seculo XXI ¢é o seculo do dominio e do entendimento dos macro e micros
organismos e de suas moléculas com uma precisdo nunca antes imaginadas. Novos
processos, produtos e organismos serdo desenvolvidos, e nesse novo mundo 0S
microrganismos serdo responsaveis por grande parte dos meios de producdo. A
bioquimica da fotossintese sera mais bem compreendida e com apenas luz, agua, ar e
alguns poucos nutrientes serd possivel causar uma transformacdo em nossa forma de
sobrevivéncia. Os organismos fotossintetizantes como plantas e algas sempre foram a
maior fonte de nutricdo dos seres humanos e animais, portanto, a evolucao, a otimizacgao
e o profundo entendimento dos processos de captura de carbono para a transformacéo
em biomassa € uma tecnologia essencial para a sustentabilidade de muitas cadeias

produtivas e o combate das mudancas climaticas no mundo.

11



1.  Introducéo

E indispensavel a busca de sistemas de producdes de biomassa que possam
suprir as diferentes aplicaces da sociedade neste século XXI, afinal, o fato é que agua,
oxigénio, alimento e energia serdo sempre necessarios. Com isso, diferentes sistemas de
producdo de biomassa vegetal ja mostraram sua efetividade. No entanto, a producgéo de
biomassa de microalgas possui vantagens potenciais como (i) elevada absorcao de COy;
(ii) crescimento rapido e exponencial comparado a plantas terrestres; (iii) alto teor de
compostos de interesse, como lipidios, proteinas e carboidratos; (iv) capacidade de
crescimento em aguas salinas, salobras ou contaminadas por residuos municipais ou
agroindustriais; (v) necessidade de pouca area em relacdo as culturas tradicionais como
milho e cana de acgUcar, podendo-se aproveitar terras impréoprias para a agricultura
(Chisti, 2008; Oncel, 2013; Raheem et al., 2018).

1.1. Historico da producdo de biomassa algal

Pesquisadores em todo o mundo buscam desenvolver método para conseguir
fazer com que a producdo de biomassa algal se torne economicamente viavel, afinal, os
gargalos continuam os mesmos ha décadas: Precisamos de cepas mais produtivas, meios
de cultivo de baixo custo, fotobiorreatores mais eficientes e automatizados e sistemas de
colheita com menores perdas de biomassa e gasto energético.

Essa histéria comeca ap6s a segunda guerra mundial, onde a ideia de cultivo de
microalgas em grande escala, especialmente espécies do género Chlorella para a
utilizacdo como alimento, comeca a ser considerada por pesquisadores da Instituicdo
Carnegie de Washington nos anos de 1947 e 1948. H. A. Spoehr e Harold W. Milner
fizeram os estudos preliminares e desde o inicio conseguiram constatar que microalgas
realmente tem um grande potencial de crescimento e acumulo de compostos de
interesse, pois diferente das plantas superiores, as microalgas seriam muito flexiveis nos
diferentes acimulos de carboidratos, proteinas e lipidios e sugere que o proximo passo
seria 0 envolvimento com as pesquisas aplicadas e engenharia (Spoehr and Milner,
1949).

Em 1948, pesquisadores de Stanford sdo contratados para realizacdo de um
estudo sobre os fatores necessarios para a concepcdo de uma planta piloto para a
producdo de biomassa de microalgas, estudo que termina em 1950 sem muitos

resultados conclusivos sobre a real possibilidade da viabilizagdo econémica
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(Borowitzka and Moheimani, 2013). E entdo, em 1950 a corporacdo americana de
pesquisa e desenvolvimento de Massachusetts se interessou pela ideia de produgéo de
biomassa através do cultivo de algas e fez uma revisdo cuidadosa dos aspectos
econémicos sobre o assunto com base nas experiéncias da pesquisa realizada pelos
pesquisadores de Stanford. Eles concluiram que ainda existiam muitas incertezas se
realmente o cultivo de microalgas seria viavel. Mas naquele momento o trabalho foi
importante, pois era desejavel que encontrassem quais seriam os principais problemas
que impediriam o cultivo em larga escala de microalgas (Burlew, 1953).

Mas muitos pesquisadores da época estavam de acordo, que era necessaria a
construcdo de uma unidade maior para poder entender como seria o real comportamento
das microalgas e produzir quantidades maiores de microalgas para que o potencial dessa
nova industria fosse avaliado. E com esse objetivo a Corporacdo Carnegie de Nova
York juntamente com a Arthut D. Little, Inc uma organizacdo de pesquisa e
desenvolvimento de consultoria em Cambridge, Massachusetts iniciam os trabalhos
para a construcao da primeira planta piloto de cultivo de Chlorella (Burlew, 1953).

Em julho de 1953 uma publicacdo organizada por John S. Burlew entitulada
“Algal Culture from Laboratory to Pilot Plant” mostrando os principais fundamentos e
aplicacdes do cultivo de microalgas que possibilitou entdo o inicio de diversos outros
projeto e colaboracdes na area e em razdo disso tem sido considerado um marco no
inicio da producdo em larga escala de biomassa algal (Benemann, 2013).

Com a crise do petroleo em 1970, o governo americano voltou a dar atencdo as
fontes de biocombustiveis renovaveis e investiu, entre 1978 e 1996, em um programa de
pesquisa especialmente para o estudo do potencial das microalgas para producdo de
biocombustiveis. Investimento semelhante foi realizado pelo governo japonés entre
1990 e 2000. Ambos os programas concluiram que a producdo de microalgas é
tecnicamente viavel, porém sdo necessarios aperfeicoamentos tecnologicos importantes
para que se atinja a alta produtividade requerida (Walz et al., 2009).

O interesse na producdo de energia a partir de algas ressurgiu e vultosos
investimentos foram realizados, nos anos de 2007 a 2009 teve um aumento de cerca de
400% tanto publicos como privados nos Estados Unidos (Stephens et al., 2010). Estados
Unidos, China e paises europeus sdo os que lideram as buscas para o aperfeicoamento
dos sistemas de cultivo de biomassa e as ferramentas biotecnologicas que é o que devera
fazer diferenca neste século (Walz et al., 2009; Chisti and Yan, 2011; Raheem et al.,
2018).
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O avanco da biotecnologia tem uma relagdo direta com o aumento da producéo
desses microrganismos fotossintetizantes. Em 2010 o Departamento de Energia dos
Estados Unidos concedeu US$48,6 milhGes para pesquisas na area de Biotecnologia de
Microalgas que foram realizadas por uma alianca nacional (National Alliance for
Biofuels and Bioproducts — NAABB) que foi constituida por laboratdrios nacionais,
universidades e industrias de todo os Estados Unidos com o objetivo de avangar na
domesticagdo das microalgas e assim estimular novos investimentos e projetos criando
um novo setor econémico e gerando novos empregos (Richardson and Johnson, 2015).

A industria de microalgas tem potencial para possibilitar a producdo de uma
biomassa algal em larga escala em vérias regides do mundo. Vivemos uma época onde
ainda existem conflitos por energia e alimento e a existéncia de terras que ndo podem
ser aproveitadas para agricultura convencional. Assim, o avan¢o dessa biomassa de alta
tecnologia, automatizada e com possibilidade de producdo vertical, pode dar a
possibilidade de que diversos paises possam a vir a se tornar autossuficientes em
producdo de um alimento rico em proteinas e 6leos esséncias e uma fonte energética
limpa e renovavel, podendo assim garantir maior sustentabilidade urbana (Stephens et
al., 2010; Elrayies, 2018; Ling and Chiang, 2018).

Em todos os paises, a geracdo de energia é algo crucial, e existe uma grande
dependéncia de combustiveis fosseis em todo o mundo. Deste modo, a prospeccao de
novas solucbes no mercado de bioenergia € algo desejavel. Diversas sdo as
possibilidades, mas no século XXI, as biomassas que irdo se destacar serdo derivadas de
organismos fotossintetizantes, com capacidade de modificacdo genética e com
diferentes aplicacdes biotecnoldgicas (Wijffels and Barbosa, 2010; Moody et al., 2014;
Pires, 2017).

Em virtude disso, as microalgas se tornam uma alternativa para melhorar o
ambiente em que vivemos, comec¢ando pela geracdo de energia, que possibilitara a
producdo de mais biomassa para alimentos e diferentes aplicacfes, desde tratamento de
residuos ao desenvolvimento de novas moléculas e estruturas. E por isso, para a
viabilizacdo da producdo de biomassa de microalgas é crucial ter um profundo
entendimento sobre o organismo, 0S inSUMOS necessarios para Sseu crescimento, 0
sistema produtivo, os produtos gerados e seu desenvolvimento sustentdvel. E neste
contexto, esta introducdo visa apresentar o que sd@o as microalgas, Seus processos

bioquimicos e seu grande potencial biotecnoldgico.
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1.2. Algas

O termo Alga foi proposto originalmente por Carolus Linnaeus em seu livro
Species Plantarum publicado em 1753, hoje considerada uma nomenclatura popular
sem significado taxondmico que é utilizado para descrever uma grande variedade de
organismos (Bicudo e Menezes, 2017). Estimativas dizem que o numero de algas vivas
variam de 30.000 a mais de 1 milhdo de espécies, que inclui 15 filos e 54 classes que se
alteram com o tempo (Guiry, 2012). E atualmente existem mais de 150.000 de algas
cadastradas em um banco de dados global de algas (AlgaeBase, 2019).

As algas apresentam uma grande diversidade génica, fisioldgica, morfoldgica,
de formas de reproducdo, historicos de vida e ambiente que vivem, compartilham o
mesmo ancestral das plantas terrestres, e por esta razdo é frequentemente utilizado para
estudos que buscam entendimento evolutivo e de funcionamento dos organismos
fotossintetizantes, que geram informacdes relevantes para diferentes campos da ciéncia
(Bicudo e Menezes, 2017; Brodie et al., 2017).

A busca pelo entendimento da origem evolutiva dos eucariotos fotossintéticos é
algo constante, pela razdo de ter sido um evento importante na historia da vida no
planeta e consequentemente possui relacao direta com os organismos terrestres (Kenrick
and Crane, 1997). Entretanto, devido a sua grande plasticidade génica e capacidade de
transferéncia horizontal dos genes, ainda existem diversos organismos que ainda ndo
foram descritos e muitos genes com fungdes desconhecidas nas microalgas (Brodie et
al., 2017).

Na organizacdo mais moderna as algas verdes, as plantas terrestres e as
carofitas sdo organizadas em uma linhagem geral denominada Viridiplantae, o principal
grupos de eucariontes fotossintéticos, onde as hipéteses atuais dividem em dois clados,
um denominado Chlorophyta que inclui principalmente as algas unicelulares e outro
Streptophyta que inclui as algas verdes carofitas e as plantas terrestres. Divisdes que
ainda hoje sdo questionados por ainda existirem muitas questdes que persistem,
incluindo as ordens de ramificacdo das linhagens prasinofitas as relacdes entre o0s
principais clados de  Chlorophyta  (Chlorodendrophyceae,  Ulvophyceae,
Trebouxiophyceae e Chlorophyceae) e entre o clado Streptophyta (Leliaert et al., 2012).
A hipotese atual da divergéncia filogenética das algas verdes divididas em Chlorophyta

e Streptophyta é apresentada na Figura 1.
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Figura 1 Visdo geral filogenia da linhagem verde e disseminacdo de genes verdes em outros
eucariotos adaptada de Leliaert et al. ( 2012).

Além disso, mesmo com o aprimoramento de diferentes técnicas taxonémicas,
ainda ndo existe unanimidade entre os cientistas a respeito de determinados conceitos e
pontos de vistas relacionado as algas (Bicudo e Menezes, 2017), e com isso, se opta por
abordagens mais atuais que consistem em combinar técnicas classicas e modernas,
como morfologia, estudos de ciclos de vida com composi¢do e marcadores bioquimicos
complementados por anélise filogenética (Champenois et al., 2015).

Como por exemplo, a espécie amplamente conhecida como Chlorella encontra
dificuldade em sua caracterizacdo e sdo apresentadas dispersas em duas classes de
Chlorophyta: a Trebouxiophyceae e a Chlorophyceae. E possivel observar na arvore
filogenética proposta por Champenois e colaboradores (2015), a Trebouxiophyceae
incluiu a especie tipo Chlorella vulgaris (Beyerinck, 1890), Chlorella minutissima Fott
e Novékova, Chlorella sorokiniana (Shihira e Krauss, 1965), Chlorella ellipsoidea
Gerneck, Chlorella mirabilis Andreyeva, Chlorella saccharophila (Kriger) Migula, e C
luteoviridis Chodat, enquanto Chlorophyceae incluiu C. fusca e C. zofingiensis (Figura
2).
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diferentes: as Trebouxiophyceae e as Chlorophyceae adaptada de Champenois et al. (2015).
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1.3.Fotossintese

A fotossintese é a principal reacdo quimica na bioesfera, consistindo no
processo de transformacdo de energia luminosa, agua e dioxido de carbono (carbono
inorganico) em dois produtos indispensaveis para a sobrevivéncia humana que sdo 0s
acucares (carbono organico), que é utilizada para producdo de energia e alimento, e 0
oxigénio, molécula essencial para a respiracdo de todos os seres humanos (Calvin e
Massini, 1952; Taiz e Zeiger, 2004; Govindjee et al., 2005). Assim, a compreensdo da
origem e evolucdo da fotossintese é de interesse, pois pode ajudar a explicar
ineficiéncias no processo e apontar os caminhos alternativos para melhorar varios
aspectos da agricultura e aplicagdes de energia. E por esse fato o estudo que visa 0
aumento da producdo de biomassa de formas alternativas e sustentaveis deve ser
incentivado.

O crescimento da biomassa algal estd relacionado com a eficiéncia na
assimilacdo do carbono pela fotossintese. A eficiéncia fotossintética ¢ um dos
parametros para quantificar a relacdo entre a concentracéo de dioxido de carbono, com a
intensidade luminosa e o ganho de biomassa (Papageorgiou e Govindjee, 2014). Zhu e
colaboradores (2008) apresentam a eficiéncia de 4,6% para a fotossintese em plantas C3
a 30 °C com 380 ppm de CO, atmosférico e 6% para a eficiéncia em plantas C4.

Desde a introducdo dos estudos descrevendo a fotossintese com Warburg, que
foi agraciado com o Nobel em 1931, e os estudos de Melvin Calvin em 1961 pela

descricdo da via redutora de pentose fosfato, a Chlorella se torna um dos principais
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organismos para estudos da fotossintese (Burlew, 1953; Raines, 2003). O género
Chlorella é formado por organismos que contem pelo menos um plastidio podendo ser
autotrofico ou heterotrdfico facultativo e tendo como pigmentos principais as clorofilas
a e b e os carotenoides que auxiliam na protecdo contra foto oxidacdo e auxilio na
dispersdo de excesso energia (John et al., 2002; Wehr et al., 2015).

Encontrar a maior taxa fotossintética foi a missdo de Warburg (Grobbelaar,
2010), onde a maior eficiéncia fotossintética reportada pelo celebre pesquisador foi de
46.8%, onde outros autores contestam dizendo que o maximo seria 12—13% baseando-
se no total de incidéncia solar. Com produtividade sendo expressa em biomassa seca
(DW), a méxima teérica chegaria a 1700 a 1900 mgDW m2 d™* (Weyer et al., 2010) e a
maior reportada em sistemas produtivos em larga escala variam entre 330 a 420 mgDW
m2 d™? (Laurens, 2017). E nesta busca, a Chlorella é uma das principais candidatas para
a producdo de biomassa de microalgas em larga escala, levando em conta sua alta
produtividade, alto teor lipidico, resisténcia a condi¢des alta intensidade luminosa e
condigGes ndo naturais de um fotobiorreator (Cazzaniga et al., 2014).

A relacio de energia luminosa e a formacéo de biomassa, foi descrito como 8
fotons ou 0,125 mol de carbono por 1 quanta de energia luminosa (Grobbelaar, 2013).
Chegando a resultados relatados como capacidade de produtividade de 1790 mgDW m™
d™ de biomassa, que pode variar dependendo das condicées ambientais de temperatura,
umidade e pressdo (Grobbelaar, 2010).

A fotossintese pode ser dividida em duas etapas. A primeira reacdo ocorre com
a fotdlise da agua pelo fotossistema Il liberando oxigénio e prétons energéticos, o
transporte linear de elétrons entre H,O e NADP” resulta na producio de NADPH e O; e
sintese de ATP através de fotofosforilacao que serdo utilizados na segunda etapa de
fixacdo de carbono pelo Ciclo de Calvin (Figura 3). A energia solar capturada pelos
sistemas de antenas de proteina de pigmento é transferida como energia de excitagédo
para os centros de reacao fotossintética, fotossistema I (PSI) e fotossistema Il (PSII) nas
membranas tilacdides e entdo a energia solar gera um gradiente de protons
transmembranar estabelecido através da membrana, impulsionando a formacéo de ATP.
O NADPH, o transportador de elétrons, é formado no PSI usando um elétron derivado,
em ultima andlise, da divisdo da agua e da liberacdo de oxigénio (Stephenson et al.,
2011).
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Figura 3 Conversdo fotossintética de energia solar para a producdo de biodiesel. Os lipidios na
forma de triacilglicerideos (TAGSs) séo os precursores do biodiesel. A eficiéncia deste processo
é, portanto, determinada pela conversdo de energia solar em lipidios. Para melhorar a eficiéncia
da conversdo de energia solar, os estagios indicados pelas setas amarelas precisam ser
maximizados e os termos de perda indicados pelas setas roxas precisam ser minimizados
adaptado de Stephenson et al. (2011).

Na segunda etapa da fotossintese, os ATP e NAPDH produzidos sdo usados
nas reacdes independentes da luz da fotossintese para fixar o CO, no carboidrato; uma
reacdo catalisada pela ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RUBISCO)
formando composto de trés carbonos, o 3-acido fosfoglicérico (3-PGA) (Taiz e Zeiger,
2004; Stephenson et al., 2011). O carboidrato fixado é entdo usado para todas as
funces celulares, incluindo respiracdo, geracdo de biomassa e sintese lipidica, enquanto
outras devem ser recicladas para regenerar uma nova molécula receptora de cinco

carbonos, reiniciando o ciclo (Figura 4).
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Figura 4 O ciclo de Calvin, mostrando os intermediarios do primeiro composto estavel de
carbono, 3-PGA, a molécula aceitadora de didxido de cabon, ribulose-1,5-bifosfato e os pontos
de saida formam o ciclo nas vias de sacarose, amido e isoprenoides e &cido chiquimico. As
reacOes catalisadas pelas enzimas cujos niveis foram manipulados em plantas transgénicas séo
mostradas em cinza. O local de fungdo das enzimas (1) 3-fosfoglicerato-quinase (2) triose
fosfato isomerase (3) ribose-5-fosfato isomerase e (4) ribulose-5-fosfato epimerase também é
indicado adaptada de Raines (2003).

E neste contexto, a otimizacdo da fotossintese das microalgas esta relacionada
com producdo de biomassa. Levando em conta mais de 1000 isolados, e avaliando a
produtividade de biomassa e de compostos de interesse em condi¢do de laboratério, a
Alianca Nacional de Biocombustiveis e Bioprodutos dos Estados Unidos da America
indica a Chlorella sorokiniana como a principal candidata para producdo e aplicacfes
biotecnologicas (Olivares, 2014). Apds definido a microalga candidata biorrefinaria
algas, é possivel definir outras questdes como o sistema de producdo, e controle dos
parametros de CO,, temperatura, homogeneidade, uso eficiente da luz e o acimulo de
compostos de interesse, gerados pela assimilagcdo conjunta do carbono pela fotossintese

e 0 uso de macro e micronutrientes como nitrogénio, fésforo e potassio.
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1.4.Nutrientes

Os estudos com microalgas crescem a medida que suas aplicagdes
biotecnoldgicas se tornam variadas (Borowitzka, 2013; Chew et al., 2017; Odjadjare et
al., 2017). Os microrganismos sao explorados em diferentes bioprocessos existentes,
sendo que as bactérias, fungos e leveduras sempre foram os principais organismos
ligados a biotecnologia, e fazem parte da producédo de alimentos, energia, de diferentes
compostos para as industrias e tratamentos de residuos (Lima, U.A.; Aquarone, E.;
Borzani, W.; Schmidell, 2001). Superar os desafios para a viabiliza¢do da industria algal
tem relacdo direta com o uso eficiente dos nutrientes e a otimizagdo da fotossintese
(Stephenson et al., 2011; Leu e Lin, 2013).

O entendimento de como os nutrientes sdo bioconvertidos em biomassa e em
diferentes compostos € a chave para viabilizar diferentes bioprocessos. O meio de
cultura é um fator determinante para a geracdo de bioprodutos (Ribeiro et al., 2020),
uma formulacdo de nutrientes simples que possui uma relacdo complexa entre o0s
diferentes fatores que envolvem substrato, bioquimica, genética e ambiente. Na tabela 1
podem-se observar alguns dos principais nutrientes, sua funcdo na célula, o resultado de

sua limitacdo e sua comum concentragdo nos meios de cultivo de microalgas.
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Tabela 1Principais nutrientes no cultivo de microalgas.

Nutriente Fo_nte_s . Funcao Limitacao Concentracao
principais
Suprir C paratoda a
célula, formacéo de
Carbono CO,, HCOy5, carboidratos e acidos N&o ha crescimento 1-10gL*
© CO5> graxos, reserva
energética
Geracao de
aminoacidos, Gera acimulo de
Nitrogénio NO3’, ureia, proteinas, pigmentos, lipidios e diminuigao i 1
(N) NH," acidos nucleicos da quantidade de 10-2000 mg L
entre outros proteina e clorofila a
compostos
Incorporado em uma
Zg;e%i?gsd?ncluin do Aumento da clorofila
; mp fosf a e acimulo de 10-500 mg L
Fésforo (P) F.OS atos, acucares oS atos, lipidios
hidrofosfatos fosfolipidios e
nucleotideos
Ligado ao transporte Inibicdo do
de elétrons por meio Fotossistema Il
dos grupos ferro- especialmente em
enx_ofre e a varias produtps primérios da 1-200 mg L
enzimas e fotossintese
Enxofre (S) Sulfatos coenzimas, da (NAPDH), aumento
origem a cisteina e a na producdo de
metionina carotenoides
. Manter estrutura e
Sais K, Ca, Na, atividade da celular, 0,1-100 mg L™
inorganicos Mg - o)
clorofila, osmolito.
Elementos- Fe, Zn, Mn, Agl_r como cofator de 0,01-10 mg L™
trago Pb, Cd enzimas
Vitaminas B, C,E Auxiliar na divisao 0,01-1000 pg L™

celular

Fonte: (Taiz e Zeiger, 2004; Forjan et al., 2007; Zeng et al., 2011; El-kassas, 2014)
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1.5. Estudos sobre os meios de cultivo de microalgas

Os estudos de composicdo da formulacdo do meio tém como objetivo a
reducdo dos custos ou o acumulo de algum bicomposto de interesse na biomassa algal.
A variacdo da formulacdo para reducdo de custos € uma estratégia que pode ser
desenvolvida de varias formas. Além da limitagdo dos nutrientes, podem ser utilizados
macronutrientes de menor custo, como por exemplo, substituir o nitrato por ureia, o
fosfato de potassio por uma mistura de fosfato de monoamonio (MAP) e o citrato de
ferro por cloreto de ferro (Marrone et al., 2017; Ribeiro et al., 2020).

Estudos mostraram que a privacdo de nitrogénio resulta em vérias alteracdes
fisiologicas, como a reducdo da taxa de fotossintética. Com a limitacdo ocorre o
aumento da capacidade de assimilacdo do nitrogénio organico que compete com a
fixacdo do carbono e com assimilacdo inorganica de nitrogénio para elétrons
fotogerados (Hipkin et al., 1983). No entanto, mesmo com a deficiéncia no crescimento,
existe a alteracdo da composicdo quimica que pode usar as reservas de carboidratos e
proteinas para acumulo de lipidios (Negi et al., 2016; Laurens, 2017). Na Figura 5 é
possivel observar uma visdo geral da morfologia celular durante o rearranjo da composicéo

biogquimica.
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Figura 5 Visdo geral da morfologia celular durante o rearranjo da composi¢do bioquimica;
alteracdes no contetdo de proteinas e carboidratos a medida que o contetdo lipidico celular das
celulas aumenta. Células de Scenedesmus acutus (AB), Chlorella vulgaris (CD) e Desmodesmus
armatus (EF) em condicGes de repleta de nutrientes e deplecdo de nutrientes, respectivamente,
juntamente com alteragdes bioquimicas de composicdo em Scenedesmus acutus (G) e Chlorella
vulgaris (H) em relagdo a proteinas, lipidios e contetdo de carboidratos quando as células séo
mantidas por até 15 dias em meio de esgotamento de nutrientes adaptado de Laurens (2017).

A combinacdo da limitacdo de nitrogénio e adicdo abundante de fésforo tem
sido uma estratégia eficaz para alterar a composicdo de &cidos graxos em cultivo
heterotrofico. O suprimento de fosforo excessivamente abundante pode reverter a baixa
produtividade de biomassa e manter um alto conteudo lipidico, resultante do estresse de
limitag&o de nitrogénio (Fu et al., 2017). Em adicéo, alguns trabalhos também mostram
que a limitacdo de fosforo ndo afeta negativamente a produtividade e nem os pigmentos
de Chlorella sp. e Isochrysis galbana evidenciando baixa necessidade deste nutriente
(Liang et al., 2013; Roopnarain et al., 2014).

Em estudo com concentracbes de ureia e FeNa-EDTA, mostrou que
suplementacdo desses nutrientes ocasiona acumulo de amido nas células de Chlorella
(Dragone et al., 2011). Além do “stress” de nitrogénio, foi observada a promog¢do do
acumulo de lipidios em condicdes de limitagdo de sulfato e consequentemente, resulta
na escassez de metabdlitos de sulfato, como a L-cisteina, e que a suplementacdo de

sulfato promove o acimulo de amido (YYamazaki et al., 2018). Além dos macroutrientes,
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a otimizacdo no uso de micronutrientes deve ser uma consideracdo importante, pois
podem resultar em melhorias significativas na produtividade de biomassa, lipidios e
carboidratos (Hanifzadeh et al., 2018).

Ademais, devido as compreensdes pelos usos dos nutrientes, varios
pesquisadores indicam a producdo de biomassa algal, tanto em meio quimicamente
definido ou n&o, que o sistema de cultivo seja dividido em diferentes etapas, sendo
principalmente uma primeira fase de crescimento exponencial e producéo de biomassa e
uma segunda etapa um direcionamento bioquimico para acumulo de composto de
interesse como 06leo, amido ou pigmentos (Dragone et al., 2011; Fan et al., 2014; Hariz
etal., 2019).

Por outro lado, a utilizacdo de efluentes para a producdo de microalgas tem
beneficio econbmico, pois se trata de um substrato de baixissimo valor, a0 mesmo
tempo em que gera beneficio ambiental por reduzir a carga toxica dos efluentes
(NAABB, 2014). Entretanto, caso seja necessaria a diluicdo de &guas residuais ou o
enriquecimento do efluente com nutrientes pode aumentar os custos do uso dos
efluentes para producdo de biomassa algal (Gupta et al., 2019).

No cultivo de microalgas, existem diferentes formulacGes de nutrientes
descritos na literatura, com diferentes variacfes e concentragfes. Entretanto, o primeiro
passo € a escolha de um substrato para a producdo de biomassa algal é se serd um meio
quimicamente definido como BBM, BG11 ou fertilizantes, ou se serd quimicamente
indefinido como efluentes urbanos ou efluentes agroindudstriais como, por exemplo,
vinhaca e efluente da indUstria de 6leo de palma (POME). A comparacdo desses dois

sistemas esta descrita na Tabela 2.
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Tabela 2 Comparacdo entre meio com nutrientes quimicamente definidos e indefinidos.

Nutrientes
Caracteristica Definid_o_(BBM, BG11 In_definido (Efluentes,
ou Fertilizantes) Vinhaca ou POME)
Pureza da Biomassa Alta Baixa
Custo para obtencéo Alto Baixo
Custo de Transporte Baixo Alto
Uso de agua potavel Alta Baixo
Previsibilidade de Producdo Alta Baixa
Contaminacao Baixa Alta
Inibicdo Baixa Alta
Impacto ambiental positivo  Baixa Alta
Produtividade de biomassa  Alta Alta

Fonte: (Brennan e Owende, 2010; Park et al., 2011)

1.6. Sistema de producéo de microalgas

O sistema de producédo de biomassa de microalgas, além da cepa da microalga,
da luz, da &gua e dos nutrientes, utiliza reatores biol6gicos ou como também conhecidos
pela influéncia da luz, fotobiorreatores. O fotobiorreator escolhido para o sistema
produtivo é determinante para toda a construcao da estrutura de uma biorrefinaria algal.
Existem diferentes tipos de fotobiorreatores (open pounds, flat plate ou tubular), tipos
de materiais usados (lona, acrilico, vidro, metal) e tipo de operacdo (batelada, batelada
alimentada e sistema continuo). Entretanto, no sistema de producdo de biomassa de
microalgas a escolha entre sistemas fechados, como, por exemplo, Flat Plate, tubular ou
em sistemas abertos, como, por exemplo, open pounds e raceway, é determinante para
viabilidade de todo sistema. Na Tabela 3 é apresentado as principais vantagens e

desvantagens dos fotobiorreatores abertos e fechados.
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Tabela 3 Principais sistemas de producéo de microalgas e suas vantagens e

desvantagens.

Sistema de Producéo

Vantagens

Desvantagens

Tanques Abertos (Open
Pounds, Raceway)

Fotobiorreatores
fechados (Tubular, Flat
Plate, Coluna de bolhas
e agitacdo mecéanica)

- Relativamente baixos
investimentos e custo de operacao

- Facil de limpar e manter
- Baixo custo de operacao
- Fécil de escalonamento

-Tecnologia comprovada em escala
relativamente grande

- Boa absorgéo de luminosidade
- Alta produtividade de biomassa
- Baixo risco de contaminacéo

- Boa homogeneizacao

- Controle do processo

- Possibilidade de construcdo de
estruturas horizontais

- Baixa perda de agua
- Melhor uso de CO, e O,

- Melhor controle dos pardmetros
como concentracdo de CO,,
temperatura e homogeneidade.

- Baixa produtividade de biomassa
- Requer éarea relativamente grande

- Pobre de mistura, luz e utilizacdo
de COZ

- Baixo grau de controle
- Perdas de agua elevadas

- Elevada dependéncia do tempo
(temperatura, chuva, etc.)

- As culturas sdo facilmente
contaminadas

- Baixa eficiéncia de recuperacéo
da biomassa

- Baixa homogeneizacdo

- Alto custo de instalacéo
- Alto custo energético
- Dificil escalonamento
- Estresse hidrodindmico

- Alto custo de operagdo

Fonte: (Brennan e Owende, 2010; Mata et al., 2010)
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Dentre os dois tipos apresentados, o sistema fechado é o indicado para estudos
laboratoriais e em escala piloto em razdo ao melhor controle dos parametros e pelo
menor risco de contaminagdo comparada aos cultivos em sistemas abertos. Alem disso,
é possivel proteger o meio ambiente em cultivos com uso de organismos geneticamente
modificados (OGM).

Por fim, é essencial considerar a possibilidade da automatizacdo dos sistemas
de producdo de biomassa, que poderiam funcionar em sistemas interconectados online.
E os resultados desses procedimentos podem ser usados para construir e operar grandes
biorrefinarias autbnomas. Com o objetivo de instalacbes que possam interagir e gerar

energia e biomassa de alto valor agregado (Kazamia et al., 2012; Chew et al., 2017).
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2.  Objetivo

Desenvolver formulacdo de meio de cultivo quimicamente definido utilizando
a microalga Chlorella sorokiniana cepa Embrapa#LBA39 e selecionar e avaliar o
crescimento de microalgas verdes (Chlorophyta) em meio de cultivo quimicamente
indefinido, o efluente da industria do 6leo de palma (POME).

2.1 Objetivos Especificos

1. Avaliar a formulacdo de meio de cultivo quimicamente definido buscando a
substituicdo de nutrientes por fertilizantes para a o cultivo da microalga Chlorella
sorokiniana cepa Embrapa#LBA39 visando um meio padrdo de baixo custo
cultivada em fotobiorreator tubular automatizado airlift.

2. Caracterizar a biomassa da microalga Chlorella sorokiniana cepa Embrapa#LBA39
obtida a partir do cultivo no meio definido e estimar a produtividade dos
biocompostos.

3. Estimar o custo de producdo de biomassa da microalga Chlorella sorokiniana cepa
Embrapa#L.BA39 obtida a partir do cultivo no meio definido

4. Selecionar dentre 18 cepas de microalgas verdes (Chlorophyta), aquela que apresenta
maior taxa de crescimento em POME e realizar cultivo em escala piloto com
fotobiorreator Flat Plate airlift

5. Caracterizar a biomassa cepa algal selecionada para cultivo em POME e estimar a
produtividade dos biocompostos.

6. Avaliar a eficiéncia da remocao de nutrientes e a capacidade de biorremediacdo do

POME ap6s o cultivo de cepa algal selecionada.
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3. Uma abordagem de baixo custo para a producédo de Chlorella sorokiniana
através do uso combinado de fertilizantes a base de ureia, aménia e nitrato*.

*Artigo publicado como, Ribeiro DM, Fernando L, Cunha G, Costa L, Jungmann L, Christopher T,
Williams R, Alves S, Brasil F (2020) A low-cost approach for Chlorella sorokiniana production
through combined use of urea , ammonia and nitrate based fertilizers. Bioresour Technol Reports 9.

A producdo de biomassa representa uma alternativa importante para o
suprimento de matéria-prima para processos indudstriais no contexto da mitigacdo de
emissdes de carbono. A biomassa de algas, em particular, se destaca por suas
caracteristicas biologicas e aplicacbes biotecnoldgicas. O termo algas € usado para
descrever um conjunto diversificado de organismos fotossintéticos contendo espécies
unicelulares e multicelulares com uma enorme diversidade de caracteristicas
morfoldgicas e fisiologicas (Bicudo e Menezes, 2017).

As algas pertencentes ao género Chlorella sdo organismos fotossintéticos
eucaridticos, unicelulares e de vida livre, com didmetro variando de 1 a 20 pum que
podem ser esféricos ou elipsoides (Bicudo e Menezes, 2017). S&o organismos
cosmopolitas, encontrados em ambientes marinhos e de dgua doce, no solo e no ar, e
também podem colonizar varios filos de invertebrados, como Protozoarios, Porifera,
Platyhelminthes, Coelenterata, esponjas ou ascomicetos no liquen (Wehr et al., 2015).

Entre as vérias espécies relatadas para o género, Chlorella sorokiniana,
descrita como uma “cepa de Chlorella de alta temperatura” foi indicada como uma
espécie promissora para processos e aplicacdes de biotecnologia pela Alianca Nacional
para Biocombustiveis e Bioprodutos Avancados (NAABB, 2014). Varios estudos
demonstraram que essa espécie possui uma capacidade robusta de produzir biomassa,
proteinas, aglcares e altos rendimentos de 6leo sob uma variedade de condicBes e
também pode ser manipulada geneticamente (NAABB, 2014). Além disso, a Chlorella
sorokiniana pode se aclimatar a condicdes artificiais, incluindo aquelas que envolvem o
uso de fontes de luz LED e automatizacdo da aeracdo, temperatura e controle de pH
(Cazzaniga et al., 2014).

Um progresso consideravel foi feito na demonstracéo do potencial de producgéo
em larga escala de biomassa de microalgas, mas ainda existem varios desafios para
torna-la economicamente viavel. A selecdo de cepas mais produtivas, o
desenvolvimento de meios de cultura de baixo custo e fotobiorreatores mais eficientes,
bem como melhorias na eficiéncia do uso de nutrientes e na otimizagdo da taxa
fotossintética representam alguns desses desafios. Efluentes ou residuos agroindustriais

sdo uma opcao promissora para a formulacdo de meios de cultura (Santana et al., 2017).
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No entanto, variacbes no conteldo de macro e micronutrientes, contaminagdo por
metais pesados, bem como a presenca de concorrentes e patdgenos podem causar
produtividade instavel ou baixa (Christenson e Sims, 2011).

Nesse contexto, o desenvolvimento de meios de cultura sintéticos a base de
fertilizantes representa uma alternativa atraente para diminuir o custo de producao de
biomassa de algas. No entanto, embora varios estudos tenham demonstrado a
viabilidade dessa abordagem, esses meios sdo tipicamente restritos ao uso de
fertilizantes de nitrogénio, fésforo e potassio (NPK). Além disso, até onde sabemos,
nenhum estudo anterior usando fertilizantes para a producdo de algas discute a
estratégia bioquimica de combinar trés fontes diferentes de nitrogénio (ureia, amonia e
nitrato), abordando possiveis alteracbes no metabolismo das algas e na composi¢do da
biomassa.

O nitrogénio € o macronutriente mais importante para a cultura de microalgas
devido a sua necessidade de sintese de proteinas, pigmentos e &cidos nucléicos. A
quantidade e a fonte molecular de nitrogénio (nitrato, amonio ou ureia) utilizadas
podem ser manipuladas para otimizar e redirecionar a producdo de biomassa e
compostos de interesse. Em particular, estratégias que envolvem limitacdo de nitrogénio
geralmente afetam negativamente a maquinaria fotossintética, resultando em clorose e
impacto no crescimento de microalgas, e o suprimento adequado desse macronutriente,
por outro lado, tende a resultar em aumento da producdo de biomassa e compostos de
interesse (Li et al., 2016).

Em muitos meios de cultura quimicamente definidos, os sais de nitrato,
particularmente o nitrato de sddio, sdo tipicamente a Unica ou principal fonte de
nitrogénio, como no caso do meio BG11, que é frequentemente usado em pesquisas
com a Chlorella. A absorcdo de nitrato é realizada por um transportador especifico e,
em seguida, reduzida a nitrito pelo nitrato redutase. O nitrito é transportado para 0s
cloroplastos e reduzido a aménio pelo nitrito redutase, que por sua vez € incorporada
aos aminoacidos pelo ciclo GS-GOGAT (Caspi et al., 2016).

As algas também podem usar am6nio no meio como fonte de nitrogénio que é
transportado para a célula pelo gradiente de prétons transmembranar (Gutierrez et al.,
2016). O uso de amdnio como Unica fonte de nitrogénio nos meios de cultura pode
resultar em toxicidade, no entanto, isso pode ser mitigado usando cepas com alta
atividade de GS-GOGAT (Wang et al., 2019). Além disso, o0 amdnio é a principal fonte
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de nitrogénio nas aguas residuais, e o controle de sua toxicidade representa um grande
desafio no tratamento de &guas residuais (Yu et al., 2019).

A ureia também foi relatada como uma fonte promissora de nitrogénio para a
cultura de microalgas. A ureia € uma fonte de nitrogénio disponivel comercialmente
usada na agricultura para o cultivo de culturas devido a sua disponibilidade e
acessibilidade universal (Arumugam et al., 2013). Além disso, a molécula de ureia
contém uma porcentagem mais alta de nitrogénio do que outras fontes, pode ser obtida a
baixo custo e tem se mostrado eficiente na nutricio de plantas. Durante o seu
metabolismo por microalgas, a ureia é transportada para a célula pelo transportador
DURS3 (Pinton et al., 2016) e hidrolisada por duas enzimas, a ureia carboxilase e a
alofanato hidrolase, liberando duas moléculas de amdnio (NH4") e uma molécula de
carbono diéxido de carbono (CO,) em um processo que requer ATP, Mg®* e K* (Caspi
etal., 2016).

O uso de fontes separadas de nitrogénio ja foi estudado anteriormente e
misturas como ureia e nitrato ou amonio e nitrato também foram testadas (Lin e Lin,
2011; Soares et al., 2018). No entanto, um estudo detalhado do cultivo de Chlorella em
uma mistura das trés fontes de nitrogénio ainda ndo foi realizada. Melhorar nossa
compreensdo da eficiéncia do uso de nitrogénio ¢ um grande desafio e o estudo das
interagBes reciprocas entre ureia, amonia e nitrato pode fornecer uma base para entender
0 uso de fontes de N e otimizar sua assimilacdo (Pinton et al., 2016) e,
consequentemente, influenciar a assimilacédo de carbono (Lu et al., 2018).

Neste artigo, relatamos o desenvolvimento de um meio de cultura sintético de
baixo custo baseado em fertilizantes comerciais, usando uma combinacéo de trés fontes
de nitrogénio (ureia, amonia e nitrato) denominadas “Blue Green Nitrogen Mix”
(BGNIM). A hipdtese foi de que a ativacdo de diferentes vias de assimilacdo de
nitrogénio levaria a alteracdo na producdo de compostos contendo nitrogénio. O
desempenho do cultivo de algas e as caracteristicas deste meio foram estudados usando
uma analise detalhada do crescimento em fotobiorreatores automatizados e composigédo
qguimica da biomassa. Os resultados obtidos usando BGNIM foram comparados com 0s
obtidos com o0 meio padrdo BG11, bem como com uma versdo modificada do BG11,
onde a fonte original de nitrogénio foi substituida pela ureia (BGU). Finalmente, é
apresentada uma comparagdo entre a produtividade dos meios avaliados e 0s custos

associados.
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3.1.Materiais e Métodos

3.1.1 Cepa de microalgas
A microalga Chlorella sorokiniana LBA # 39 (acesso GenBank -

KMO061456.1) (Figura 6), uma cepa tropical isolada do Cerrado brasileiro e identificada
por Hadi et al. (2016), foi utilizado para um estudo comparativo de diferentes meios.
Essa cepa foi depositada na Colecdo de Microrganismos e Microalgas para Agroenergia
e Biorrefinarias da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa (Brasilia-
DF) e preservada através dos protocolos descritos por Fernandes et al., (2019). As
culturas foram armazenadas em meio BG11 liquido e mantidas em camara de

crescimento sob temperatura constante de 25 °C, com fotoperiodo de 12h / 12h.

Figura 6 Microscopia da microalga Chlorella sorokiniana LBA # 39 da colecdo de
microrganismos da Embrapa Agroenergia. Coletado na Chapada Imperial, Brasilia/DF.

3.1.2 Meio de cultura
Foram utilizadas trés formulacdes de meio de cultura para o crescimento de

Chlorella sorokiniana (Tabela 4), como segue: i) Blue Green 11 (BG11) como meio
padrdo descrito por Stanier et al., (1971), ii) um meio semelhante ao BG11 em que a
fonte de nitrogénio (nitrato de sodio) foi substituido pela quantidade equivalente de
nitrogénio na forma de ureia, a seguir denominada "Blue Green Urea™" (BGU) e iii) um
meio semelhante a formulacdo BG11 baseada em um fertilizante comercial para plantas
com uma combinacéo de trés fontes de nitrogénio (ureia, amonia e nitrato), respeitando
a composicdo elementar de N, P, K, Mg e Ca encontrada no BG11 (Tabela 4a) - a seguir
denominada “Blue Green Nitrogen Mix” (BGNIM) - composta de 510 mg / L de ureia,
35 mg / L de fosfato monoam®nico, 75 mg / L de sulfato de magnésio hepta-hidratado,
40 mg / L de nitrato de célcio e 100 mg / L de mistura de micronutrientes (REXOLIN,

YaraTera, Brasil). Todos os nutrientes utilizados séo apresentados na Tabela 4b.
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Tabela 4. A) Composicdo elementar das formulagdes testadas B) Nutrientes testados,

suas concentragdes usadas.

A)

Formulacéo

BG11 BGU BGNIM
Elementos mg/L  mg/L  mg/L
N 24759 247.62 249.00
H 6.60 42.17 40.37
C 6.49 112.49 102.00
o] 946.00 240.12 232.30
S 9.79 9.79 11.04
Fe 1.28 1.28 2.66
Cl 7.12 7.12 -
K 11.49 11.49 11.60
Mg 7.40 7.40 7.40
Na 252.60 5.40 -
P 9.10 9.10 9.42
Zn 0.05 0.05 3.38
Co 0.01 0.01 -
Cu 0.02 0.02 0.36
Mn 0.50 0.50 2.48
Mo 0.15 0.15 0.04
Ca 9.81 9.81 9.77
B 0.50 0.50 2.10
B)

. L. BG11 BGU BGNIM
Macronutrientes Formula Quimica (mg/l) (mg/L) (mg/L)
Nitrato de Sodio NaNO; 1500 - -
Ureia CH4N,0 - 530 -
Ureia — Fertilizante CH.N,0 - - 510
Di-hidrogenofosfato de potéssio KH,PO, 40 40
Fosfato Monoaménico (MAP) - Fertilizante  NH4H,PO, - - 35
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgSO,-7H,0 75 75 -
Sulfgt_o de Magnésio Hepta-hidratado — MgSO4-7H,0 i i 75
Fertilizante
Cloreto de célcio di-hidratado CaCl,.2H,0 36 36
Nitrato de calcio — fertilizante Ca (NOy3), - - 40
Carbonato de Sadio Na,CO4 20 20 -
Micronutrientes
AC|_do etilenodiaminotetraacético dissodico EDTA NA, 1 1 i
desidratado
Hexa-hidrato de nitrato de cobalto (1) Co(NO3),.6H,0 0,05 0,05 -
Molibdato de sédio di-hidratado Na,Mo0Q,-2H,0 0,39 0,39 -
Acido bérico HsBO; 2,86 2,86 -
Sulfato de cobre (I11) penta-hidratado CuS0,.5H,0 0,08 0,08 -
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl,.4H,0 1,81 1,81 -
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS0,.7H,0 0,22 0,22 -
Citrato férrico verde de amonio CsHgFeNO; 6 6 -
Acido Citrico CeHsO; 6 6 -
Micronutrientes - Rexolin — Fetilizante Micronutrientes - - 100
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3.1.3 Fotobiorreatores
Os experimentos com as trés formulagcbes do meio foram realizadas em

paralelo, usando trés fotobiorreatores automatizados em triplicata. Um desenho
esquematico do aparelho € ilustrado na Figura 7 e os detalhes sdo descritos a seguir.
Cada reator consiste em uma garrafa de vidro de boca larga Duran GLS 80 (com
didmetro de 101 mm e capacidade de um litro), um agitador magnético, um painel de
LED, um sensor de luz e uma tampa de rosca. O painel de iluminacdo é formado por
uma faixa com 300 LEDs brancos SMD 5050 5000K colados dentro de um tubo de
PVC de 200 mm de diametro, proporcionando uma distribuicdo de luz muito

homogeénea, até uma iluminagdo méxima de 4000 lux no interior do tubo.

Alr Inlet ‘
e ]
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Figura 7 Esquema do fotobiorreator tubular automatizado com airlift. Cada fotobiorreator
continha um litro de cultura de microalgas em uma garrafa de vidro iluminada por uma tira de
LED branco neutro (5000 K) conectada a um tubo de PVC. Um sensor de luz conectado a cada
parede da garrafa fornece a irradiancia da luz espalhada pela cultura. Cada tampa contém uma
sonda de pH e é conectada a uma linha de gas.

O espectro de emissdo do painel é ilustrado no painel A da Figura 8. Além de
servir como fonte de luz para cultivo, o painel também foi usado para medir
indiretamente a densidade de microalgas através da irradiancia da luz dispersa pela
cultura quando iluminada pelo painel com uma iluminacéo especifica. Essa irradiancia
foi medida através de um sensor TCS34725 ancorado fora da parede do frasco. Este

sensor é capaz de medir individualmente a irradiancia incidente em trés comprimentos
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de onda: 465 nm azul, 525 nm verde e 615 nm vermelho. Do espectro de absor¢édo de
Chlorella sorokiniana LBA # 39, foi possivel identificar que o verde de 525 nm esta
fora dos picos de absorcdo dos pigmentos ativos (ver painel A da Fig. 8) e, portanto,
esse comprimento de onda foi usado para a medicéo proxy da densidade de microalgas.
A leitura do sensor nesse comprimento de onda foi entdo relacionada a densidade das
microalgas através de uma curva de calibragdo obtida com a contagem direta de
microalgas com uma camara de Neubauer (consulte o painel B da Fig. 8). Anexado a
tampa de rosca de cada reator, hd uma sonda de pH e dois tubos para entrada e saida de

ar.
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Figura 8 (A) Espectro de absorcédo de Chlorella sorokiniana LBA # 39 (linha sélida), espectro
de emissdo dos LEDs usados para iluminar a cultura (linha tracejada) e comprimento de onda
usado para monitorar a cinética crescida das culturas (linha vertical a 525 nm). (B) Curva de
calibracdo usada nas medic6es de densidade de algas obtidas com contagem direta de células
dentro de uma camara de Neubauer. Simbolos diferentes representam a contagem de células
obtidas sob diferentes experiéncias / reatores.

O ar que circula pela cultura é fornecido por um compressor de ar conectado a
um reservatorio de ar. Um sensor NDIR de didxido de carbono (CO;) foi colocado
dentro do reservatério e, via feedback, aciona uma valvula solenoide que conecta o
reservatorio a um cilindro de CO,, para que a concentracdo de CO, no interior do
reservatorio possa ser mantida constante. Todo o sistema (painéis de iluminacdo,
sensores de luz, sensores de pH, compressor de ar e valvula solenoide) ¢ interconectado

através de uma placa de microcontrolador Arduino Mega e software de controle.

36



3.1.4 Experimentacao
A dindmica de crescimento de Chlorella sorokiniana nos trés meios foi

realizada em paralelo nos trés reatores, o experimento foi repetido trés vezes para obter
replicas bioldgicas independentes, todos os quais foram inicialmente inoculados com
uma concentracéo inicial semelhante de 2 x 10° células / mL e pH 6,8. Ao longo dos
experimentos, todos os trés meios de cultura foram mantidos em um fotoperiodo de 16h
/ 8h (com 1500 lux no periodo de luz), temperatura de 28 + 1 ° C e elevacdo do ar com
2 L / min de ar atmosférico contendo 0,1% (v / v) de CO, (1000 ppm). A cada 5
minutos, o sistema registrava a densidade de microalgas e o pH em cada reator. Cada
experimento foi iniciado com o inéculo adaptado as condi¢Ges do experimento, foi
realizado durante 8 dias e em triplicata bioldgica. Apds 8 dias, todo o volume de cada
fotobiorreator foi centrifugado a 5000 g por 10 min. A biomassa recuperada foi
submersa em nitrogénio liquido e depois liofilizada, e pesada para calcular a

produtividade da biomassa de algas.

3.1.5 Andlise da composicdo da biomassa de algas no meio quimicamente definido
As analises da composicdo da biomassa de algas foram realizadas utilizando a

biomassa liofilizada dos triplicados bioldgicos do experimento. Os pigmentos foram
extraidos através da incubacdo de 10 mg de biomassa de algas com 10 mL de acetona,
contendo 0,1% (v / v) de hidroxitolueno butilado (BHT) durante a noite. As clorofilas a
e b e o conteudo total de carotenodides foram determinados de acordo com Lichtenthaler
e Wellburn (1983).

Os teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio foram medidos a partir de
amostras de 2 mg de biomassa de algas liofilizadas, usando um analisador elementar
CHNS / O (PE2400 série Il PerkinElmer). O fator de converséo 4,78, especifico para
microalgas, foi utilizado para estimar a abundancia de proteinas a partir do teor de
nitrogénio.

Os acucares soluveis foram extraidos com etanol a 80%, a partir de 10 mg da
amostra de biomassa. O amido remanescente no material insoluvel apos a extragdo foi
quantificado pelo método enzimatico descrito por Amaral et al., (2007). Apds a
remoc&o dos hidrolisados de amido, foi adicionado 1 mL de &cido sulfdrico concentrado
as amostras para hidrolisar os acUcares estruturais. Os monossacarideos (trioses,
pentoses e hexoses) obtidos em cada etapa foram quantificados complexando o grupo

aldeido livre com MBTH (3-metil-2-hidrazona benzotiazolinona) e usando a
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metodologia de quantificacdo espectrofotométrica descrita por Van Wychen e Laurens,
(2016). A extracdo e derivatizacdo das amostras para perfil de metabdlitos (aminoacidos
e acidos organicos) foram realizadas pelo método metanol-ribitol (Lisec et al., 2006),
utilizando 10 mg de biomassa de algas e analisadas por GC / MS.

Os perfis de acidos graxos foram determinados de acordo com Van Wychen et
al., (2013), apos tratamento de 10 mg de biomassa para transesterificacdo com 0,2 mL
de cloroférmio: metanol (2: 1, v/ v) e 0,3 mL de HCI 0,6 M em metanol aquecido a 85 °
C em dri-block por 1 hora . Apdés aquecimento, foi utilizado 1 mL de hexano para
extrair os ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs). As FAMEs foram separadas por
cromatografia em fase gasosa usando um cromatografo da Agilent Technologies
(Agilent Technologies, California, EUA), acoplado a um detector de ionizagdo de
chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida (100 m x 250 um x 0,2 um, Supelco
SP). Os parametros operacionais foram definidos da seguinte forma: temperatura do
detector, temperatura da coluna de 260 °C, 140 °C por 5 minutos, programada para
aumentar 4 ° C / min, até 240 °C, com um tempo de execucdo final de 48 minutos. O
gas de arraste foi Hélio a 1,2 mL « min™, com injecdo de 1 mL de amostra. Os tempos
de retencdo dos acidos graxos foram comparados aos dos ésteres metilicos padrédo
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os tempos de retencdo e as porcentagens da area
do pico foram calculados automaticamente pelo ChemStation Software. As
quantificacbes de acidos graxos (FA) foram realizadas utilizando o éster metilico do

acido nonadecanoato (Sigma-Aldrich, EUA) como padrao interno.

3.1.6 Analise de dados
A taxa de crescimento especifico (i) e a produtividade de biomassa de algas

(mgDW-L*.d™") foram calculadas usando a equacéo descrita por Kishi e Toda, (2018)
com os dados do namero de células e biomassa coletada no final do experimento. O
custo do meio foi calculado como a soma do custo de cada quantidade de reagente
usada em sua preparacdo. O custo para a producdo de 1 kg de biomassa de algas secas,
baseado apenas no custo do meio de cultura, foi calculado como o custo de um litro de
meio dividido pela biomassa obtida neste volume. Os dados de composi¢do da biomassa
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com 5% de probabilidade, seguida

de teste de Tukey, utilizando o software Action Stat versao 3.5.
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3.2 Resultados e discussao

Os cultivos foram realizados com fotobiorreatores automaticos, em ciclo claro /
escuro de 16h / 8h a 28 °C e aeragéo constante com 0,1% (v / v) de CO; por 8 dias. A
Figura 9 mostra a dindmica de crescimento das culturas de Chlorella sorokiniana LBA
# 39 nos meios BG1l, BGU e BGNIM, conforme monitorado pela densidade de
microalgas e pelo pH da cultura ao longo do tempo. Ambas as variaveis foram
registradas a cada 5 minutos. Cada valor na série temporal apresentada na Figura 9
representa o valor médio das trés réplicas bioldgicas do experimento naquele momento.
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Figura 9 Dinamica de crescimento de Chlorella sorokiniana nas trés formulagtes dos meios de
cultura. (A) Densidade de microalgas e (B) valor de pH da cultura.
* Os resultados mostrados sdo a média dos triplicados bioldgicos do experimento (n = 3).

3.2.1 Crescimento celular e produtividade de biomassa
A produtividade de biomassa variou entre 47 e 50 mg » L™ « d™, em BGNIM e

BGU, respectivamente (Tabela 6). Esses valores estdo abaixo do potencial maximo de
producdo de biomassa para Chlorella, estimado em 196 mg « L™ « d* (Weyer et al.,
2010), mas acima dos rendimentos de biomassa em larga escala relatados na literatura,
que variam de 30 a 42 mg * L™ « d™* (Weyer et al., 2010; Laurens, 2017). Além disso, as
produtividades observadas neste estudo sdo comparaveis aquelas obtidas quando as
aguas residuais sdo usadas como meio de cultivo. De fato, foram relatadas
produtividades de biomassa variando de 12 a 68 mg -« Lt e d?t para cepas de C.
sorokiniana cultivadas em aguas residuais de estacbes de tratamento municipais,
hidrolisado de bagago de cana-de-agucar e outras aguas residuais (Park et al., 2011; De
Lourdes et al., 2017; Manzoor et al., 2019). No entanto, o0 uso de biomassa produzida

em efluentes pode ser limitado, pois existe 0 risco de acimulo de metais pesados ou
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contaminantes em potencial, reduzindo sua adequacdo a nutricdo humana, animal ou
vegetal.

Tomados em conjunto, os resultados apresentados aqui indicam que o
crescimento de Chlorella sorokiniana LBA # 39 é semelhante nos meios BG11, BGU e
BGNIM (Tabela 5), indicando que todas essas trés formulacfes fornecem os nutrientes
necessarios para obter uma produtividade equivalente de biomassa (Tabela 6) durante
oito dias de cultivo.

Tabela 5 Numero de células, taxa de crescimento especifico e pH em diferentes pontos
de crescimento celular.

Taxa de pH em
Numero de células crescimento
Meio de cultivo final (cell/mL) especifico(u) Oh  75h  192h
Blue Green 11 (BG11) 8,34 x107(+0.22)* 1,36 (+0.29)* 68 74 85
Blue Green Ureia (BGU) 9,23x 107 (+0.12)* 1,34 (¥0.15)* 6,8 7 7,7

Blue Green Nitrogen Mix (BGNIM) 6,79 x 10" (+0.54)* 1,35(x0.11)* 68 28 73

*QOs resultados sdo apresentados como média + erro de barras, mostrando o desvio padrdo das
experiéncias em triplicado (n = 3). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem na ANOVA
unidirecional seguida pelo teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p<0,05).
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Tabela 6 Teor de biomassa, rendimento e compostos de interesse acumulados em Chlorella
sorokiniana cultivados nos diferentes meios.

Chlorella sorokiniana|LBA#39 BG11 BGU BGNIM
Produtividade da biomassa (mgDW * L™+ d") 5090 (1310)° 4881 (+1.74)° 47.93 (+335)°
Carbono (%) 48.57 (+0.93)*  49.32 (+0.69)°  49.63 (+0.47)°
Nitrogénio (%) 7.43 (£0.23)°  7.62 (x0.12)*  7.85 (+0.21)
Hidrogenio (%) 8.71(x0.22)°  9.32 (x0.14)*  9.33 (0.07)°
Proteina (%) 41.67 (+1.11)° 4457 (+0.06)°  44.63 (+1.04)
Rendimento proteico (mgDW « L™ « d”) 2122 (£125) 2176 (+2.07) 21.39 (+2.30)°
Agtcares soltveis (%) 12.68 (+0.51)° 13.93 (+0.5)°  14.26 (+0.48)*
Acucares de Reservatorio - Amido (%) 455 (+0.47)  4.87 (+0.59)° 4.70 (+1.08)°
Acucares estruturais (%) 516 (+1.92)°  3.82(£0.72" 557 (+0.93)°

Teor de carboidratos Total (%)

Rendimento de carboidratos (mgDW « L™« d%)
FA total (%)

Rendimento de FA (mgDW « L™« d™)

22.41 (£2.70)° 22.64 (+1.03)°  24.55 (+1.38)"
1141 (¥1.19)* 11.05 (x0.45)°  11.77 (+1.29°
6.50 (+0.01)* 650 (x0.01)*  6.20 (+0.01)*
3.30 (£0.32)°  3.20 (+0.38)°  3.00 (+0.23)"

Clorofila a (%) 2.30 (£0.01)°  2.60 (+0.04) 1.70 (+0.10)°
Clorofila b (%) 1.10 (+0.01)°  1.30 (+0.06)? 0.60 (+0.05)°
Clorofila Total (%) 3.60 (+0.02)°  3.90 (+0.10) 2.30 (0.15)°
Razéo clorofilaa/b 2.09 (£0.01)°  1.97 (+0.06)"  2.63 (+0.03)"
Carotendides (%) 0.43 (+0.01)°  0.58 (+0.02) 0.61 (+0.01)?

Rendimento de carotendéides (mgDW e Lted? 0.22 ( i0.0l)b 0.28 (+0.01)% 0.29 (£0.01)®

* Os resultados sdo apresentados como média + erro de barras, mostrando o desvio padrdo das
experiéncias em triplicado (n = 3). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem da ANOVA
unidirecional com teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p<0,05).

3.2.2 AlteracGes no pH durante o crescimento em diferentes meios

Os dados ilustrados na Figura 9 mostram diferencas entre a dinamica de
crescimento associada as trés formulacdes do meio. Embora as variagdes nas densidades
celulares ao longo do tempo sigam padrdes semelhantes (Figura 9A). No cultivo com
meio BGNIM, a fase de lag é mais curta impulsionada pelo fotoperiodo do experimento,
terminando aproximadamente 24 horas mais cedo do que nos outros dois meios. Além
disso, enquanto as variagdes de pH no BG11 e no BGU séo aparentemente motivadas
pelo fotoperiodo como consequéncia da fotossintese e da respiracdo, o final da fase lag
do cultivo com 0 meio BGNIM foi associado a uma queda significativa no pH de 7 para
2,8 nos préximos dois fotoperiodos, antes da recuperacdo para pH 7 nos dois
fotoperiodos seguintes. A partir deste ponto, a curva de pH da formulacio BGNIM
comecou a seguir um padréo regular semelhante ao obtido para os meios BG11 e BGU
(Figura 9B).
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O uso de fotobiorreatores automatizados proporcionou medicGes continuas e
precisas da dindmica de crescimento da cultura. Essa abordagem permitiu a
identificacdo de uma caracteristica do meio BGNIM, ou seja, uma forte queda de pH
(Figura 9B), provavelmente devido a absorcdo eletrogénica de amoénio (Scherholz e
Curtis, 2013). A acidificagdo do meio de cultura é causada pela extrusdo celular de H”,
como também é conhecido por ocorrer durante a acidificacdo do solo quando as plantas
assimilam aménio. De fato, essa variacdo de pH ndo é observada em culturas usando
meio BGU, que ndo possui fosfato de amdnio em sua composi¢cdo, mas a ureia como
fonte de nitrogénio (Figura 9B).

Na presenca de diferentes fontes de nitrogénio, Chlorella tende a absorver
amonio (NH4") primeiro pelo transportador de canal de aménia (NH3) (Amt) liberando o
H*, causando acidificacdo. Nitratos (NOs) e nitritos (NO,) sdo absorvidos pelos
sistemas | e Il (Nrt2 / Nar2) ou pelo sistema Transportador de Nitrato de Alta Afinidade
(HANT), enquanto a ureia (CH4N;0O) € absorvida pelo Transportador de Ureia Ativa
(DUR3) (Figura 10). A principal via de assimilacéo de nitrogénio é o0 GS-GOGAT e seu
principal produto ¢ a glutamina, um componente basico para a sintese de aminoacidos e

proteinas, como pode ser visto na Figura 10.
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Figura 10 Diferentes fontes e sistemas de transporte de nitrogénio. Amt - Transportador de
canais de amodnia, Nrt2 / Nar2 - Sistemas de nitratos e nitritos, HANT - Sistema de

transportador de nitrogénio de alta afinidade, DUR3 - Transportador ativo de ureia, GS-
GOGAT - Glutamina / glutamato sintase.
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Neste estudo, a reducdo transitéria do pH ndo pareceu afetar o crescimento de
Chlorella sorokiniana. De fato, o crescimento celular ocorreu no BGNIM durante o
periodo de acidificacdo e a fase log neste meio foi reduzida em comparacéo ao BG11 e
BGU, indicando que essa cepa de Chlorella parece ser tolerante a essa condi¢do. Essa
caracteristica pode ser vantajosa ao considerar a defesa contra predadores que néo
resistem a acidificacdo, um método descrito para o controle de rotiferos e cladoceranos
e também pode representar um método para o controle da contaminacdo ciliada (Ashraf
et al., 2011). E sabido que as quedas de cultura devido & contaminacdo por predadores
representam uma grande ameaca para a producdo em larga escala de algas,
especialmente em lagoas abertas, e devem ser adequadamente gerenciadas (Lammers et
al., 2017; Ribeiro et al., 2019a).

3.2.3 AlteracGes bioquimicas
Como mostrado nas Tabelas 5 e 6, nenhuma diferenca estatistica foi observada

no rendimento de nimero de células, taxas de crescimento especificas e rendimento de
biomassa entre os trés meios testados. Os rendimentos totais de carboidratos e acidos
graxos transesterificaveis também foram semelhantes, independentemente do meio de
crescimento, enquanto foram observadas diferencas significativas nos teores de
nitrogénio, hidrogénio, proteinas, acgUcares sollveis, clorofila a e b e carotendide
(Tabela 6). As algas cultivadas nos meios BGNIM e BGU apresentaram um contetddo
ligeiramente mais alto de proteina, agUcar sollvel e carotendide do que as cultivadas
com meio BG11 (Tabela 6). Por outro lado, as culturas de BGU apresentaram maior
acumulo de clorofila a e clorofila b que BG11 e BGNIM (Tabela 6). Nao foi observada
diferenca estatistica nos perfis de acidos graxos de Chlorella sorokiniana cultivados nos
diferentes meios (Figura 11). O acido alfa-linolénico poliinsaturado (C18:3n3) foi o
principal componente, seguido pelo acido palmitico (C16) e pelo &cido linoleico
(C18:2n6) (Figura 11).
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Figura 11 Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) de Chlorella sorokiniana
crescidos em meios de cultura BG11l, BGU e BGNIM. Todos o0s experimentos foram
conduzidos em trés repeti¢des independentes (n = 3). Os resultados s&o apresentados como
médias das réplicas + as barras de erro mostram o desvio padrdo.

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey no nivel de 5% de
probabilidade.

Amédnio e ureia sdo fontes de nitrogénio que podem ser toxicas para as
microalgas, como também podem ser para plantas vasculares. Por outro lado, se
empregado em concentracfes apropriadas, seu uso pode levar ao acumulo de
componentes de biomassa de interesse (lkaran et al., 2015). Aqui, ambos 0s meios
contendo ureia (BGU e BGNIM) promoveram o acimulo de concentragdes mais altas
de proteinas, aglcares sollveis e carotenoides, que s&o componentes importantes da
biomassa de algas (Tabela 6). As proteinas sdo uma das fragdes mais valiosas da
biomassa de algas ao considerar o uso como racdo animal e alimento humano
(Odjadjare et al., 2017).

Enquanto os acucares solGveis foram maiores no meio BGNIM, os
carboidratos totais e 0s &cidos graxos totais ndo mostraram diferenca estatistica entre os
trés meios testados. A combinacdo de diferentes fontes de nitrogénio ndo afetou
significativamente o perfil de &cidos graxos apds oito dias de crescimento de Chlorella
sorokiniana LBA # 39. Recomenda-se a quantificacdo e caracterizagdo do conteudo
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lipidico e perfis de acidos graxos para entender as vias utilizadas pelas microalgas para
acumular esses compostos de interesse, bem como para avaliar a adequagéo potencial
do Oleo para a producdo de biocombustiveis. Chlorella sorokiniana LBA # 39
apresentou perfis semelhantes de &cidos graxos nos trés meios (Figura 11). O acido
poliinsaturado alfa-linolénico (C18:3n3) foi o principal componente do perfil de acidos
graxos em todos os meios (Figura 11), como visto em outros relatérios para Chlorella
sorokiniana cultivada sob diferentes condi¢cdes de aeracdo e / ou fonte de carbono
(Zheng et al., 2017).

A abundancia e a eficiéncia dos complexos fotossintéticos estdo relacionadas a
disponibilidade de diferentes nutrientes e cofatores minerais que, além dos pigmentos
(clorofilas e carotenoides), também incluem manganés, célcio, cloreto, ferro, cobre e
quinonas. A biomassa de algas produzida usando o meio BGNIM produziu menor teor
de clorofila do que o BG11 e o BGU, mas um maior teor de carotendides quando
comparado ao BG11. E importante ressaltar que os carotenoides estdo entre os
compostos mais valiosos obtidos a partir da biomassa de algas (Borowitzka, 2013). As
espécies de Chlorella representam um forte candidato a producdo comercial de
carotendides de algas e, além de seu valor econdmico, os carotenoides desempenham
um papel importante na robustez das microalgas a foto-oxidacdo (Patias et al., 2017).

A diminuicdo das clorofilas e 0 aumento de carotenoides no meio BGNIM
podem ser um resultado da foto-oxidacdo causada por processos de fotorrespiracdo e
fotoquimicos que geram espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos ao
aparelho fotossintético (Srinivasan et al., 2018) e resultantes em uma diminuicdo na
fixagcdo de carbono. Um paralelo entre a captacdo de oxigénio e a captacdo de nitrogénio
foi descrito e esse fendmeno pode refletir-se na alteragdo de pigmentos (Tabela 6) e

perfil metabdlico (Tabela 7) observados na cultura com meio BGNIM.

3.2.4 Alteracdes no perfil metabolico
Os perfis metabodlicos da biomassa de Chlorella sorokiniana produzidos nos

meios de cultura BG1l, BGU e BGNIM sdo apresentados na Tabela 7. Foram
identificados acUcares, aminodcidos e acidos organicos. No cultivo usando meio
BGNIM, uma abundancia maior de metabdlitos foi detectada quando comparada ao
BG11, pois a alanina aumentou 370%, serina 350%, valina 180%, mio-inositol 190%,

acido glicerico 230% e acido glutamico 220% (Tabela 7)
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Tabela 7 Metabdlitos identificados de Chlorella sorokiniana cultivados em meios de cultura
BG11, BGU e BGNIM.

no Metabélitos BG11 BGU BGNIM

1 Acido trednico 1.0 (£0.08)2 0.7 (20.24)° 0.9 (+0.03)
2 Alanina 1.0 (+0.18)° 4.5 (+0.22)3 4.7 (+x0.17)
3 Beta-Alanina 1.0 (#0.04)* 1.0 (x0.09)* 1.2 (+0.63)
4 Acido fumarico 1.0 (¥0.02* 1.0 (x0.07)* 0.9 (+0.44)
5 Acido glicerico 1.0 (0.07)° 1.2 (x0.19)° 3.3 (x0.37)
6 Glicerol-3-fosfato 1.0 (£0.03)* 0.9 (+0.20)* 0.8 (+0.25)
7 Mio-inositol 1.0 (£0.06)° 0.9 (¥0.05)° 2.9 (x0.01)?
8 Lumicromo 1.0 (+0.08)* 1.2 (+0.07)2 1.2 (+0.32)
9  Acidomalico 1.0 (£0.03)° 0.8 (£0.09)° 1.1 (+0.02)?
10  Acidoglutamico+ 10 (40,05 0.9 (+0.12)" 3.2 (20.02)2
11 Sacarose 1.0 (+0.02)2 0.1 (x0.31)° 0.5 (+0.39)"
12 Serine 1.0 (+0.01)° 1.1 (+0.03)° 4.5 (+0.03)
13 Acido succinico 1.0 (#0.01)2 1.5 (+0.12)* 0.9 (+0.08)
14  Treonina 1.0 (0.01)* 0.6 (x0.20)* 0.9 (+0.38)
15  Valine 1.0 (+0.02)° 0.7 (+0.31)> 2.8 (+0.39)

* Os resultados sdo apresentados como média = erro de barras, mostrando o desvio padrdo das
experiéncias em triplicado (n = 3). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem na ANOVA
unidirecional seguida pelo teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p<0,05). + detectado como

acido piro-glutamico

O perfil de metabolitos revelou diferencas nas concentracbes de alguns
compostos entre a biomassa produzida nos meios avaliados. Aumentos no 4acido
glutdmico usando o meio BGNIM provavelmente refletem alteracbes na operacdo do
ciclo GS-GOGAT e reacdes de transaminagdo como resultado do uso das trés fontes
diferentes de nitrogénio. Altos niveis de alanina ja foram detectados em Chlorella como
resultado da absor¢do de ureia e aménio (Baker e Thompson, 2008). De fato, a alanina é
o principal aminoéacido produzido em Chlorella sob alta tensdo de oxigénio e sob
condicdo de limitacdo de enxofre, que também estd ligada a absor¢do de amonio.
Conexodes entre o metabolismo da alanina e a biossintese lipidica foram propostas
anteriormente para Chlorella (Chen et al., 2017).

Aumentos no acido glicerico, no acido malico e nos aminoacidos serina e
valina sdo indicacbes de alteracbes em varios processos metabolicos do Chlorella
sorokininana LBA # 39 quando cultivados no meio BGNIM, particularmente aqueles
associados a glicolise e ao metabolismo do piruvato (Cecchin et al., 2018). O uso da
ureia também pode fornecer CO; adicional para o metabolismo das algas e pode ativar
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vias metabolicas que ndo foram ativadas no cultivo com apenas nitrato de sédio como
fonte de nitrogénio. De fato, as algas adotam uma estratégia de assimilagdo da PEP
carboxilase quando cultivadas com acetato, e a expressdo dos genes do PEPcase
aumenta em altos niveis de CO, (Cheng et al., 2017). A foto-oxidagdo e absorcao de
amonia também estdo relacionadas a via do PEPcase (Giordano et al., 2003). Por fim,
s80 necessarias experiéncias especificas de marcacéo isotdpica estavel para determinar o
destino do CO; liberado pela ureia durante sua decomposicao e para investigar mais 0s

efeitos da fonte alterada de nitrogénio no metabolismo celular.

3.2.5 Avaliacéo de custo e produtividade
Analises dos custos dos diferentes meios indicam que a substituicdo da fonte de

nitrogénio pela ureia (BG11 — BGU) tem o potencial de reduzir 0 custo do meio em
65% (Tabela 8). Além disso, quando todos os componentes da formulagdo sdo
derivados de fertilizantes comerciais (BG11 — BGNIM), o custo ¢ reduzido em
aproximadamente 95% (Tabela 8). Considerando a produtividade de biomassa
determinada neste estudo, 0 uso de meio BGU reduziria o custo de producgéo de 1 kg de
biomassa de algas em 64% em comparacdo com 0 meio BG11, enquanto o uso de meio
BGNIM reduziria os custos em 96%.

A producdo de biomassa, proteinas, carboidratos, acidos graxos, bioetanol e
biodiesel por ano foi estimada e é mostrada na Tabela 8. E importante ressaltar que,
enquanto a otimizacdo da producdo de biomassa esta sendo buscada, novas aplicacdes
para a biomassa de algas sdo identificadas e desenvolvidas, para gerar uma maior

sustentabilidade econémica para as biorrefinarias de algas (Chew et al., 2017).
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Tabela 8 Comparacdo entre produtividade e custos dos meios testados.

Estimativas BG11 BGU BGNIM
Produtividade da biomassa (mgDW e L'e d'l) 50.93 4881 47.93
Produtividade de biomassa (ton ¢ ano'l) a 2.40 2.30 2.30
Produtividade total de proteinas (ton © ano'l) 1.01 1.04 1.02
Produtividade total de carboidratos (ton ¢ ano'l) 0.54 0.53 0.56
Produtividade total de FA (ton * ano™) 015  0.15 0.14
Produtividade do bioetanol (L * ano™) b 328.70 318.30 338.90
Produtividade de biodiesel (kg * ano™) © 158.90 152.30  142.60
Custo 1 L de meio (USD) 017  0.06 0.01
Custo para 1 kg de biomassa (USD) ¢ 47041 171.22 19.37

%Estimativas durante o ano considerando 200 m®.d™* com 240 dias Uteis por ano, "Estimada com base na
taxa de converséo de 0,6 L por kg de carboidratos totais, “Estimada com base na taxa de conversdo de 1
kg de acido graxo em 1 kg de biodiesel (Cabanelas et al., 2013; Santana et al., 2017), dUSD = United
States Dollar.

Finalmente, existem oportunidades para integrar o conceito de biorrefinaria de
algas nos sistemas existentes (Brasil et al., 2017), com vérios autores indicando o
potencial das algas na producdo de produtos de maior valor agregado nos alimentos,
racao, fertilizantes, bioacumulacdo oleoquimica e compostos nutracéuticos (Laurens,
2017; Depré et al., 2018; Ribeiro et al., 2019b; Ribeiro et al., 2019a). Além do potencial
das microalgas para mitigar a poluicdo do ar e da agua, as microalgas podem ser uma
fonte importante de matéria-prima para o alcance dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel propostos pela Assembléia Geral das Nages Unidas (2015).
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4. Selecdo e cultivo de microalgas em efluentes da indastria de 6leo de palma para
remocao de nutrientes e producéo de biomassa de algas

*Artigo submetido para publicacio no periodico Algal Research em Janeiro de 2020. Ribeiro
D.M.; Cereijo, C.R.; Santana H.; Nascimento, R.C.; Calsing, L.C.G.; Siqueira, F.G.; Brasil,
B.S.A.F. Selection and cultivation of microalgae in palm oil industry effluent for nutrient
removal and algal biomass production.

A seguranca da agua, alimentos e energia, em um contexto de mudancas
climaticas, sdo os principais desafios mundiais para o século XXI. Portanto, o avanco da
producdo de biocombustiveis e a integracdo de processos industriais nas biorrefinarias
serdao fundamentais para fornecer energia, produtos quimicos e materiais de maneira
sustentavel (Brasil et al., 2017). Entre as diferentes matérias-primas disponiveis para a
producdo de biocombustiveis, o 6leo de palma é uma das culturas mais eficientes em
relagdo ao uso e a produtividade da terra (Mat Yasin et al., 2017). A produgdo mundial
de oOleo de palma ultrapassa 55 milhdes de toneladas anualmente, compreendendo um
mercado de mais de US $ 34 bilhdes por ano (Center For International Development At
Harvard University, 2019; Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2019). Por outro lado, a producéo industrial de 1 tonelada de éleo de palma bruto requer
cerca de 5 a 7,5 toneladas de &gua, levando a geracao de aguas residuais na forma de
efluente da industria de 6leo de palma (POME) (Ahmad et al., 2016).

O POME ¢ composto por 95-96% de agua, 0,6-0,7% de 0leo residual e 4-5%
de solidos totais (Ahmad et al., 2005). Possui altas demandas de oxigénio quimico e
bioguimico e um contetdo significativo de nitrogénio e fosforo e, portanto, pode causar
poluicdo severa ao meio ambiente (Ahmad et al., 2016). Geralmente, as industrias de
6leo de palma usam sistemas baseados em lagoas de estabilizagdo para tratar aguas
residuais de POME. Esse tipo de tratamento € particularmente comum em condicGes
tropicais devido as altas temperaturas, radiacdo solar, presenca de oxigénio e
fitoplancton que ajudam a estabilizar o efluente (Nery et al., 2013; Glaz et al., 2016). As
principais vantagens sdo a alta eficiéncia na remocéo de matéria orgénica e solida e o
baixo custo de implementacdo e manutencdo. No entanto, os sistemas de lagoas exigem
grandes areas e ndo eliminam completamente a carga organica e inorganica das aguas
residuais (Von Sperling, 2015).

Por outro lado, o POME pode ser um substrato potencial para o cultivo de
microalgas, permitindo a producéo integrada de biomassa de alto valor agregado na
industria de 6leo de palma (Ahmad et al., 2016; Khalid et al., 2019). De fato, ha um
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crescente interesse mundial no uso de microalgas como fonte alternativa de biomassa,
devido as suas amplas aplicacfes biotecnoldgicas na producdo de alimentos, racéo
animal, energia e materiais renovaveis (Khan et al., 2018), sua flexibilidade de cultivo
(Davis et al., 2011), bem como sua sustentabilidade e contribuicdo para a reducdo das
emissdes de gases de efeito estufa (Elrayies, 2018). No entanto, desafios relacionados a
selecéo de linhagens produtivas, desenvolvimento de sistemas de cultura de baixo custo
e melhorias na eficiéncia do uso de nutrientes ainda precisam ser superados antes que a
producdo em larga escala de microalgas se torne economicamente viavel (Bhujade et al.,
2017). Nesse contexto, a disponibilidade de &guas residuais e residuos industriais
oferecem oportunidades promissoras para a formulacdo de meios de cultura de algas
(Santana et al., 2017).

Estudos anteriores demonstraram a viabilidade do cultivo de microalgas em
POME diluido em escala laboratorial (Hariz et al., 2019). Além disso, 0 uso de pré-
tratamento com &cido ou antibidtico para controlar contaminantes também foi proposto
(Nwuche, 2014). No entanto, o cultivo bem-sucedido de algas em escala piloto em
fotobiorreatores usando 100% de POME néo foi relatado até o0 momento. Além disso, 0s
compostos quimicos presentes na biomassa de microalgas produzidos em POME nédo
foram caracterizados em detalhes. Neste trabalho, as microalgas com maior taxa de
crescimento quando cultivadas em POME foram avaliadas, a cepa Pseudokirchneriella
sp. LBA # 52 foi selecionada e avaliada sua eficiéncia na biorremediacdo de POME.
Além disso, foi determinada a producdo de biomassa de algas e a composicdo quimica,

incluindo perfis de carboidratos, lipidios e carotendides.

4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Cepas de microalgas
Dezoito (18) linhagens de microalgas da Colecdo de Microrganismos e

Microalgas para Agroenergia e Biorrefinarias da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - Embrapa (Brasilia-DF) (Hadi et al., 2016; Fernandes et al., 2019) foram
utilizadas neste estudo. (Tabela 9). As cepas de microalgas foram mantidas em
Erlenmeyers contendo 150 mL de volume de trabalho de meio Bold Basal (BBM) a 26
+1° C, aeracdo de 5 L / h de ar atmosférico, intensidade de luz de 50 yEm™? s™ s 12 /
12h claro / escuro. A identificacdo molecular das cepas foi baseada no sequenciamento
de marcadores Internal Transcript Sequence 2 (ITS2) seguindo os protocolos descritos

por Hadi e colaboradores (2016).
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Tabela 9 A identificacdo molecular das 18 cepas utilizadas neste estudo com base na
sequéncia do marcador nulTS2,

Espécies de correspondéncia

Cepa GenBank code ! -~ Relacdo GenBank code
mais proxima

Embrapa|LBA#8 KT308046 Chlamydomonas sp. 97.36% KY303743
Embrapa|LBA#13 KT308051 Coelastrella sp. 98.39% MH176129
Embrapa|LBA#32 KT308068 Micractinium sp. 99.59% KM820919
Embrapa|LBA#35 KT308071 Desmodesmus sp. 99.60% LR215742
Embrapa|LBA#36 KT308072 Desmodesmus sp. 100.00% EUS502836
Embrapa|LBA#37 KT308073 Chlamydomonas applanata 92.34% MK239987
Embrapa|LBA#38 KT308074 Chlamydomonas starrii 92.47% AB983644
Embrapa|LBA#39 KT308075 Chlorella sorokiniana 100.00% MK764925
Embrapa|LBA#40 KT308076 Chlamydomonas sp. 95.06% MH683945
Embrapa|LBA#41 KT445863 Chlamydomonas sp. 97.33% KY303743
Embrapa|LBA#45 KT308081 Chlamydomonadales sp. 77,98% MF483442
Embrapa|LBA#46 KT308082 Uronema trentonense 99.60% HF920659
Embrapa|LBA#47 KT308083 Chlorococcum diplobionticum 84.62% LT594567
Embrapa|LBA#48 MF346373 Chlorococcum macrostigmatum ~ 93.22% KX147341
Embrapa|LBA#49 KT308084 Chlamydomonas sp. 91.13% MHO068693
Embrapa|LBA#50 KT308085 Chlorella sorokiniana 95.20% KY229196
Embrapa|LBA#51 KT308086 Chlorococcum macrostigmatum  93.16% KX147341
Embrapa|LBA#52 KX397295 Pseudokirchneriella sp. 85.78% MH010851

4.1.2 Efluente da industria de 6leo de palma
O efluente da industria de 6leo de palma (POME) usado neste estudo foi

coletado na saida da lagoa anaerdbica do POME em uma planta industrial de 6leo de

palma no estado do Pard, Brasil (Dendepasa -Dendé do Para S / A) (Figura 12). O

sistema de tratamento usado nesta planta inddstrial consiste em um sistema conectado

composto por duas lagoas sequenciais, uma anaerdbica e a segunda aerobica (Von

Sperling, 2015). Antes da experimentacdo, o POME foi preparado por centrifugagéo a

4800 RCF por 5 minutos para remover solidos em suspensdo e esterilizagdo em

autoclave a 121 °C por 15 minutos e depois armazenado a 4 °C até o uso.
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Palm Oil Mill Efluent (POME) wastewater treatment ponds in agro industry
Collect point of Palm Ofl Mill Effluent

Crude
Effluent Inlet Palm Ol Mill Effluent Anaerobic pond /Aer-nbic pond Effluent Outlet

- \ ?EHEE

Figura 12 Lagoas de tratamento de efluentes da inddstria de 6leo de palma (POME) na
agroindustria (DENPASA - Dendé do Para S/ A).

4.1.3 Triagem de microalgas para crescimento em POME
A triagem de microalgas foi realizada utilizando frascos de Erlenmeyer de 500

mL contendo 250 mL de POME como meio de cultura. O cultivo foi conduzido
independentemente para cada uma das 18 cepas (Tabela 9) em aeracdo constante de 5 L
/ h de ar atmosférico, a 26 + 1 ° C, intensidade luminosa de 100 ],tEm‘2 st as 12/ 12h
regime claro / escuro. O crescimento das microalgas foi monitorado atraves de medidas
periddicas de absorbancia a 680nm e inspecdo microscopica das amostras de cultura
durante 10 dias de cultivo. As absorbancias inicial e final foram usadas para calcular a

taxa de crescimento basal ().

4.1.4 Pseudokirchneriella sp. Cultivo de cepa LBA # 52
A cepa Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 foi submetida ao cultivo em 250 mL

de POME ou BBM (controle) sob diferentes condicdes: i) cultivo axénico (autoclavado
antes do experimento) usando BBM em regime 12/12 h claro / escuro; ii) cultura
axénica usando 100% de POME as 12/12 h regime claro / escuro; iii) 100% de POME
axénico cultivado no escuro; iv) 100% de POME néo-axénico (sem autoclavagem antes
do experimento) usando as 12/12 h regime claro / escuro; v) 50% de POME néo axénico
em 12/12 h regime claro / escuro. O cultivo foi realizada em frascos erlenmeyer de 500
mL, arejados com 5 L / h de ar atmosférico, a 26 °C + 1 ° C, com intensidade luminosa
de 100 uEm™ s (se aplicavel). A cinética de crescimento das algas foi avaliada através
da contagem de células usando uma camara de Neubauer, enquanto a produtividade de
biomassa foi medida gravimetricamente, conforme descrito por Santana e colaboradores
(2017).
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4.1.5 Cultivo de microalgas em fotobiorreatores Flat Plate airlift
Para os experimentos em escala piloto, a cepa Pseudokirchneriella sp. LBA #

52 foi cultivada em fotobiorreatores Flat Plate airlift acrilica de 15 L, com volume de
13 L de meio de cultivo, aeracdo de 60 Lh™ e suplementacdo de CO, ajustada a 5% do
fluxo de ar, com fotoperiodo de 12h / 12h, a 35.000 Lux de intensidade de luz e
temperatura de 25 ° C durante o periodo escuro e 35 °C durante o periodo claro (Figura
13). O peso seco da biomassa foi determinado conforme descrito por Santana e
colaboradores (2017).
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Figura 13 Vista esquematica da estrutura do fotobiorreator Flat Plate airlift. (A) vista frontal;
(B) Vista lateral.

4.1.6 Determinacdo da composi¢do do POME
A composicdo do POME no inicio (dia 0) e no final (dia 5, 10 e 15) do cultivo

de microalgas em fotobiorreator Flat Plate airlift foi determinada. As amostras foram
coletadas, centrifugadas por 10 min. a 4800 RCF e o sobrenadante usado para andlise.
Os métodos utilizados foram: SM5210B - Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO);
QAM.IT.FQ.16A - Demanda de oxigénio quimico (COD); SM 4500-O / D - Carbono
organico total; SM 4500-NO2-B - Nitrito (NO;); SM4500-NH3 - nitrogénio amoniacal
(NH."); SM 4500-P E - Fosfato (PO,*) e Fésforo total; SM 3500-K B - Potéssio total
(K"), NBR 12620 - Nitrato (NOz") (Santana et al., 2017).

4.1.7 Anélise da composicéo bioguimica da biomassa
Apbs o cultivo, a biomassa de algas foi colhida, centrifugada a 5000 g e

liofilizada. Os sélidos totais e as cinzas foram quantificados seguindo o protocolo
descrito por Van Wychen e Laurens (2016). O contetdo total de proteinas foi medido

através da quantificacdo de nitrogénio usando microKjeldahl e calculado usando o fator
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de conversao especifico de microalgas de 4,78 (Laurens, 2015). O teor e as fracdes de
carboidratos foram determinados de acordo com a metodologia descrita por Van
Wychen e Laurens (2016). A fracdo lipidica foi obtida por Ankom XT15 por
Determinacdo de Extrato Etéreo (EE) extraido com éter de petrdleo a 90 ° C por 90
minutos e a caracterizacdo do perfil de acidos graxos foi realizada por cromatografia

gasosa (Van Wychen et al., 2013).

4.1.8 Analise estatistica
A taxa de crescimento especifico (1) e a produtividade de biomassa de algal

(mgbw.L.d™") foram calculadas usando a equacédo descrita por Kishi e Toda (2018). Os
dados de composicao da biomassa foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
com 5% de probabilidade, seguida de teste de Tukey, utilizando o software Action Stat
versdo 3.5.

4.2 Resultados e discussao
4.2.1 Triagem de linhagens de microalgas para crescimento em POME

A selecdo de cepas robustas adaptadas ao crescimento de aguas residuais e com
alta producédo de biomassa € uma etapa crucial para a viabilidade do sistema de cultivo
(Brasil et al., 2017; Santana et al., 2017). Neste estudo, dezoito (18) linhagens de
microalgas foram avaliados quanto ao crescimento usando 100% de POME como
substrato (Figura 14). As cepas utilizadas foram originalmente coletadas de biomas
tropicais distintos, incluindo ndo apenas ambientes naturais, mas também antropizados,
como aguas residuais rurais, aguas residuais de cana-de-agUcar e lagoas de estabilizacéo
de POME (Hadi et al., 2016). A linhagem LBA # 52 apresentou a maior taxa de
crescimento especifico (0,37) entre as linhagens de microalgas testadas. Somente cepas
de Chlamydomonas sp. LBA # 41, Chlorococcum diplobionticum LBA # 47 e

Chlorococcum macrostigmatum LBA # 48 ndo apresentaram crescimento (Figura 14).
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Figura 14 Taxa de crescimento especifico de 18 linhagens de microalgas cultivadas em POME.
Em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de POME, com aeragéo constante de 5
L / h de ar atmosférico, a 26 + 1 ° C, intensidade luminosa de 100 uEm'2 st as 12/ 12h claro/
escuro. Os resultados mostrados sdo a média de triplicados bioldgicos do experimento (n = 3).
POME: Efluente da indistria de éleo de palma.

A cepa LBA # 52 foi originalmente coletada de uma lagoa de estabilizagdo do
POME de uma planta de dleo de palma localizada no estado do Para (Brasil), na mesma
planta onde foi recolhido o POME. Portanto, a alta taxa de crescimento apresentada por
essa cepa no POME provavelmente esta relacionada a sua ocorréncia autdctone nesse
ambiente (Burnap e Vermaas, 2012). A identificacdo molecular baseada no
sequenciamento do Espacador Transcrito Interno 2 do rDNA nuclear (nulTS2) atribuiu
a cepa LBA # 52 ao género Pseudokirchneriella (Tabela 9). As espécies de
Pseudokirchneriella possuem um arquétipo em meia-lua, foice ou feijao (Krienitz et al.,
2011), como é possivel visualizar na Figura 15, microalga considerada um organismo

modelo para uso em testes de toxicidade (Berthet, 2015).

-~

~-) !

Figura 15 Microscopia da microalga Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 da cole¢do de
microrganismos da Embrapa Agroenergia. Coletado na Lagoa de estabilizacdo de POME, em
Santo Antonio Taua/PA.
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4.2.2 Crescimento de algas em POME
A cepa Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 foi cultivada em frascos Erlenmeyer

aerados contendo POME sob diferentes condigdes para caracterizar o efeito da luz e a
presenca de contaminantes microbianos no crescimento de algas. Pseudokirchneriella
sp. LBA # 52 mostrou padr@es de crescimento semelhantes no meio padrdo BBM ou em
100% ou 50% do POME, usando regimes de 12h / 12h claro / escuro. Por outro lado,
n&o foi detectado crescimento de algas na auséncia de luz (Figura 16).

Pseudokirchneriella sp. LBA#52 (cel/ml)

Figura 16 Dinamica de crescimento de Pseudokirchneriella sp. LBA # 52. Meio Bold Basal (—
m—), 100% POME axénico (autoclavado antes do experimento) 12h/ 12h claro / escuro (--e--),
100% POME axénico em regime escuro (-- A --), 100% POME axénico (ndo autoclavado antes
do experimento) 12h/ 12h claro / escuro (- ¢ -), 50% de POME ndo axénico, 12h / 12h claro /
escuro (--%--). Em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de POME ou BBM,
com aeracdo constante de 5 L / h de ar atmosférico, a 26 + 1 ° C, intensidade luminosa de 100
pnEm? s as 12 / 12h claro / escuro. Os resultados mostrados sdo a média de triplicados
biol6gicos do experimento (n = 3). POME: Efluente da industria de 6leo de palma.

Em seguida, foi realizado o escalonamento do cultivo de Pseudokirchneriella
sp. LBA # 52 em POME em fotobiorreator Flat Plate airlift de capacidade de 15L, com
aeracdo constante do ar atmosférico enriquecido com 5% de CO, (Figura 17). O
escalonamento do cultivo € uma etapa essencial para a aplicacdo em larga escala. Além
disso, a geometria da placa plana (Flat Plate) é um dos principais tipos de

fotobiorreatores disponiveis para a produgdo de microalgas (Raslavicius et al., 2018).
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Figura 17 Dindmica da producgéo de biomassa (seca) da Pseudokirchneriella sp. LBA # 52. No
meio Bold Basal (—m—) e POME (--e--), em fotobiorreatores Flat Plate airlift em acrilica com
capacidade de 15 L, e volume de trabalho de 13 L com aeracdo de 60 Lh-1, suplementados com
5% de CO, do fluxo de ar, com fotoperiodo de 12h / 12h, a 35.000 Lux de intensidade luminosa
e temperatura de 25 ° C durante o periodo escuro e 35 ° C durante o periodo claro. Os resultados
mostrados sdo a média de triplicados bioldgicos do experimento (n = 3). POME: Efluente da
indUstria de 6leo de palma.

Apbés cinco dias de cultivo, Pseudokirchneriella sp. apresentaram
produtividades de 320 mgDW « L « d* em BBM e 272 mgDW « L™ « d* em 100%
POME (Figura 17 e Tabela 10). Khalid e colaboradores, (2018) relataram
produtividades mais baixas, de 192 mgDW « L™ « d*}; ao cultivar Chlorella em 100%
POME (Tabela 10). Por outro lado, experimentos conduzidos utilizando POME diluido
como substrato para o crescimento de algas apresentaram maiores produtividades
(Tabela 10). O cultivo de Chlamydomonas em 37% de POME diluido em BBM atingiu
a produtividade de biomassa de 462 mgDW « L™ « d”* (Kamyab et al., 2016), enquanto
Chlorella sp. O cultivo de UKM2 a 25% de POME atingiu 440 mgDW « L™ « d™.
(Hariz et al., 2019). No entanto, ambos os estudos foram conduzidos apenas em escala
laboratorial (Kamyab et al., 2016; Hariz et al., 2019).
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Tabela 10 Comparacdo de produtividades de biomassa, produtividades lipidicas e eficiéncia de
remocao de nutrientes obtidas com espécies de microalgas cultivadas em POME sob diferentes
condigdes.

Produtividade Produtividade
Cepa Condicéo de cultivo de Biomassa  de Lipidios
(mgDW.LLdY) (mgDw.L1d?)

Remocéo de

. Referéncia
nutrientes

63.86% de DQO
61.21% de TN
272,13 (+9,84) 23,09(x2,30) 96.07%de TP Neste estudo
99.99% de Amdnio
96.72% de Fosfato

100% de POME da lagoa
Pseudokirchneriella sp. anaerobica, suplementada com
LBA#52 5% de CO, no fotobiorreator Flat
Plate airlift de 15L.

37% de POME da lagoa

Chlamydomonas facultativa e diluido em BBM 162 197 (Kamyab et
incerta com DQO de 500 mg /L em al., 2016)
frasco de 2 L.
Scenedesmus sp. e 84% e 25% de POME da lagoa 47.45% de DQO (Hariz et
Chlorella s UpkMZ anaerobica em sistema integrado 460 87 85.67% de TN al., 2019)
P. suplementado com 10% de CO, 84.91% de Fosfato "
. 30% de POME diluido em meio 47.09% de DQO
g:](lf)lrella sorokiniana BG11 suplementado com 2,5% 150 70 62.07% de TN gIChggqge)t
de CO, em frasco de 1L 30.77% de TP "

10% de POME do tanque

aerobico diluido em meio F **, (Emparan et

Nannochloropsis sp.irizando células imobilizadas, ~ ~*° - 1% 0f DQO al., 2020)
em frasco de 250 mL
20% de POME da lagoa (Hadiyanto
Chlorella sp anaerobica + 40% de nutrientes 104 37 - e Azimatun
sintéticos. Nur, 2014)

12,61% de DQO

69,39.9% de TN (Ding et al.,
53.33% de TP 2016)
100% de Aménio

16,6% de POME diluido em
tanque anaerobico, suplementado 101 -
com 2% de CO, em baldo de 2L.

Chlamydomonas sp
UKM 6

75% de POME filtrado e
suplementado com60 mg /L de 97 12 63% de DQO
ureia em frasco de 500 mL.

Chlorella sorokiniana
C 212

(Nwuche,
2014)

40% de POME do tanque
Chlorella sorokiniana  anaerébico, suplementado com 90 -
5% de CO, em frasco de 1L

40% do POME do tanque
Chlorella sorokiniana  anaerdbico, suplementado com 79,2 -
5% de CO, em frasco de 1L

100% de POME do tanque
anaerobico suplementado com 64 - 80.9% de TN
Chiorella sp. (UKM2) 10% de CO, em frasco de 2 L.

64.3 % de Amonio  (Khalid et
62.3 % de Fosfato  al., 2018)

75.75% de TN

100% de TP (Khalid et
93.36% de Ambdnio  al., 2019)
94,50% de Fosfato

(Hariz et
al., 2018)

DQO — Demanda Quimica de Oxigénio, TN — Nitrogénio Total, TP — Fosforo Total, POME - Efluente da
Industria de Oleo da Palma
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4.2.3 Efeito do cultivo de algas na composicédo do POME
As microalgas podem ser usadas para absorver eficientemente compostos

inorganicos e metais pesados presentes nas aguas residuais (Manzoor et al., 2019). A
presenca de nitrogénio e fosforo € um fator determinante que favorece a eutrofizagéo
quando o efluente ndo € descartado adequadamente (Park et al., 2011; Melia et al.,
2017). Por outro lado, sdo nutrientes essenciais para a producdo de microalgas e sdo
nutrientes com alta demanda na produgéo agricola (Park et al., 2011). Neste trabalho, a
composicdo quimica do POME antes e depois de cultivo de Pseudokirchneriella sp.
LBA # 52 foi avaliado. A Tabela 11 mostra que ha maior carga organica e
concentracOes de fosforo e potassio, bem como menor nitrogénio e pH total, no POME
bruto em comparacdo com o POME derivado do tanque anaerdbico usado para
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 neste estudo. As diferencas observadas sao resultado
da estabilizacdo parcial das aguas residuais durante a retencdo na lagoa anaerdbica
(Figura 12).
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Tabela 11 Caracterizacdo fisico-quimica de POME bruto e POME antes e ap6s o cultivo de Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 por 5, 10 e 15 dias. POME:

Efluente da industria de 6leo de palma.

Sobrenadante da

Sobrenadante da

Sobrenadante da

Caracterizacao Fisico-quimica POME Bruto POME cultura apés 5 dias  cultura apés 10 dias  cultura apés 15 dias
de cultivo de cultivo de cultivo
?rﬁgg’;‘}'alﬁi)oq“"mica de oxigénio 45967,20 (+360327) 20,8 (+1,70)a 40,05 (+3,75)b 84,15 (+17,18)c 80,20 (6,36)c
E)rﬁggr;(}lal_ﬂ;ﬁmica de oxigénio 145890,00 (+ 19643,43) 217500 (+49,50)d 786,00 (+4,24)a 802,00 (+3,46)b 921,50 (+2,12)c
Carbono organico total (mg.L'l) 84073,60 (+ 1751,36) 3680,70 (x243,39)a  12521,60 (+1751,36)b  17200,00 (+1362,17)b 15686,20 (+1946,24)b
Nitrogénio total (mg.L™) 18,15 (+ 10,11) 79,19 (£6,15)b 30,71 (£0,22)a 29,22 (+2,48)a 32,31 (x0,45)a
Nitrato (mg.L'l) 24,80 (£0,05) 0,72 (x£0,01)b 0,59 (+0,04)a 0,70 (x0,03)b 0,66 (+0,01)ab
Nitrito (mg.L™) 0,45 (£0,05) 0,215 (+0,01) n.d** n.d** n.d**
Nitrogénio amoniacal (mg_L‘l) 95,01 (+ 15,03) 44,85 (+0,64) n.d** n.d** n.d**
Fosfato (mg.L™) 630,00 (+ 14,14) 56,75 (x2,47)d 1,86 (+0,06)b 1,42 (+0,01)a 5,25 (+0,07)c
Fosforo total (mg.L™) 180 (£ 3,14) 20,13 (+0,88)d 0,79 (£0,08)a 1,28 (+0,03)b 2,40 (£0,03)c
Potassio total (mg.L'l) 3668,50 (+ 338,70) 1850,00 (£70,71)a 1833,33 (£152,75)a 1816,67 (+ 28,87)a 1801,00 (£ 173,21)a
pH 4,59 (+0,01) 9,17 (x0,01)c 9,08 (+0,02)c 8,56 (+0,01)b 8,06 (x0,12)a

* Os resultados sdo apresentados como barras de média + erro de experimentos em triplicado (n= 3). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem da

ANOVA unidirecional com teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p<0,05). ** n.d = ndo detectado



Entretanto, mesmo ap0s o estagio de estabilizacdo anaerobica, o efluente do
POME ainda possui uma alta demanda bioquimica e quimica de oxigénio residual, além
de uma alta concentracdo de nitrogénio, fosforo e potassio que estdo acima dos niveis
permitidos pela maioria das politicas e regulamentos ambientais (Hariz et al. al., 2018).
Por outro lado, é possivel observar que o crescimento da Pseudokirchneriella sp. LBA
# 52 em POME leva a uma reducdo de 63,86% na demanda quimica de oxigénio
(DQO), além de 61,21% de nitrogénio total (TN), 96,07% de fdsforo total (TP), 99,99%
de amonio e 99,07% de fosfato total apds 5 dias de cultivo (Tabela 11).

O uso de microalgas no tratamento de aguas residuais oferece uma
oportunidade para reduzir a poluicdo ambiental a baixos custos (Manzoor et al., 2019).
Foi relatado que o cultivo de Chlorella sorokiniana em POME pode levar a uma
reducdo de 93,36% de amonio e 94,50% de fosfato (Khalid et al., 2019), enquanto o
crescimento de Nannochloropsis sp. promoveu 71% de reducdo de DQO (Emparan et
al., 2020). No entanto, ambos os estudos alcancaram produtividades de biomassa de
algas mais baixas do que as relatadas aqui (Tabela 10).

4.2.4 Andlise de composicao de biomassa

A assimilacdo dos nutrientes se traduz na producdo de biomassa e
biocompostos de algas que sdo usadas para favorecer a viabilidade econdmica do
processo em uma estratégia de biorrefinaria (De Francisci et al., 2018). Assim, a
biomassa de algas colhida em Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 cultivas em POME e
BBM usando fotobiorreatores Flat Plate airlift de 15 L foram analisadas quimicamente
e comparadas (Tabela 12). Os carboidratos totais compreendem a maior fragdo
detectada na biomassa analisada, atingindo 43% nas culturas BBM e 39% nas culturas
POME apds 5 dias de crescimento de algas (Tabela 12). Além disso, a biomassa de
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 alcangou seu maior teor de proteinas (23,93%) apds
5 dias de cultura em POME (Tabela 12). Por outro lado, foi relatado que a biomassa de
Pseudokirchneriella subcapitata produzida em meio sintético suplementado com 10
mM de nitrato € composta por aproximadamente 20% de carboidratos e 40% de
proteinas (Del Rio et al., 2017).



Tabela 12 Teor de biomassa, rendimento e compostos de interesse acumulado em Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido nas diferentes meios de cultivo.

Pseudokirchneriella sp. LBA#52

Bold Basal
5 dias

Bold Basal
10 dias

Bold Basal
15 dias

POME
5 dias

POME
10 dias

POME
15 dias

Produtividade da biomassa
(mgDW « L™« d?)

Proteina (%o)

Produtividade proteica

(mgDW « L™« d?)

Teor de carboidratos Total (%)
Produtividade de carboidratos
(mgDW « L™« d?)

Lipidios totais (%)
Produtividade lipidica

(mgDW ¢ L™« d?)

Cinza (%)

Clorofila a (%)

Clorofila b (%)

Clorofila Total (%0)

Razdo clorofilaa/b
Carotendides (%0)

Produtividade carotenoides
(mgDW + L™« d™)

320,60 (+ 10,51) a

19,60 (+ 0,11) ¢
63,07 (+0,44) a
43,63 (+ 5,48) a

134,67 (+ 20,74) a

9,66 (+0,62) cd
31,01 (+2,96) a

3,94 (£0,16) c
0,064 (+ 0,01) ¢
0,33 (+0,01) ¢
0,40 (+ 0,01) ¢
0,19 (+0,01) ¢
0,10 (+ 0,01) b

0,33 (+0,01) b

224,90 (+ 2,25) ¢

15,49 (+ 0,09) e
34,84 (+ 2,59) b
41,06 (+2,37) a

83,18 (+ 3,49) bc
11,03 ( 0,20) bc

24,81 (+ 0,66) b

4,36 ( 0,22) bc
0,018 (+ 0,01) d
0,11 (+0,01) d
0,13 (+ 0,01) d
0,17 (+0,01) d
0,03 (+ 0,01) d

0,08 (+0,01) d

140,68 (+ 7,86) e

16,89 (+ 0,53) d
23,73 (+1,98) ¢

38,56 (+ 0,76) ab
56,58 (+ 5,90) cd

8,39 (¢ 0,34) d
11,81 (+1,10) ¢

5,55 (+ 0,20) b
0,019 (+ 0,01) d
0,11 (+0,01) d
0,13 (+ 0,01) d
0,17 (+0,01) d
0,03 (+0,01) d

0,04 (+0,01) d

272,13 (+ 9,84) b

23,93 (+0,10) a
65,13 (+ 2,06) a

39,73 (+ 0,11) ab
108,79 (+ 5,80) ab

8,51 (+ 1,06) d
23,09 (+2,30) b

4,19 (+0,01) ¢
0,21 (+0,02) a
1,03 (+0,14) a
12 (+0,17) a

0,21 (+0,01) b
0,20 (+0,02) a

0,54 (+ 0,06) a

177,23 (£ 22,97) d
21,82 (+0,60) b
38,72 (+0,84) b
36,22 (+ 1,55) ab
63,97 (+3,70) cd
12,47 (£ 0,17) ab
22,07 (£2,57) b

4,15 (+0,18) ¢
0,12 (+0,01) b
0,57 (+0,02) b
0,69 (+0,3) b

0,20 (+0,01) b
0,11 (+ 0,01) b

0,31 (+0,01) b

166,90 (+ 9,54) de
19,93 (+ 9,54) ¢
33,27 (+5,65) b
31,52 (£3,12) b
52,73 (+7,32) d
13,61 (+0,37) a
22,71 (+1,37) b

7,86 (+0,38) a
0,11 (+0,01) b
0,52 (+ 0,04) b
0,64 (+ 0,05) b
0,22 (+0,01) a
0,08 (+ 0,01) ¢

0,13 (+0,01) ¢

* Os resultados sdo apresentados como barras de média + erro de experimentos em triplicado (n = 3). Os valores com contraste na tabela obtiveram maior contetdo ou
produtividade em comparagdo aos demais tratamentos. As médias seguidas pela mesma letra nao diferem da ANOVA unidirecional com teste de Tukey no nivel de
probabilidade de 5% (p<0,05). POME: Efluente da indtstria de 6leo de palma.



Em relacdo a fracdo lipidica, a biomassa de Pseudokirchneriella sp. LBA # 52
apresentou seu maior contetdo (13,61%) apds 15 dias de cultivo em POME (Tabela
12). Embora tenham sido relatados maiores teores de lipidios acumulados pelas espécies
de Pseudokirchneriella subcapitata, atingindo até 19,74% em culturas usando meio
fertilizante N: P: K (20: 5: 20) (Ribeiro et al., 2019), as produtividades lipidicas
observadas neste estudo sdo maiores devido a maior produtividade de biomassa obtida
(Tabela 12). Além disso, foi possivel identificar que a fracdo de carotenoides na
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 cultivada em POME (0,20%) é aproximadamente
duas vezes maior que a observada durante o cultivo com BBM (0,10%) ap6s 5 dias
(Tabela 12).

As microalgas podem ser uma fonte de bioprodutos de alto valor agregado
(Chew et al., 2017). Portanto, a identificacdo do perfil das biomoléculas é um passo
importante na caracterizacdo da biomassa de algas. O perfil de carboidratos revelou a
presenga de mio-inositol, galactose, manose, ribose e glicose em biomassa de
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 cultivada em POME. A glicose representa a maior
fracdo correspondente a 80% do total de carboidratos (Tabela 13). Tem sido relatado
que a biomassa de algas pode ser hidrolisada levando a liberacéo de glicose, que por sua

vez, pode ser usada para a producéo de bioetanol (de Farias Silva e Bertucco, 2016).



Tabela 13 Perfil de carboidratos acumulados em Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido nos diferentes meios.

Pseudokirchneriella sp. Bold Basal Bold Basal Bold Basal POME POME POME
LBA#52 5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Galactose (%) 2,64 (£0.42)bc 1,66 (+0.16)d 2,11 (x0.02)cd 3,55(+x0.08)a 3,21 (x0.38)ab 3,17 (+ 0.20)ab
Glicose (%) 79,50 (+ 1.46)b 82,08 (x0.37)a 80,69 (+0.77)ab 79,34 (+0.48)b 78,98 (£ 0.39)b 79,72 (¥ 0.94)b
Manose (%) 10,31 (+ 1.24)a 8,43 (+0.17)b 8,89 (+x0.32)ab 9,67 (x0.39)ab 9,63 (x0.27)ab 9,54 (+ 0.22)ab
Mio-inositol (%) 0,86 (£0.33)ab 0,60 (£0.02)b 1,07 (¥0.03)ab 0,97 (+0.04)ab 1,21 (+0.12)ab 1,34 (+ 0.09)a
Ribose (%0) 2,69 (£0.08)ab 2,86 (+0.11)a 2,62 (+0.01)ab 2,58 (+0.12)ab 2,68 (+0.29)ab 2,34 (+ 0.18)b
Outras (%) 400 (x056)a 4,37 (x041)a 451(+043)a 3,89 (x0.04)a 429 (x0.30)a 3,90 (+0.35)a

* Os resultados sdo apresentados como barras de média * erro de experimentos em triplicado (n = 3). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem da ANOVA
unidirecional com teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p<0,05). POME: Efluente da industria de éleo de palma.



Além disso, a analise do perfil de &cidos graxos na biomassa de algas pode
fornecer informagdes sobre a qualidade do biodiesel que pode ser produzido a partir
dele. A maior fracdo lipidica observada na biomassa de Pseudokirchneriella sp. LBA #
52 ¢é formada por &cido palmitico e acido oleico, com uma fracdo que variam entre 30%
a 40%, seguido pelo &cido linoleico, que varia entre 10% a 16% em ambos 0S meios
testados (Tabela 14). Esses acidos graxos também foram encontrados como fracGes
principais na biomassa de Pseudokirchneriella subcapitata em outros trabalhos na
literatura (Del Rio et al., 2017; Ribeiro et al., 2019).



Tabela 14 Perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME) acumulados em Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido nas diferentes midias.

Pseudokirchneriella sp. Bold Basal Bold Basal Bold Basal POME POME POME
LBA#52 (FAME) 5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Caproico (%) 4,83 (+ 0,26)a 3,38 (£ 0,19)b 3,20 (£ 0,06)b 3,76 (£ 0,36)a 2,84 (£ 0,28)b 4,04 (£ 1,26)a
Palmitico (%0) 34,05 (x0,38)b 35,08 (+0,18)ab 38,70 (£ 0,07)a 30,32 (+x 0,03)b 32,53 (+ 0,52)ab 35,88 (+ 0,16)ab
Palmitoléico (%) 2,76 (£ 1,18)c 2,24 (£ 0,03)c 197 (x0,02)c 544 (x0,06)a 3,42 (x0,10)BC 3,46 (+ 0,16)bc
Estearico (%) 2,37 (£ 0,05)c 3,98 (£ 0,02)a 4,20 (£ 0,05)a 2,57 (£0,01)bc 3,19 (£ 0,01)a 3,28 (+ 0,26)ab
Oleico (%) 34,53 (x0,63)b 40,55 (x0,11)a 36,40 (£0,09)a 33,87 (x0,17)ab 34,88 (+0,32)a 31,56 (+ 1,81)ab
Linoléico (%) 12,62 (£ 0,12)c 10,44 (+0,06)d 10,92 (+0,04)d 16,66 (+0,06)a 14,51 (+0,26)b 14,40 (+ 0,42)b
Linolénico (%) 8,84 (x0,11)a 4,33 (= 0,05)c 4,60 (x0,03)c  7,38(x0,06)b 7,15(x0,16)b 7,37 (£ 0,40)b

DHA (%)

2,21 (+ 0,19)

* Os resultados sdo apresentados como barras de média * erro de experimentos em triplicado (n = 3). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem da ANOVA
unidirecional com teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p<0,05). POME: Efluente da industria de 6leo de palma.



A anélise do perfil dos carotenoides de Pseudokirchneriella sp. O LBA # 52
mostra que a maior fragdo detectada é a luteina, variando de 70 a 75% do total de
carotendides (Tabela 15). A luteina é um composto de alto valor agregado com
mercados estabelecidos em aves e em suplementos nutricionais humanos (Araya et al.,
2014). Além disso, outros carotenodides foram identificados em concentracbes mais
baixas como astaxantina, alfa e beta caroteno, criptoxantina, cantaxantina, fucoxantina,
licopeno e zaexantina (Tabela 15). Estes sdo poderosos antioxidantes com aplicagdes na

salde e nutricdo humanas e na industria de cosméticos (Poojary et al., 2016).



Tabela 15 Perfil de carotenoides acumulados em Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 crescido nas diferentes meios.

Pseudokirchneriella sp. Bold Basal Bold Basal Bold Basal POME POME POME
LBA#52 5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Alfa-caroteno (%) n.d. n.d. n.d. 1,01 (£ 0.45)a n.d. n.d.
Astaxantina (%) n.d. 7,77 (£ 0,66)b 6,13 (+0,31)bc 5,34 (x 1.41)c 7,82 (+0,12)b 11,27 (£ 0,43)a
Betacaroteno (%) n.d. 3,52 (+ 0,44)d 8,15 (+ 0,46)b 15,74 (x 0.49)a 6,18 (x 0,75)c 5,07 (+ 0,88)cd
Beta criptoxantina (%) n.d. 2,32 (£ 0,56)bc 2,24 (£ 0,38)c 4,22 (£ 0,69)a 3,00 (£0,21)BC 3,57 (+0,12)ab
Cantaxantina (%) n.d. 4,57 (£ 0,35)a 4,89 (£ 0,33)a 3,10 (+ 2,32)a 3,82 (+ 0,23)a 4,06 (x 0,38)a
Fucoxantina (%0) n.d. 4,09 (£0,93)ab 2,34 (x0,07)b 4,02 (£ 0.56)b 6,79 (+ 1,69)a 4,57 (£ 0,42)ab
Licopeno (%) 7,75(x091)a 1,85(x0,05b 0,88 (x0,27)b 0,71 (x 0,06)b 0,68 (+ 0,607)b 0,65 (+ 0,05)b
Luteina (%) 81,05(x1,23)a 69,75 (x1,39)b 72,49 (x1,51)b 63,065 (+ 3,30)c 68,57 (+0,73)b 67,68 (+x 0,40)bc
Zeaxantina (%) 11,19 (x 1,8)a 6,09 (+ 0,74)b 2,86 (+ 3,37)b 2,76 (£ 0.77)b 3,11 (£ 0,27)b 3,09 (£ 0,43)b

* Os resultados sdo apresentados como barras de média + erro de experimentos em triplicado (n = 3). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem da ANOVA
unidirecional com teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p<0,05). POME: Efluente da indUstria de dleo de palma.



Por fim, foi estimada a producéo de biomassa, de proteinas, de carboidratos, de
acidos graxos, de bioetanol e de biodiesel da microalga Pseudokirchneriella sp. LBA #
52 calculados com resultados obtidos neste trabalho nas diferentes condicdes testadas.
As estimativas de produtividade de biomassa do LBA # 52 atingem 13 e 15 toneladas /
ha por ano em POME e BBM, respectivamente. Essas estimativas superam a
produtividade estimada para Chlorella sorokininana cultivada em meio quimicamente
definido (2,4 toneladas) (Ribeiro et al., 2020), bem como a produtividade estimada de
5,69 toneladas / ha para Chlorella vulgaris e 13,58 toneladas / ha para Botryococcus
terribilis cultivadas em aguas residuais suplementadas com glicerol (Cabanelas et al.,
2013).



Tabela 16 Produtividade estimada entre Bold Basal e POME em diferentes momentos.

Bold Basal Bold Basal Bold Basai POME POME POME

Estimativas 5 dias 10 dias 15 dias 5dias 10dias 15dias
Produtividade da biomassa (mg.L™) 320,60 224,90 140,68 272,13 177,23 166,9
Produtividade de biomassa (ton.ano™) 15,38 10,79 6,75 13,06 8,5 8,01
Proteina total (ton.ano™) 3,01 1,67 1,14 312 1,85 1,59
Carboidratos totais (ton.ano™) 6,71 4,43 2,6 5,18 3,08 2,52
FA total (ton.ano™) 1,49 1,19 0,57 1,11 1,06 1,09
Bioetanol (L.ano™) 4028,5 2659,5 1562,3 3113,77 1848,74 1515,07
Biodiesel (Kg.ano™) 1486,6 1190,7 566,5 1111,59 1060,82 1090,32

Estimativas durante o ano considerando 200 m°.d™* com 240 dias Uteis por ano (Cabanelas et al., 2013; Ribeiro et al., 2020)
Estimado com base na taxa de conversdo de 0,6 L por kg de carboidratos totais (Cabanelas et al., 2013; Ribeiro et al., 2020)
Estimada com base na taxa de conversdo de 1 kg de &cido graxo em 1 kg de biodiesel (Cabanelas et al., 2013; Ribeiro et al., 2020)
POME: Efluente da industria de 6leo de palma.



5. Consideracdes finais

Esta tese apresenta duas estratégias de producdo de microalgas a baixos custos
visando a viabilizacdo técnico-econdmica de futuras biorrefinarias de biomassa algal. Foram
identificadas as cepas Chlorella sorokiniana LBA#39 e a Pseudokirchneriella sp. LBA#52,
mantidas no Laboratério de Biotecnologia de Algas da Embrapa Agroenergia, como cepas
superiores para producdo de biomassa algal. Foram apresentadas duas configuracbes de
fotobiorreatores fechados em sistemas de cultivo airlift: i) fotobiorreator de frasco tubular de
1L com um refinado sistema automatizado; ii) fotobiorreator Flat Plate airlift em escala piloto
de 15L.

Além disso, € apresentado neste trabalho a formulacdo do Blue Green Nitrogen Mix
(BGNIM) para cultivo da Chlorella sorokiniana LBA#39. Esta estratégia de uso combinado
de fontes de nitrogénio levou a alteragfes positivas sob o ponto de vista de producdo
comercial de bioprodutos e abriu oportunidades para o controle de predadores.
Adicionalmente, foi estimada uma reducdo de custo de aproximadamente 95% em
comparagdo com 0 meio padrdo da literatura Blue Green 11 (BG11).

Em sequéncia, € apresentada também a oportunidade de criacdo de biorrefinarias com
a industria do 6leo de palma ao utilizar o efluente da industria (POME) para a producao de
biomassa da cepa de microalga autdctone Pseudokirchneriella sp. LBA#52. Esta cepa
apresentou potencial estimado de producédo de 13 toneladas de biomassa algal por hectare/ano,
contribuindo para o aumento da viabilidade econémica de todo o sistema.

Estudos futuros poderdo demonstrar a produgdo em larga escala utilizando as algas e
0s meios descritos neste trabalho. Existem ainda oportunidades para aprofundar o
conhecimento sobre a captura de carbono pelas microalgas e para 0 aumento da eficiéncia

fotossintética através da engenharia genética e evolucdo adaptativa.



6. Concluséo

Apesar de muitos avangos recentes na producdo de microalgas em larga escala,
desafios ainda precisam ser superados para se alcangar a viabilidade econdmica. Neste estudo,
propusemos duas estratégias de cultivo algal de baixo custo baseadas no uso de meios
quimicamente definido e indefinido.

O meio quimicamente definido de baixo custo proposto (BGNIM) mostrou potencial
para reduzir significativamente os custos de producgéo de algas. De fato, o uso de BGNIM
levou a uma produtividade de biomassa semelhante em comparagdo com o meio padrdo BG11
amplamente utilizado. Além disso, essa abordagem aumentou levemente o acumulo de
proteinas e carotendides, que sdo fragdes comercialmente valorizadas da biomassa de algas,
em comparagdo com o meio padrdo BG11. Além disso, a acidificagdo observada durante a
fase incial de cultivo pode ser usada para controle de predadores durante a producdo em larga
escala, uma questdo importante para o cultivo continuo em larga escala.

Para o cultivo em meio quimicamente indefinido, foi selecionada a cepa autoctone
Pseudokirchneriella sp. LBA # 52 quee mostrou alta produtividade de biomassa quando
cultivada em POME. A carga organica das aguas residuais pés-cultivo, bem como as
concentracdes totais de nitrogénio, amonio e fosfato sdo drasticamente reduzidas pelo
crescimento algal, revelando um processo eficiente de biorremediacdo. Além disso, a
biomassa de algas produzida é rica em carboidratos e produz quantidades significativas de
lipidios e luteina. Este estudo abre oportunidades para aplicacdo inddstrial de microalgas e

integracdo de biorrefinarias de algas em plantas industriais de 6leo de palma.
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ANEXOS

1. Derivatizacdo in situ para analise por GC-MS de &cidos graxos como seus

ésteres metilicos

Equipamentos
e dri-block
e pipetas de vidro

o frascos de vidro (vial) para armazenamento de amostras e analise de GC

Reagentes
e 4cido cloridrico (37%)
¢ hexano (grau GC)
e metanol
e cloroférmio
« Opcional: padrdo interno C11-TAG. Outros padrdes TAG, como C17,
também sdo apropriados

» Opcional: padrdes C12 a C26 FAME para curva padrao

Preparo das solucdes

HCI a 5% v / v em metanol: adicione 6,8 mL de HCI concentrado (37%) ao baldo

volumeétrico e complete até 50 mL com metanol. Armazenar a 4 °C

Solvente metanol e cloroférmio nas proporgdes 1: 2 em volume. 10 mL de metanol +

20 mL de cloroférmio. Armazenar a 4 °C

Padrédo C11 - TAG: prepare um estoque de 10 mg / mL em 1: 2 (v / v) de metanol:

cloroférmio em um frasco de vidro. Armazenar a - 20 °C
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

1. Pesar 10 mg de biomassa seca em um tubo de vidro com tampa de rosca de 2 mL
com vedacéo

2. Adicione 0,2 mL de solvente pré-embebido em metanol / cloroférmio (1: 2, v/ V)

3. Opcional: Adicione 25 ul de padrao C11-TAG (equivalente a 250 pg de padrao) 1

4. Adicione 0,3 mL de HCI a 5% em metanol

5. Feche o tubo firmemente e aqueca a 85 °C em um dri-block por 1 h

6. Arrefecer até a temperatura ambiente (25 ° C) e adicionar 1 mL de hexano

7. Agite suavemente por 1 h em temperatura ambiente sem inverter os tubos

8. Remova a fase superior (ndo polar) do frasco de vidro usando uma pipeta de vidro
Pasteur e armazene a -20 °C ou menos

9. Dilua a amostra antes da analise, se necessario

Notas:

« Um dri-block é preferivel a um banho de agua; a derivatizacdo é um pouco
sensivel a gua

* Adicione todos os solventes usando uma pipeta de vidro de 1 mL

* Nunca inverta os tubos! Sempre existe o risco de extracdo de substancias
volateis das vedacoes.

 Evite agitagdo vigorosa dos tubos antes da etapa 6; a biomassa tem uma
tendéncia a grudar nas laterais do tubo.

* O método pode ser usado para derivatizar amostras de 6leo puro, embora os
volumes de solvente devam ser aumentados de acordo com a quantidade de Oleo
utilizada (por exemplo, os volumes aqui seriam apropriados para 1-3 mg de 6leo).

* Para reduzir a variabilidade entre as amostras pré-misture o padrédo C11-TAG
e metanol / cloroformio; adicione 625 pl de padrao a 10 mL de metanol / cloroférmio e
adicione 0,425 pl por amostra.

* Certifique-se de preparar uma amostra omitida em branco para identificar
qualquer contaminagéo proveniente de reagentes / tubos etc.

* As amostras devem ser secas (liofilizadas) antes da derivagdo, embora o
método seja tolerado com agua até 50% do peso (nao testado)

* FAMEs para a curva padrao podem ser compostas em hexano e armazenadas
em um freezer em frascos de vidro

* O método pode ser facilmente ampliado para a derivatizacdo de grandes
quantidades de material

Fonte

Van Wychen S, Ramirez K, Laurens LM (2013) Determination of Total Lipids as Fatty
Acid Methyl Esters (FAME) by in situ Transesterification. Contract 303: 275-3000
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2. Carboidratos

Acucares sollveis totais — AST

Equipamentos

e Pipetas automaticas (100 ul e 1000 pl).
e Eppendorfs (2mL).

e \ortex.

e Travas para eppendorfs.
e Banho-maria.

e Balanca analitica.

e Tubos de ensaio.

e Funil.

e Cubetas de vidro.

e Centrifuga.

e Espectrofotbmetro.

Reagentes

e Etanol 80% (v / V)

e Solugéo estoque de Glicose (1 mg/mL)
e Fenol 5% (v/v)

e Acido sulfurico (H2SO4)

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Preparacao do Material vegetal

1. O material deve ser liofilizado por 48 h e pulverizado em moinho de bola;
2. Pesar 10 mg de po para cada replica em eppendorfs de 2 mL.

3. ldentificar mais eppendorfs para coletar o sobrenadante.

Extracéo

1. Adicionar 500 ul de Etanol 80% ao eppendorf com a amostra;
2. Agitar no vortex;

3. Incubar no banho-maria a 80°C por 20 minutos;

4

. Agitar no vortex ;
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Amido

Centrifugar a 10.000g por 10 minutos;

Coletar o sobrenadante;

Repetir as etapas de 1 a 6 até completar 2mL (4x).

Quantificar os acucares solGveis e o pellet direcionar para quantificacdo de

amido

Equipamentos e Materiais

Pipetas automaticas (100 pl e 1000 pl).
Vortex.

Banho-maria

Eppendorfs

Cubetas descartaveis ou microplacas de Elisa
Centrifuga.

Espectrofotometro ou Leitor de Elisa

Travas para eppendorfs

Reagentes

Enzima 1 — o-amilase termostavel do Bacillus licheniformis (Megazyme)
120U.mL "t em tampao fosfato pH 6,5

Enzima 2 — Amiloglucosidase (AMG) do fungo Aspergillus niger (Megazyme)
30U.mL* em tampao acetato pH 4,5

0,02 M NaH,PO4.H,0 (tampéo X)

0.02 M Na;HPO,.7H,0 (tampéo Y).

Tampéo Fosfato 10 mM, pH 6,5: para preparar 200 mL tampé&o, 68.5 mL X +
31.5mLY =100 mL @ pH 6.5. Adicionar 100 mL &agua.

Tampéo Acetato — acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5 (acido acetico);
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Extracéo

1.
2.

© © N o g ko

Ligar Banho-maria (75°C e 50°C)

Identificar eppendorfs de 2mL contendo biomassa livre de aclcares e

solventes

Adicionar 0,48mL da enzima 1 ao eppendorf
Incubar no banho-maria a 75°C por 30min
Repetir as etapas 3 e 4

Adicionar 0,48mL da enzima 2 ao eppendorf
Incubar no banho-maria a 50°C por 30min
Repetir as etapas 6 e 7

Adicionar 100 ul de acido perclorico, 0,8 M

10. Centrifugar por a 10.000rpm por 2min

11. Separar o extrato para a quantificagcdo de amido

12. Separar o pellet para a quantificacdo de agucares estruturais

Apo6s a remogdo dos hidrolisados de amido, foi adicionado 1 mL de acido sulfarico

concentrado as amostras para hidrolisar os agUcares estruturais presentes no pellet final.

1. Adicione 1 mL de acido sulfurico concentrado e deixe reagindo por 5 min

2.

em agitacdo constante

Apos a extragdo quantificar o extrato

Quantificacao

Os monossacarideos (trioses, pentoses e hexoses) obtidos em cada etapa foram

quantificados complexando o grupo aldeido livie com MBTH (3-metil-2-hidrazona

benzotiazolinona) e usando a metodologia de quantificacdo espectrofotométrica descrita

por Van Wychen e Laurens, (2016).
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Solucbes preparadas logo antes de fazer a analise

MBTH (3mg/mL): Pesar 60 mg de MBTH (3-methyl-2- benzothiazolinone hydrazone)
e dissolver em 20mL de agua Milli-Q.

DTT (Img/mL): Pesar 20 mg de DTT (Dithiothreitol) e dissolver em 20mL de agua
Milli-Q.

HCI 0,25M: Adicionar 100 mL de agua Milli-Q foi em baldo volumétrico de 200mL,
adicionar 4,16 mL de acido cloridrico ao baldo e em seguida completar o 200mL de
volume do baldo com agua Milli-Q.

Solucdo férrica: Adicionar 200 mg de sulfato de amonio férrico e 200 mg de &cido
sulfamico em 40 mL de solucéo de HCI 0,25 M.

Solucdo de trabalho MBTH: 20 mL da solucdo de MBTH 3 mg/mL foram
adicionados a 20 mL da solucdo de DTT 1 mg/mL.

Equipamentos

Tubos headspace 20mL

Balanca analitica

Vortex

Banho ultrassonico termostatizado
Espectrofotdmetro Ultravioleta/Visivel
Centrifuga de bancada ventilada

Autoclave vertical

Anélise Colorimétrica
a) Retirar 0,5 mL do sobrenadante das amostras a ser analisado e colocar em tubos
HeadSpace Nota: Nesse ponto utilizar uma diluigéo de pelo menos 1:10 porque
0 excesso de acido pode ter um efeito na reagdo, ou seja, diluir 50uL do
sobrenadante em 450uL de agua Milli-Q para completar 0,5mL. Se ja se sabe
que a amostra possui grande quantidade de carboidrato, comecar com uma
diluicdo de 1:20, ou seja, 25uL do sobrenadante e 475uL de agua Milli-Q.

b) Escolher o fator de dilui¢éo totalizando 0,5 mL de amostra a ser analisada, assim
em um tubo headspace foram adicionados 500uL da amostra (diluida), foram
adicionados 500uL de NaOH 0.5M e 500uL de solucéo de trabalho MBTH em
cada tubo. Os tubos, entdo, foram fechados, vortexados e colocados em banho
termostatizado por 15 + 1 minutos a 80°C. Observacao: N&o exceder o tempo de
incubacédo, deve-se trabalhar com pequenos lotes de amostras (<20) e deve-se
colocar os tubos no termoreator logo apos de ter adicionado as solucdes de
NaOH e MBTH.
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c)

d)

Apos os 15 minutos de incubagéo, desligou-se o termoreator, abriu-se os tubos e
adicionou-se 1mL de solucdo férrica em cada tubo. Uma vez que a solucéo
férrica foi adicionada, os tubos foram retirados do termoreator, fechados com
tampa e vortexados (a mistura torna-se verde). Apds vortexados, deixou-se as
amostras reagindo com a solu¢do por 10-15 minutos até atingirem temperatura
ambiente.

Ap0s os tubos atingirem a temperatura ambiente, foram adicionados 2,5mL de
agua Milli-Q em cada tubo para entdo serem vortexados. Apés vortexados, foi
retirado uma aliquota da amostra e realizado a leitura no espectrofotémetro no
comprimento de onda de 620nm. Nota: A leitura deve ser feita em até uma hora
depois de realizada a reacao e o espectrofotdmetro deve ser zerado s6 com agua
Milli-Q.

A equacdo obtida na curva analitica foi utilizada para quantificar os carboidratos
presentes nas amostras, e, entdo foi realizado o calculo de monossacarideos totais por
meio da equacéo:

Onde:

Monossacarideos Totais (g = Monossacarideos mgmi) X 7,25 my)

Monossacarideos mgmy) = concentragéo obtida através da curva de glicose

7,25 mu) = Volume total da hidrolise

Curva analitica de glicose

Uma solucdo estoque de glicose de 0,25mg/mL foi feita utilizando 5mg de

glicose padrao dissolvidos em 20mL de agua Milli-Q. A curva analitica de glicose foi

construida de acordo com a tabela abaixo:

Concentracéo da solucdo Diluicao Concentracéo final
de estoque Soluc&o estoque + Agua (mg/mL)
(mg/mL)

0,25 0 + 500 0

0,25 20 + 480 0,010

0,25 30 + 470 0,015

0,25 50 + 450 0,025

0,25 75 + 425 0,0375

0,25 100 + 400 0,050
Fonte:

Amaral LIV, Gaspar M, Costa PMF, Aidar MPM, Buckeridge MS (2007) Novo método
enzimatico rapido e sensivel de extracdo e dosagem de amido em materiais vegetais.
Hoehnea 34:425-431.

Van Wychen S, Laurens LML (2016) Determination of Total Solids and Ash in Algal
Biomass: Laboratory Analytical Procedure (LAP). doi: 10.2172/1118077
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3. Determinacédo de Solidos Totais e Cinzas
Equipamentos

e cadinhos
e forno de mufla
e dessecador

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Soélidos Totais

a) Pré-condicionar cadinhos no forno de mufla de 575 ° C durante a noite para remover
contaminantes.

b) Apds o término do condicionamento, retire os cadinhos do forno a 575 ° C, arrefecer
até a temperatura ambiente em dessecador para que ndo fiqgue com umidade (Usar
luvas, pingas ou pingas para evitar a adi¢do de peso a partir de 6leos de mao).

c) Pesar cada cadinho e registrar o peso do cadinho.

d) Pesar 100 £ 5 mg de biomassa de algas no cadinho pré-pesado. Registre o peso da
biomassa pesada

e) Colocar as amostras em estufa de circulacdo a 60 °C + 1 °C durante pelo menos 18
horas.

f) Apos a secagem na estufa retirar as amostras e deixe-as arrefecer até a temperatura
ambiente em dessecador. Apds a arrefecer pesar o cadinho e a amostra seca em
estufa e registrar o peso.

Cinza

g) Use a mesma amostra que foi usada para a determinacdo de solidos totais para as
cinzas

h) Levar os forno de mufla

Programa de rampa:

e Rampa de temperatura ambiente a 105 °C
Mantenha a 105 °C durante 12 minutos
Rampa até 250 °C a 10 °C/minuto
Mantenha a 250 °C durante 30 minutos
Rampa para 575 °C a 20 °C/minuto
Mantenha a 575 °C durante 180 minutos

i) Apos o fim da rampa, retirar os cadinhos a uma temperatura de 105 °C e esperar a
chegar a temperatura ambiente em dessecador. Pesar o cadinho da amostra e
registrar o peso.
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Calcular a percentagem de sélidos totais numa base de peso seco como se segue:
% Sélidos Totais = (((PA - C) +~ A) x 100)

% Umidade = (100 - (((PA - C) + A) x100))

Massa Seca = ((A x ST) + 100)

% Cinzas = (((PC - C) + MS) x 100)

PA = Peso do Cadinho + Amostra Seca
C = Peso do Cadinho

A = Peso da Amostra

ST = % de Sélidos Totais

PC = Peso do Cadinho + Cinzas

MS = Massa Seca

Fonte

WYCHEN, S. V.; and LAURENS, L. M. L.; Determination of total Carbohydrates in
Algal Biomass. The National Renewable Energy Laboratory, 2015. Disponivel em:
http://www.nrel.gov/docs/fy160sti/60957.pdf >. Acesso em: 25 out. 2016.
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4. Analise qualitativa e quantitativa de carotenoides

Introducéo

Os carotenoides podem ser usados como corantes alimentares, aditivos alimentares,
cosmeéticos, antioxidantes e nutracéuticos, etc. Por esta razdo representa um composto
de alto valor agregado em uma biomassa. A analise qualitativa e quantitativa dos
carotenoides € um método para dar informacdes sobre os diferentes carotenoides e sua
quantificacéo e agregar valor e obter informacdes sobre 0 metabolismo dos carotenoides

da biomassa analisada.

Preparo de Solucdes:

Solucdo 1 - Acetona/(metanol/etanol) — 7/3 (6 mL por amostra) — com 0,1% de
butylated hydroxy toluene — BHT- 250 mL para 40 amostras

1175 mL de acetona

2 — 37,5 mL de etanol

3 — 37,5 mL de metanol

4 —0,25g de BHT

Solucéo 2 — Eter de Petrdleo - com 0,1% de BHT — (6 mL por amostra) - 250 mL
para 40 amostras

1 —250 mL de éter de petroleo

2 —0,25g de BHT

Solucgdo 3 - Agua Milig com 10% de NaCl - (3 mL por amostra) — 150 mL para 40
amostras

1 — 150 mL de Agua Milig

2 —15 g de NaCl
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Extracéo dos carotenoides

1 - Pesar 10 mg de biomassa em tubo headspace de 20 mL vedado contra a luz.

2 - Adicionar 2 mL de Solucéo 1 (Gelado)

3 - Homogeneizar com cuidado para ndo deixar biomassa na parede e deixar em
ultrassom por 20 minutos - ap6s 20 minutos, retirar 0 sobrenadante com pipeta de
Pasteur e passar para headspace vedado com aluminio para estocar a extracao.

4 — Adicionar mais 2 mL de Solucgéo 1 (Gelado) para fazer uma nova extracao

5 - Homogeneizar com cuidado para ndo deixar biomassa na parede e deixar em
ultrassom por 20 minutos - ap6s 20 minutos, retirar 0 sobrenadante com pipeta de
Pasteur e passar para headspace vedado com aluminio para estocar a extracao.

6 — Adicionar mais 2 mL de Solucdo 1 (Gelado) para fazer uma nova extracao

7 - Homogeneizar com cuidado para ndo deixar biomassa na parede e deixar em
ultrassom por 20 minutos - ap6s 20 minutos, retirar 0 sobrenadante com pipeta de
Pasteur e passar para headspace vedado com aluminio para estocar a extragao.

Obs. Pode haver a opc¢éo de realizar mais fases de extracao, isso esta direcionado com o
tipo e a quantidade de biomassa.

6 - ApOs realizar todas as extracbes com a Solugdo 1, como a acetona degrada 0s
pigmentos extraidos, os carotenoides devem ser transferidos para éter de petréleo com
BHT 1% para evitar a degradacdo por acetona.

7 — Adicionar 6 mL da solucdo 2 (para fazer a transferéncia, deve se adicionar no tubo
vedado com o extrato o0 mesmo volume de éter de petréleo, no caso da extracdo feita
com 6 mL da solucgdo 1 adiciona 6 mL de éter de petréleo com BHT 1%)

8 — Para otimizar a separagédo das fases adicionar com muito cuidado (para ndo formar
emulsdo) 3 mL da Solugéo 2 (isso fara a transferéncia dos carotenoides da acetona para
0 éter etilico).

7 - Retirar a fase superior com 0s pigmentos (éter + carotenoides) e passar para um
baldo volumétrico de 10 mL.

8 —perfazer em 10 mL o volume do extrato em baldo volumétrico utilizando éter de
petrdleo.

9 — Com os 10 mL de volume de extrato, 5mL s&o destinados a leitura no
espectrofotbmetro para a quantificacdo dos carotenoides totais e outros 5 mL s&o
destinados para a analise qualitativa em cromatografo liquido de ultraperformace
(UPLC).
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10 -Para Quantificacédo em espectrofotbmetro

10.1 - Dos 5 mL, utilizar 2 mL para leitura em cubeta em espectrofotdmetro a 450y, a

concentracdo de carotenoides totais foi determinada a partir da seguinte equacéo:

Aus x y(mL) x 10*
Carotenoides totais (E) == Dnmi% y(mL)
g AjL xm(g)

Onde: A é a absorbancia no pico maximo de absorgéo; y € o volume da solugéo

que deu uma absorbéncia A a 450 nm; A}%C;n & o coeficiente de absorgdo do B-caroteno
em éter de petroleo (2592) e m é o peso da amostra.

11 - Para a determinacéo do perfil dos carotenoides em UPLC
Solucdes UPLC para 40 amostras

Solucéo 1 — preparacédo de 500 mL (70% acetonitrila, 20% metanol e 10% MTBE)
350 mL 70% acetonitrila

100 mL 20% metanol

50 mL 10% MTBE

Solugéo 2 — Formiato de amonio 10mM
0,252¢g de formiato de aménio
400 mL de 4gua

11.1 Os 5 mL restantes sao utilizados para a determinacéo do perfil dos carotenoides
em UPLC, o extrato é evaporado em evaporador rotativo a temperatura inferior a 40
°C, em auséncia de luz. (baldo vedado com aluminio), ap6s evaporacdo do éter de
petréleo, o extrato é ressuspendido em 1 mL de fase mdvel (70% acetonitrila, 20%
metanol e 10% MTBE) e estocado em vial de 1,5 mL.

11.2 A analise em UPLC utiliza a coluna C18 da agilent com o método cadastrado

Carotenoides Microalgas
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O gradiente do método é

]

General | Msc | Data |

— Solverts Pressure Limits _?I
A I.Pu'nmunium Formate 'ID;I_LQll Laow: Iu— psi il
B IA.CNIM&OH!MTEE _""DLI High: W psi
c | =
D I j INn Ehange;l Seal Wash Period: IE.DD min

Gradient

AE | Time (mFLI.?n:IiIn} %A %8 %C %D |Curve| =
1 | Initial 0.400 40.0 60.0 0.0 0.0 Initial
2 [5.00 0.400 25.0 75.0 0.0 0.0 6
3 |12.00 0.400 0.0 100.0 0.0 0.0 G
4 [17.00 0.400 0.0 100.0 0.0 0.0 6 e
5 | 21.00 0.400 40.0 60.0 0.0 0.0 1
&
I
8
9
10
11
12
13
14
15 ~|

ITI Cancel |

11.3 — Apds a analise 0s espectros sdo integrados com os padrdes analisados descritos
como método integracdo carotenoides e os dados sdo exportados em pdf para serem
analisados.

Fonte Metodologia adaptada baseada em (de Carvalho et al., 2012; Sarkar et al., 2012;
Poojary et al., 2016)
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5. Extracdo para criacdo de perfil metabdlico usando tecido liofilizado:
adaptado do documento “Método Fiehn”

Equipamento:
e Banho-maria ou dri-block
e Tubos Eppendorf
e Microcentrifuga

e \ortex

Reagentes
e Metanol, grau analitico, pelo menos 99,9%
e Cloroférmio, grau analitico, pelo menos 99,9%, resfriado a -20 °C (freezer)
e Agua Milli-Q, resfriada a 4 °C

¢ Ribitol (ou outro padrédo interno) preparado a 0,2 mg / mL em &gua

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

1. Pesar 10 mg de material liofilizado em um Eppendorf de 2 mL. Registre a massa
exata

2. Adicione 1,4 mL de metanol + 60 pL de solucdo de ribitol (NAO ESQUECA - 0
ribitol pode ser adicionado proporcionalmente ao metanol antes do uso)

3. Agite no vortex por cerca de 10s para suspender o material

4. Aqueca a 70 °C por 10 minutos em banho-maria com agitacdo ocasional (certifique-
se de fechar as tampas e de abrir os tubos rapidamente, a medida que aquecem para
evitar excesso de pressdo). Como alternativa, use um bloco dri com agitagéo constante
5. Centrifugar a 10.000 g a temperatura ambiente por 10 minutos para granular o
material

6. Transfira 750 pl de sobrenadante para novos tubos

7. Adicione 375 pl de cloroférmio frio

8. Adicione 750 pl de MQH20 frio

9. Agite no vortex por 10 s (o extrato deve ficar nublado)
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10. Centrifugue a 2.200 g a rtp por 10 minutos para separar as fases
11. Transfira a fase superior para um novo tubo

12. Transferir aliquotas de 50 pl e 200 pl para novos tubos

13. Secar as aliquotas de 50 pl e 200 ul em um speed-vac e armazenar

(preferencialmente) a -80 °C. Reter o restante da extracdo congelado como backup

Notas:

* Cloroférmio e metanol sdo toxicos - manuseie apenas no exaustor e use luvas corretas
* Os solventes usados devem ser descartados corretamente

» Verifique se novas pontas ¢ tubos sdo usados - ndo use componentes plasticos lavados
* Certifique-se de incluir varias amostras em branco para controlar a contaminagéo

proveniente de reagentes e plasticos.

Derivagéo:

Equipamento:
e Shaking dri-block
e Insercdes, frascos e tampas de vidro

e Microcentrifuga

Produtos quimicos:
e MSTFA (observe que, se estiver usando uma mistura padrdo de tempo de
retencdo, ela devera ser adicionada ao MSTFA)
e Cloridrato de metoxiamina: 20 mg / mL em piridina. Esta solugcdo deve ser

preparada imediatamente antes do uso

Procedimento:

1. Coloque as amostras secas no speed-vac a 30 °C por 30 minutos para remover a agua
acumulada durante o armazenamento

2. Adicione 40 pl da solugéo de cloridrato de metoxiamina a cada tubo.

3. Tubos de vortice por 10 s

4. Coloque no bloco dri de agitacdo por 2 h a 37 °C com agitacao.

5. Centrifugue os tubos por 10 s para remover a condensacao das tampas
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6. Adicione 70 ul de MSTFA a cada tubo

7. Tubos de vortice por 10 s

8. Cologue em agitacdo dri-block por 30 minutos a 37 °C com agitacao.

9. Tubos de centrifugacao por 10 s para remover a condensacgédo das tampas

10. Transfira 100 pl para uma insercéo de vidro no frasco do GC e sele o frasco.

Notas:

* Todos os reagentes usados nesta etapa sdo altamente toxicos - manuseiam MSTFA e
piridina somente dentro do exaustor. Use uma méscara ao pesar o cloridrato de
metoxiamina. Certifique-se de que qualquer solvente usado seja descartado
corretamente.

* Os reagentes sdo todos sensiveis & agua. Certifique-se de que as garrafas estejam
devidamente seladas ap6s o uso. Armazene o cloridrato de metoxiamina com silica seca.
» O MSTFA ¢ altamente reativo - abra garrafas ou frascos pelo menor tempo possivel.

* Se vocé ndo tiver um bloco seco com agitagéo disponivel, agite no vortex a cada tubo
por 10 segundos a cada 15 minutos. NAO use banho-maria.

* Prepare pelo menos uma amostra em branco para cada lote de amostras para controlar
a contaminacdo durante a derivatizagao.

* As amostras devem ser analisadas o mais rapido possivel apds a preparagdo. Enquanto

espera para analisar a loja em uma caixa escura a temperatura ambiente.

Anélise GC-MS:

Parametros do método:

Coluna: HP-5MS, 30 m, didmetro de 0,25 mm, espessura de filme de 0,25 um

Injetor: sem divisdo, 230 °C,

Programa de temperatura: 70 °C, mantenha por 5 minutos, suba para

Parametros MS: temperatura da linha de transferéncia 250 °C, temperatura quad MS

150 °C, temperatura detector 250 MS. Modo, Digitalizar. Atraso do solvente
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Notas:

* As amostras devem ser executadas em ordem aleatoria em blocos - por
exemplo primeira repeticdo de todos os tratamentos em ordem aleatoria, depois segunda
repeticdo de todos os tratamentos em ordem aleatoria etc.

» Execute amostras em branco periodicamente para verificar a transi¢ao etc.

* Descartar amostras apos a analise.

* Verifique se as amostras ndo estdo sobrecarregando a coluna ou o detector;
picos de frente sdo um sinal claro de sobrecarga de coluna. Coberturas planas a picos
indicam saturacdo do detector - ambos devem ser evitados, se possivel, embora algumas
amostras possam conter concentracdes muito altas de acUcar, tornando isso inevitavel.

* Verifique os metabdlitos comuns para garantir que o método esteja
funcionando: sacarose, glicose, citrato e varios aminoacidos devem ser detectaveis. A
falta desses compostos sugere que algo deu errado com o método.

» Considere testar uma amostra representativa de cada tratamento primeiro para

garantir que todas as amostras estejam dentro da faixa dindmica do equipamento;

Fonte

Fernie AR, Lisec J, Willmitzer L, Kopka J, Schauer N (2006) Gas chromatography
mass spectrometry—based metabolite profiling in plants. Nat Protoc 1: 387-396
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