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RESUMO

Microalgas séo cultivadas ha varios anos para producédo acidos graxos poli-
insaturados e carotenoides, utilizados como suplementos na alimentacdo
humana e animal, assim como intermediarios para industria farmacéutica e
cosmeética. Nao obstante, hd um consideravel e crescente interesse na utilizacao
de microalgas como potenciais fontes para biocombustiveis, uma vez que estas
podem acumular grandes quantidades de O6leos e carboidratos. O principal
desafio para a producdo de microalgas em larga escala, no entanto, ainda €
determinar sistemas de cultivo capazes de competir economicamente com
combustiveis fésseis ou biocombustiveis tradicionais. O etanol de cana é
produzido em larga escala no Brasil gerando grandes quantidades de residuos,
como vinhaca e CO2, que poderiam ser potencialmente aproveitados para a
producdo de biomassa algal de forma custo-eficiente em uma estratégia de
biorrefinaria. Neste estudo, as cepas de microalgas verdes nativas Micractinium
sp. Embrapa|LBA#32 e Chlamydomonas biconvexa Embrapal|LBA#40,
selecionadas para crescimento em vinhaca e CO2 foram avaliadas quanto ao
seu potencial de producéo de acidos graxos, carboidratos e energia. Os dados
obtidos mostraram resultados promissores para a utilizagdo da biomassa gerada
por esses microrganismos como matéria-prima para biodiesel e bioetanol.
Adicionalmente, a avaliacédo do cultivo em meio a base de vinhaca de outra cepa
nativa, Chlorella sorokiniana|lLBA#39, revelou uma produtividade média de
biomassa 25% superior aquela obtida para Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e
C. Dbiconvexa EmbrapalLBA#40. Subsequentemente, a ~cepa C.
sorokiniana|LBA#39 foi submetida a testes de transformacdo genética por

eletroporagdo utilizando a proteina fluorescente verde (eGFP) como gene



reporter. Objetivou-se desenvolver um método eficiente de transformacao desta
microalga que permitisse seu futuro melhoramento genético por técnicas de
biotecnologia avangada, bem como seu uso como plataforma de expresséo de
proteinas heter6logas. Embora tenham sido obtidos eventos transformantes,
estes apresentaram-se instaveis sugerindo que a expressdo do transgene foi
obtida de forma apenas transiente. Finalmente, de modo a garantir a
preservacdo a longo prazo destes recursos genéticos promissores, foram
padronizados protocolos de criopreservacdo especificos utilizando como
agentes crioprotetores glicerol, polietilenoglicol e dimetilsulféxido em diferentes
concentragbes. Em conclusdo, este estudo amplia o conhecimento sobre o
potencial biotecnolégico de microalgas verdes nativas e destaca o uso destas
para a producdo de biomassa com valor agregado de forma integrada a cadeia

sucro-energetica.

Palavras-chave: Chlorella, Chlamydomonas, Micractinium, biocombustiveis

biorrefinaria, transformacao genética, criopreservagao



ABSTRACT

Microalgae are cultivated for many years in order to produce polyunsaturated
fatty acids and carotenoids. These molecules are used as supplements in human
and animal diet, as well as intermediates in pharmaceutical and cosmetic
industries. Regardless, there is a considerable and growing interest in the use of
microalgae as potential source for biofuels, since these microrganisms can
accumulated large amounts of oils and carbohydrates. The main challenge for
production of microalgae in large scale, however, is to establish cultivation
systems capable of compete economically with fossil fuels or traditional biofuels.
In Brazil, the large-scale production of ethanol from sugarcane generates high
amounts of residues, such as vinasse and CO2. These residues could be
potentially used for the production of algal biomass in a cost-effective manner,
adopting a biorefinery strategy. In this study, the native green microalgae strains
Micractinium sp. EmbrapalLBA#32 and Chlamydomonas biconvexa
Embrapa|LBA#40, selected for growth in vinasse and CO2were evaluated for its
production potential of fatty acids, carbohydrates and energy. The obtained data
shoed promising results for the use of the biomass obtained with the cultivation
of these microrganisms as feedstock for biodiesel and bioethanol production. In
addition, the evaluation of the cultivation in vinasse-based medium of another
native strain, Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39, showed a an average
biomass productivity 25% higher than that observed for Micractinium sp.
EmbrapalLBA#32 and C. biconvexa Embrapal|LBA#40. Subsequently, the strain
C. sorokiniana|lLBA#39 was submitted to genetic transformation tests by
electroporation using the green fluorescent protein (eGFP) as reporter gene. The

objective was to develop an efficient transformation method for this strain to allow



its genetical enhancement using advanced biotechnology. Also, to allow its use
as a platform for heterologous protein expression. Despite the observation of
transformation events, they were unstable, suggesting that the expression of the
transgene was obtained in a transient state. Finally, as strategy to guarantee the
long-term preservation of these promising genetic resources, specific
cryopreservation protocols were standardized using distinct concentrations of the
cryoprotectants agents glycerol, polyethylene glycol and dimethyl sulfoxide. In
conclusion, this study expands the knowledge about the biotechnological
potential of native green microalgae and highlight its use for value-added biomass

production integrated to the sucroenergetic industrial chain.

Keywords: Chlorella, Chlamydomonas, Micractinium, biofuels, biorefinery,

genetic transformation, cryopreservation
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1. Introducéao

1.1. Microalgas — viséo geral

Microalgas € um termo utilizado para a designacéo de um grupo polifilético
de microrganismos eucarioticos fotossintetizantes, unicelulares ou com arranjo
em colbnias simples. Nao obstante, as cianobactérias, que sdo microrganismos
procarioticos fotossintetizantes, também s&o frequentemente incluidas nesta
classificagdo (MATA, 2010; GONG e JIANG, 2011; LARKUM, 2012). Devido a
sua diversidade genética e plasticidade adaptativa, estes organismos sao
encontrados em teoricamente todos 0s ecossistemas Umidos, habitando corpos
aquosos dulcicolas ou salinos. Existem cerca de 8 mil espécies de microalgas
descritas, distribuidas por todos os ecossistemas terrestres. No entanto, ha a
estimativa de que existam mais de 5 mil espécies ainda sem descri¢ao,
especialmente em areas tropicais e subtropicais (HADI, 2016). O filo
Chlorophyta, é constituido por espécies de algas verdes unicelulares,
multicelulares, coloniais, filamentosas ou parenquimatosas que possuem
clorofila a e b, além de pigmentos acessorios do tipo Xantofilas (principalmente
luteina) e carotenos e parede celular celulosica (HADI, 2016).

As microalgas, em especial as cloréfitas, produzem uma variedade de
biomoléculas com potencial aplicacdo industrial, como aminoacidos,
carboidratos, pigmentos e lipidios, os quais variam de espécie para espeécie,
tanto em teor quanto em caracteristicas (SPOLAORE, 2006). Espécies como
Haematococcus pluvialis sdo boas produtoras de astaxantina (1,5 - 3% do peso
seco), um carotenoide de coloracéo avermelhada que possui alto valor agregado
e apresenta diversas atividades terapéuticas. Por outro lado, espécies do género

Chlorella acumulam um teor elevado de proteinas, o qual pode chegar até a 70%
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do seu peso seco, sendo utilizadas para nutricio humana e animal (MATA,
2010).

De maneira geral, as microalgas verdes apresentam requerimentos
nutricionais relativamente simples para o seu crescimento, sendo eles a
presenca de fontes de nitrogénio, fosforo e potassio, uma fonte de carbono, que
pode ser o gas carbdnico (CO2), no caso de espécies fotoautotréficas, ou uma
fonte de carbono orgéanica (ex. glicose), para as espécies que apresentam
metabolismo mixotrofico ou fotoheterotréfico, e luz (FENTON e O
HUALLACHAIN, 2012). Esses requisitos nutricionais para crescimento podem
ser supridos de diversas maneiras, dentre as quais pode-se citar o uso de
fertilizantes (fontes de N, P e K) ou mesmo aguas residuais (efluentes

agroindustriais, esgoto) (CAl, 2013).

1.2. Potencial biotecnolégico e aplicacdo comercial

As microalgas apesentam diversas vantagens potenciais em relacédo a
matérias-primas tradicionais, como: (a) a alta taxa de crescimento e
produtividade por area; (b) a demanda reduzida por agua potavel quando
comparada aos cultivos agricolas tradicionais; (c) a ndo dependéncia de areas
férteis de solo, o que reduz a competicdo com culturas destinadas a producao
de alimentos; (d) a capacidade de crescer em diversas fontes aquosas, como
agua do mar e aguas residuais. Isto permite associar o cultivo de microalgas a
outros sistemas de producéo industrial ja existentes agregando valor a efluentes
e residuos; e (e) podem ser fontes de biomoléculas que apresentam alto valor
agregado (LI, 2008; PARMAR, 2011; GHASEMI, 2012). Apesar disso, diversos

desafios técnicos associados ao escalonamento da producdo, controle de
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predadores/competidores, custos do meio de cultivo e colheita da biomassa algal

ainda precisam ser superados para a producéo de microalgas em larga-escala.

Assim, atualmente, a producdo mundial de microalgas ainda € pequena,
sendo utilizada pela indUstria principalmente para a producdo de cosmeéticos e
produtos para higiene pessoal e para a nutricdo humana e animal. Predomina a
producdo em pequena e média escala em paises como China, india, Jap&o,
Australia e EUA. As principais espécies cultivadas sdo Chlorella vulgaris e
Arthrospira (Spirulina) platensis, utilizadas para alimentagdo humana, além de
Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis, utilizadas para produgéo de
carotendides de alto valor, respectivamente, [B-caroteno e astaxantina
(SPOLAORE et al., 2006; BENEMANN, 2011). A espécie Crypthecodinium cohnii
e 0s géneros Shizochytrium e Ulchennia s&o utilizados, em menor escala, para
producdo de acidos graxos poli-insaturados (PUFASs), por exemplo, do tipo
omega-3 (w-3) (SPOLAORE et al., 2006). Nao obstante, a expectativa € que os
avancos tecnoldgicos na area de producéo massal de algas permitam o aumento
da producao no futuro proximo, permitindo acesso a outros mercados de maior
tamanho e menor valor agregado, como a industria de quimicos, materiais e

biocombustiveis (Figura 1) (BRASIL e GARCIA, 2016).
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1.2.1.Biodiesel

O diesel é o principal combustivel derivado de petréleo utilizado no mundo.
Segundo a Organizacdo dos Paises Exportadores de Petréleo (OPEP), o
consumo desse combustivel foi de aproximadamente 4,61 bilhdes de litros por
dia no ano de 2018, representando 29,38 % da demanda de combustiveis
baseados em petréleo (OPEP, 2019). Projecdes indicam que para o ano de 2035
a demanda cresca para 4,96 milhdes de litros por dia, representando 28,39% da
producdo total de combustiveis fésseis na matriz energética mundial (OPEP,
2019) O uso do biodiesel tem se mostrado uma alternativa sustentavel ao diesel
féssil, contribuindo para reduzir as emissfes de gases de efeito estufa
relacionados ao seu uso. O Biodiesel € utilizado principalmente no Brasil, Europa
e Estados Unidos, mas sua demanda potencial ultrapassa a disponibilidade atual
de 6leos vegetais e gordura animal (MATA, 2010; GHASEMI, 2012).

Neste contexto, as microalgas tém se apresentado como uma alternativa
promissora para que a producédo de biodiesel seja viavel a longo prazo. Algumas
espécies como Nannochloropsis sp., Botryococcus braunii, Schizochytrium sp.
conseguem acumular lipidios de reserva em uma proporcdo que pode
corresponder a cerca de 70% da massa seca total da biomassa (Tabela 1). Este
valor é consideravelmente superior ao teor de lipidios que pode ser obtido pelas
outras culturas oleaginosas atualmente disponiveis, como a soja e a palma de

Oleo (Tabela 1).



14

Tabela 1 - Comparagdo do percentual de acumulo de 6leo entre diferentes
espécies de microalgas. Adaptado de (CHISTI, 2007).

Microalga

Teor de dleo (% peso seco)

Schizochytrium sp.
Nitzschia sp.
Scenedesmus obliquus
Neochloris oleoabundans
Nannochloropsis sp.
Chilorella sp.
Botryococcus braunii
Isochrysis sp.

Dunaliella primolecta

Nannochloris sp.

Phaeodactylum tricornutum

Monallanthus salina
Crypthecodinium cohnii
Scenedesmus dimorphus
Cylindrotheca sp.

Tetraselmis sueica

50-77

45-47

35-55

35-54

31-68

28-32

25-75

25-33

23

20-35

20-30

> 20

20

16-40

16-37

15-23
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No entanto, ndo apenas a produtividade de éleo da espécie selecionada importa.
O perfil de &cidos graxos produzidos pela microalga apresenta papel fundamental na
gqualidade do biodiesel produzido ao final do processo, uma vez que o poder calorifico
deste combustivel é dependente da sua composicdo (AMARO, 2011). Em geral, o
biodiesel é produzido a partir da transesterificacdo de &cidos graxos contendo entre 12
e 22 atomos de carbono, podendo ser ou ndo saturados (VASUDEVAN e FU, 2010).
Diferentes espécies de microalgas sdo capazes de produzir &cidos graxos que
apresentam essas caracteristicas, no entanto o perfil geral dos &acidos graxos
produzidos ira depender das condi¢des de cultivo, da composi¢cao do meio, assim como
a fase de crescimento da microalga cultivada (AMARO, 2011). Sendo assim, se faz
necessaria a caracterizacao do ciclo de crescimento, do requerimento nutricional e do
perfil de acidos graxos das microalgas utilizadas para a producéo de 6leo, de maneira
gue a otimizacdo do processo seja possivel, garantindo uma elevada produtividade de

lipidios aplicaveis a producéo de biodiesel.
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1.2.2. Bioetanol

O bioetanol é um combustivel gerado a partir de biomassa, 0 que inclui
plantas e microrganismos, e que, comparado a combustiveis fosseis, emite
menos o0zoénio, benzeno, diéxido de carbono e outros poluentes (LEE, 2011).
Esse combustivel € derivado principalmente de culturas ricas em sacarose e
amido, como a cana-de-acucar e o milho, respectivamente. No entanto, a
utilizacao de culturas alimentares para a producao de bioetanol pode apresentar
algumas limitacdes, assim como o biodiesel, os quais incluem a necessidade de
grandes areas agricultaveis e grande volume de agua (HO, 2013).

Apesar da maior parte dos estudos sobre microalgas focar na producao de
biodiesel, algumas espécies de microalgas apresentam alto teor de carboidratos
fermentesciveis. Adicionalmente, as caracteristicas de alta velocidade de
crescimento, auséncia de lignina e possiblidade de aumento de produtividade
por manipulacdo genética, tornam esse grupo de microrganismos potenciais
fontes de biomassa para a producdo de bioetanol (HO, 2013; SIMAS-
RODRIGUES, 2015). A tabela 2 sumariza o potencial de producao de bioetanol
de algumas espécies de microalgas. Espécies como Chlamydomonas reinhardtii
e Chlorella vulgaris séo ricas em amido e glicose, carboidratos facilmente
fermentesciveis utilizados em processos fermentativos bem estabelecidos,

sendo, portanto, candidatas promissoras para a producgéo de etanol.
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Tabela 2 - Potencial de producao de bioetanol a partir da biomassa obtida de
diferentes espécies de microalgas. Modificado de SIMAS-RODRIGUES (2015).

Espécie/Cepa

Teor total de
carboidratos

Teor especifico
de carboidratos

Rendimento de
bioetanol

Chlamydomonas
reinhardtii UTEX 90

Scenedesmus
obliquos CNW-W

Chlorella vulgaris
FSP-E

Chlorococcum
infusionum

Chlorococcum
humicola

Tetraselmis
subcordiformis

59,7%

51,8%

50,39%

32,52%

32,52%

Amido 43,6%
Glicose 44,7%

Glicose 41,6%

Amido 31,25%
Glicose 46,92%

Amido 11,32%
Glicose 15,22%

Amido 11,32%
Glicose 15,22%

Amido 62,1%

235 mg etanol.g'1
de biomassa

99,8% (rendimento
tedrico)

92,3% (rendimento
tedrico)

26,1%

52% (g etanol. g'1
de biomassa)
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No entanto, ndo apenas o teor de carboidratos da biomassa microalgal é
relevante para a producéo de etanol. A produtividade também é de fundamental
importancia para que a utilizacdo da biomassa microalgal seja viavel. Na tabela
3 é possivel verificar que diferentes cepas de microalgas apresentam uma
variacao consideravel em termos de produtividade. A exemplo, a cepa Chlorella
vulgaris CCAP 211/11B apesar de apresentar um teor de carboidratos de 55%,
apresenta baixa produtividade quando comparada a cepa Chlamydomonas
reinhardtii UTEX 90, que produz 0,304 g.L'.d"' de amido, o que influencia
diretamente o potencial de produgao do bioetanol a partir desta biomassa. Desta
maneira, a utilizacdo de uma cepa que associe alta produtividade e alto teor de
carboidratos é essencial para a viabilizagao da utilizagdo da biomassa microalgal

com a finalidade de producéao de etanol.



Tabela 3 — Produtividade de biomassa e carboidratos em diferentes espécies de microalgas. Adaptado de CHEN (2013).

Espécie/Cepa

Tempo de
cultivo (dias)

Producao de
biomassa (g.L™)

Produtividade de
biomassa (g.L".d™)

Produtividade de
carboidratos (g.L'1.d'1)

Chlorella vulgaris CCAP
211/11B

Chlorella vulgaris P12
Chlamydomonas
reinhardtii UTEX 90

Chlamydomonas
reinhardtii

Tetraselmis
subcordiformis

Scenedesmus obliquos
CNW-N

Chilorella vulgaris

Chlorella vulgaris FSP-E

14

N.D.

N.D.

5,25

0,52

N.D.

2,40

1,45

N.D.

4,03

1,70

7,30

0,037

0,485

0,507

0,484

N.D.

0,821

0,254

1,363

0,021

0,199 (amido)

0,304

0,257

0,255 (amido)

0,383

0,112

0,687

N.D. — Nao disponivel

19
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Para a producdo de bioetanol ocorrer a partir da utilizagdo de biomassa
microalgal, se faz necessaria a quebra do carboidrato algal por sacarificacédo ou
hidrodlise, processos que objetivam liberar os mondémeros que constituem os
carboidratos presentes na biomassa. Este processo pode ser realizado por via
quimica ou enzimatica (CHEN, 2013). Para a via quimica, normalmente é
utilizada a hidrélise &cida. Este processo apresenta a vantagem de ser rapido e
mais barato que a via enzimatica, além de apresentar uma elevada taxa de
recuperacdo dos agucares, porém apresenta um maior custo relacionado ao
tratamento dos residuos gerados e ha a geracao de coprodutos que podem inibir
0 processo fermentativo subsequente (SIMAS-RODRIGUES, 2015). Na via
enzimatica, sdo utilizadas enzimas especificas para a liberacdo dos monémeros
de carboidratos. Sendo assim, o coquetel enzimatico utilizado deve ser
adequado para a composi¢ao da biomassa a ser processada. Esta caracteristica
associada quantidade de enzima necessaria eleva o custo do processo, apesar
de utilizar menos energia que o processo quimico (CHEN, 2013; SIMAS-
RODRIGUES, 2015).

A etapa seguinte do processo envolve o uso do processo fermentativo.
Neste processo sdo utilizadas bactérias, fungos ou leveduras etanogénicas
podem ser utilizados, resultando na producdo do bioetanol. Dentre o0s
organismos utilizados, a levedura Saccharomyces cerevisiae € considerada a
mais eficiente para a realizacdo desta bioconversdo, sendo capaz de produzir
etanol a partir de diversos acucares (MARKOU, 2012). Uma alternativa para a
simplificagé@o do processo é a utilizacdo de uma via fermentativa que envolve o
uso da propria biomassa microalgal para o processo de sacarificacdo e de

fermentacdo. Este processo pode ser alcancado de duas maneiras, sendo elas
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através do uso das vias Embden-Meyerhof-Parnas (glicolise) e pentose fosfato,
que é realizada em condi¢cBes anaerbbicas e no escuro (SIMAS-RODRIGUES,
2015). Uma outra estratégia envolve a utlizacdo de microrganismos
geneticamente modificados, nos quais sao inseridas vias que podem

redirecionar o CO:zfixado para a sintese do etanol (RAZEGHIFARD, 2013).
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1.2.3.Uso de microalgas em biorrefinarias

O principal desafio para a producdo comercial de microalgas ainda €
determinar sistemas praticos de cultivo em larga escala e métodos de producao
de biocombustiveis a partir da biomassa algal, capazes de competir
economicamente com combustiveis fosseis ou biocombustiveis tradicionais.
Neste contexto, o fato de as microalgas gerarem uma grande diversidade de
biomoléculas com valor agregado, tais como lipidios, carboidratos, proteinas e
pigmentos, oferece a oportunidade de utilizacdo da biomassa completa destes
microrganismos para geracao concomitante de varios produtos (Figura 1) em
uma abordagem de biorrefinaria surge como uma potencial alternativa para o
alcance da viabilidade econdémica a producdo (STEPHENS, 2010; ADARME-
VEGA, 2012; YEN, 2013). Adicionalmente, a utilizacdo de aguas residuais como
fontes de nutrientes pode contribuir com a reducdo dos custos de producéo
desses bioprodutos (RAZZAK, 2013).

No Brasil, um dos principais residuos gerados pela agroindustria é a
vinhaca. A vinhaca € um residuo liquido proveniente da destilacdo de uma
solucéo alcodlica chamada vinho, obtida do processo de fermentacdo para a
obtencéo do etanol. Para cada litro de etanol produzido sdo gerados entre 10 e
15 litros de vinhacga, o que equivale a uma producéo de mais de 300 bilhdes de
litros por ano no Brasil. Atualmente, a vinhaca vem sendo utilizada
principalmente na fertirrigacdo de canaviais. Porém, o uso de grandes
guantidades deste residuo nos solos tem gerado consequéncias como a
lixiviagcdo de elementos quimicos e carreamento para aguas subterraneas e
poluicio de aquiferos (BARBOSA e WIJFFELS, 2016). Portanto, o

aproveitamento da vinhaga como fonte de nutrientes para o crescimento de
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microalgas seria uma alternativa a sua aplicacédo no solo, além de agregar valor
a este residuo. De fato, estudos da composi¢do quimica da vinhaca reforcam o
potencial de utilizacdo deste residuo como base para o cultivo de microalgas
(CENCIANI, 2011; OLIVEIRA, 2012). Embora a composi¢éo da vinhaca possa
variar de acordo com o0 processo de fermentagdo, esta sempre apresenta
grandes quantidades de agua, matéria organica e minerais, majoritariamente K,
N e sulfatos, seguidos de menores quantidades de P, Ca e Cl (BARROCAL,
2010; CENCIANI, 2011). Além disso, foi demonstrado que € possivel obter alto
rendimento de biomassa de cianobactérias do género Arthrospira (Spirulina) em
cultivos suplementados com vinhacga derivada da producédo de etanol a partir de

cana-de-agucar ou beterraba (ANDRADE e COSTA, 2007; BARROCAL, 2010).

O CO2 também € um residuo gerado em gquantidades consideraveis na
indUstria canavieira, tanto na fermentacdo alcodlica quanto na queima do
bagaco. Devido a preocupacao atual com a sustentabilidade ambiental, este ndo
pode ser descartado diretamente na atmosfera por contribuir para o efeito estufa
e 0 aquecimento global. Durante o cultivo em sistemas foto-autotréficos, as
microalgas utilizam o CO2 atmosférico em seu metabolismo, fixando-o em
moléculas organicas (cada kg de biomassa algal corresponde a fixagéo de cerca
de 1,83 kg de COz2) (CHISTI, 2008; LARKUM, 2012). Em condi¢des naturais, elas
assimilam o CO2 do ar atmosférico, que contém em média 0,036% de volume
deste gas, porém a maioria das linhagens pode tolerar e utilizar niveis
substancialmente maiores, normalmente até 15% em volume. Assim, 0
direcionamento do CO:2 emitido pela indUstria canavieira para sistemas de
cultivos de microalgas poderia permitir o eficiente sequestro de carbono na

biomassa gerada, tendo em vista a grande eficiéncia fotossintética destes
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microrganismos. De fato, estudos indicam que a integracdo de sistemas de
producdo de microalgas com a induUstria sucro-energética gera impactos
positivos significativos no ciclo de vida de ambos os processos (OLIVEIRA,
2012).

Neste contexto, a integracdo do processo de cultivo de microalgas ao
complexo sucro-energético por meio do aproveitamento da vinhacga e do CO:2 da
usina para a producdo de biomassa algal se destaca como um modelo
promissor. Adicionalmente, a producdo de outros bioprodutos de alto valor a
partir das microalgas cultivadas potencialmente viabilizaria economicamente a
cadeia e complementaria 0 modelo de biorrefinaria. Por exemplo, carotenoides
e outros pigmentos lipossoliveis abundantes em algumas espécies de
microalgas, como a luteina e o [-caroteno, possuem alto valor como
nutracéuticos anti-oxidantes. Diversos polimeros de natureza polissacaridica
também podem ser encontrados na estrutura celular das microalgas ou ainda
serem secretados para 0 meio circundante (exopolimeros), como alginato, agar,
furcelarano e carrageano. Além do uso como aditivos de alimentos, estes e
outros carboidratos complexos derivados de microalgas podem ser convertidos
em aclucares C5 e C6 relativamente incomuns e passiveis de serem
aproveitados como intermediarios para a producdo de 1,2 propanodiol, acido
levulinico e outros derivados de interesse para a industria quimica e farmacéutica
(Foley et al., 2011). Além disso, algumas espécies de microalgas acumulam
quantidades consideraveis de amido e possuem uma parede celular rica em
celulose e pobre em lignina e hemicelulose o que facilitaria a utilizacdo da
biomassa, apos a extracdo de lipideos, na producéo de etanol (CHISTI e YAN,

2011). Assim, hipoteticamente, o cultivo de microalgas acoplado a uma
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biorrefinaria sucro-energética poderia permitir a producéo de diversos produtos,
como etanol, aglcar, energia ou mesmo enzimas recombinantes de interesse
industrial, como celulases e beta-glicosidades (Figura 2).

Além dessas aplicac¢des, a integracdo da producédo de biomassa microalgal
na industria sucro-energética pode ser associada a producdo de proteina
unicelular (single cell protein - SCP) e bioestimulantes a partir desses
microrganismos.

Na industria sucroenergética, a producao de proteina unicelular faz parte
da cadeia produtiva e objetiva a viabilizacdo técnico-econémica da mesma. A
SCP é derivada da biomassa de levedura produzida durante o processo de
fermentacdo do caldo da cana-de-aclcar e é rica em proteinas, além de
apresentar em sua composi¢cao acidos graxos, aminodcidos, carboidratos,
acidos nucléicos, vitaminas e minerais (SUMAN, 2015). Este bioproduto é
utilizado principalmente na suplementagéo da alimentagéo animal, um mercado
gue possui grande demanda para uma fonte proteica barata (JONES, 2020).

Assim como a SCP produzida a partir de leveduras, a SPC derivada de
microalgas apresenta caracteristicas favoraveis a aplicacdo na nutricdo animal.
Espécies como Chlorella sp. e Spirulina sp. produzem biomassa com
caracteristicas similares, ricas em proteinas, sendo utilizadas como suplemento
alimentar em diversas partes do mundo (SUMAN, 2015). Desta maneira, a
integracao da producgéo de biomassa microalgal em um sistema de biorrefinaria
associado a industria sucro-energética pode viabilizar a expansao do mercado
alcancado por esta industria, utilizando apenas a vinhaga como substrato.

E bem estabelecido que bioestimulantes favorecem o crescimento e o

desenvolvimento de plantas, afetando a produtividade de diversos cultivares.
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Sé&o produtos baseados principalmente em materiais naturais que influem em
processos metabodlicos das plantas, sendo uma das suas principais fontes
primarias microrganismos diversos, como bactérias, cianobactérias e algas
marinhas (YAKHIN, 2017). Além destes, microalgas também apresentam bons
resultados quando utilizados com essa finalidade. Como apontado por KIM
(2018), o uso de Chlorella fusca em plantacbes de cebolinha de espinafre
resultaram num maior crescimento e numa melhoria da qualidade dos cultivares.
KIM (2018) também indicou o potencial de utilizacdo desses microrganismos
para melhoria de cultivares de arroz, berinjela, beterraba, tomate e pimenta.
Apesar da indisponibilidade de dados na literatura, a utilizagdo da biomassa
microalgal cultivada dentro do sistema de biorrefinaria proposto pode contribuir
para o favorecimento da propria cadeia produtiva através de um possivel

aumento na produtividade dos cultivares.
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Figura 2 — Sistema hipotético de biorrefinaria integrando a industria sucro-energética e a producdo de microalgas. Adaptado de
BRASIL, SILVA e SIQUEIRA (2017). A rota relacionada a producédo de microalgas é apresentada em preto. A rota de producao
relacionada a cana-de-agUcar é apresentada em cinza. ART — Ac¢Ucares redutores totais.
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1.3. Producéo de proteinas recombinantes em modelo microalgal

Nos ultimos anos, a demanda pela producdo de proteinas recombinantes
tem crescido de maneira significativa em todo mundo, tendo movimentado, em
2016, um mercado de US$ 340,3 milhdes, com expectativa de crescimento de
6,6% ao ano até 2023 (INSIGHTS, 2018). Essas moléculas possuem aplicacdes
em areas como farmacéutica, alimentacado, pesquisa, tratamento de residuos e
indUstria, e sdo produzidas a partir da aplicacdo da tecnologia do DNA
recombinante em organismos diversos (YAN, 2016).

Atualmente, a producdo de proteinas recombinantes é realizada
principalmente em leveduras, bactérias e células de mamiferos. Sistemas de
expressdo baseados em bactérias sdo os mais amplamente utilizados, sendo
que a bactéria Escherichia coli € o organismo preferencial neste tipo de aplicacdo
devido a ampla disponibilidade de ferramentas genéticas, o rapido crescimento
e a simplicidade de cultivo. Apesar disso, existem limitacdes para a producao de
proteinas recombinantes em bactérias, 0os quais incluem a incapacidade de
processar introns, o acumulo de proteinas no espaco intracelular, o que pode ser
toxico ao organismo, a ndo realizacdo de algumas modificacbes poés-
traducionais, como a glicosilacdo, afetando o rendimento final da producéo ou
as caracteristicas das proteinas, levando a alteracbes em suas funcdes
biol6gicas (GOMES, 2016; VIEIRA GOMES, 2018).

Para contornar os problemas observados, o uso de hospedeiros
eucarioticos, como leveduras e células de mamiferos, € uma opcédo mais
adequada para a expressao de qualquer tipo de proteina recombinante,
especialmente as que necessitam de modificacbes pos-traducionais para que

apresentem as suas funcdes bioldégicas de maneira inalterada. No caso de
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leveduras, como Saccharomyces cerevisiae e Komagataella phaffii (Pichia
pastoris), caracteristicas como a velocidade de crescimento, a alta densidade
celular alcancada e a disponibilidade de ferramentas genéticas, fazem com que
esse grupo de organismos tenham caracteristicas favoraveis a expressdo em
células procaridticas, com a vantagem de serem capazes de realizar
modificagbes pos-traducionais nas proteinas. Por outro lado, proteinas
produzidas por leveduras podem ser hiperglicolisadas e as modificacdes pos-
tradicionais podem ser diferentes daquelas adequadas a proteina (GOMES,
2016; SHARIFI-SIRCHI e JALALI-JAVARAN, 2016).

Células de mamiferos podem ser usadas para produzir proteinas
heter6logas contornando os problemas observados em leveduras. Elas séo
consideradas um modelo adequado para expressdo de proteinas complexas,
porém, apresentam um longo tempo de geracdo e um alto requerimento
nutricional, fazendo com que o custo de producdo de proteinas recombinantes
seja muito elevado (YANG, 2016).

Apesar do uso de microalgas como plataforma de expressao ainda estar
em seu inicio, existe crescente interesse em utilizar esse grupo de organismos
com esse fim por ser um sistema de expressao seguro, de relativo baixo-custo e
facilmente escalonavel comparativamente a microrganismos heterotroficos,
células de insetos ou de mamiferos. Porém existem obstaculos que precisam ser
superados para que o uso dessa plataforma seja possivel. Dentre eles, pode-se
citar a disponibilidade limitada de ferramentas moleculares, a auséncia de
procedimentos padrdes para a transformacao genética, além do baixo nivel de

expressdo de proteinas recombinantes a partir do genoma nuclear, o que esta
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associado a diversos fatores, tal como o silenciamento génico e a atividade de

proteases (SURZYCKI, 2009; GONG, 2011; AKBARI, 2014).

1.3.1. Microalgas utilizadas para a producdo de proteinas heter6logas

Microalgas do género Chlorella estédo dentre as mais estudadas para a
producado de biocombustiveis e biomassa para alimentacao. Isto se deve ao fato
dos organismos desse género serem capazes de crescer rapidamente e
acumular um teor elevado de carboidratos, vitaminas, proteinas e lipidios, se
destacando especialmente nestes ultimos elementos, 0s quais podem chegar a
compor 50% do biomassa seca dessas espécies (MALCATA, 2011; KUMAR e
DAS, 2012). Até o momento, existem aproximadamente 20 espécies do género
Chlorella caracterizadas bioquimicamente, e cerca de 100 cepas descritas na
literatura (L1IZZUL, 2018).

Espécies do género Chlorella apresentam morfologia muito similar aquela
observada a outros representantes das classes Trebouxiophyceae e
Chlorophyceae. Séo células majoritariamente esféricas, ndo-mdveis, com
tamanho entre 5-10 um, que podem ou ndo se associarem em colonias,
apresentando parede celular fina, cloroplasto Unico com a presenca de
pirenoide, estrutura para armazenamento de amido (Figura 3). A reproducéo se
da de forma assexuada via autosporos na qual as células-filha sdo geradas no
interior das célula-mae, sendo posteriormente liberadas seguindo um padréo de
liberacado tipico da espécie, que pode variar desde a ruptura total da parede
celular da célula-mae até a um rompimento obliquo ou horizontal da mesma

(LUO, 2006; LUO, 2010; BOCK, 2011).
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Envelope do cloroplasto

Cloroplasto

Mitocondria Clorofila e carotenoides

Parede celular
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y Complexo Amido
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Figura 3 - Microalga Chlorella sorokiniana. A - Observag¢do em microscopio optico (Zeiss) com ampliacdo de 1000x da cepa Chlorella
sorokiniana Embrapa|LBA#39. B — Representacdo esquematica da ultraestrutura do género Chlorella (SAFI, 2014).
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A espécie C. sorokiniana apresenta morfologia compativel com os demais
representantes da familia. Em condi¢cdes normais, o seu tamanho é de 3-5 um,
mas pode se apresentar maior, a depender das condi¢cdes de cultivo. Esta
microalga possui alta capacidade de adaptacéo, cresce em uma faixa ampla de
temperatura e pH, sob alta intensidade luminosa, além de ser capaz de crescer
de maneira mixotréfica no meio de cultivo (KUMAR, 2014; JUNTILA, 2015).
Caracteristicas que tem atraido a atencdo para C. sorokiniana sdo a sua
capacidade elevada de acumulo lipidios e proteinas, que podem representar,
respectivamente, 20% e 40% do peso seco de sua biomassa em condi¢des de
cultivo basais (KUMAR, 2014; ZUORRO, 2018), podendo o teor desses
componentes representarem mais de 50% da biomassa, a depender das

condicBes de cultivo utilizadas (HUNT, 2010; LI, 2014).

Nos ultimos anos, com o crescente interesse na utilizacdo de microalgas
do género Chlorella em diversos setores, houve um aumento significativo no
namero de estudos voltados para a expressao de proteinas heterdlogas nesse
grupo. No entanto, a baixa disponibilidade de informacdes genbmicas para
microalgas desse género e fatores como a baixa expressao e a instabilidade dos
transformantes gerados, ainda sao fatores limitantes para o uso efetivo deste
modelo de expressdo para a producdo de proteinas heterélogas (AKBARI,
2014). Para contornar isto, varios trabalhos voltados para a compreensao e
identificacdo dos elementos regulatorios que promovam a expressao génica e
metodologias eficientes de entrega do DNA exdgeno em Chlorella spp. tém sido

realizados.
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Como pode ser verificado na tabela 4, ao longo dos anos foi possivel
estabelecer uma série de protocolos de transformacao genética de microalgas
do género Chlorella utilizando diferentes técnicas que também séo aplicaveis a
outros grupos de microrganismos. O uso dessas técnicas permitiu a obtencao de
transformantes estaveis em todos os métodos disponiveis, no entanto a
eletroporagdo tem se mostrado como o método mais adequado para esta
finalidade, tanto pela simplicidade quanto por permitir a obtencdo de um grande
namero de transformantes em um tempo reduzido.

Apesar de protocolos de transformacdo genética para microalgas do
género Chlorella estarem disponiveis, a avaliacdo da viabilidade de utilizacéo
dos mesmos, assim como a sua adequacdo, se faz necesséria devido as
diferencas genéticas e morfoldgicas existentes nesse grupo de microrganismos.
Isto se deve ao fato apontado por BAUDELET (2017), o qual mostra que, devido
a dificuldade em se realizar a identificacdo de microalgas do género Chlorella,
baseada inicialmente em similaridades morfolégicas, diversas espécies foram

erroneamente classificadas como pertencentes ao mesmo.

A classificacdo taxondmica correta, apesar de insuficiente, € importante
para a definicdo de protocolos adequados para a realizacdo da transformacao
génica. Como a composicdo da parede celular, estrutura que influencia
diretamente a penetracdo do DNA exdgeno na célula (COLL, 2006), apresenta
uma forte associacdo com a relacdo taxondmica entre os microrganismos desse
grupo (DARIENKO, 2010), a andalise dessa relacdo pode simplificar o
estabelecimento de protocolos de transformacdo génica para organismos

distintos.



Tabela 4 — Métodos utilizados para a transformagéo genética de Chlorella spp.
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Espécie/Cepa Método Condicéo da célula Gene Expressdo Referéncia

C. vulgaris UTEX-26 Eletroporacdo  Protoplasto GFP - KUMAR (2018)

C. pyrenoidosa FACHB9 Eletroporagdo  Iintegra PtME Estavel RUN (2016)

C. pyrenoidosa FACHB9 Eletroporagdo  Iintegra AtNADK3 Estavel FAN (2015)

C. vulgaris Eletroporagdo  Iintegra Lfb-N Estavel KOO (2013)

C. vulgaris Eletroporagdo  Iintegra CAT Estavel NIU (2011)

Chlorella sp. MACC/C95 Eletroporacdo  integra GUS Transiente ~ WANG (2007)

C. vulgaris Eletroporagdo  Iintegra GUS Transiente  CHOW e TUNG (1999)
C. sorokiniana ATCC-22521; C. vulgaris C-27 PEG integra hGH Transiente HAWKINS e NAKAMURA (1999)
C. vulgaris CBS 15-2075 PEG Protoplasto eGFP Estavel YANG (2015)
Chlorella sp. DT PEG Protoplasto merA Estavel HUANG (2006)
Chlorella sp. SRM02 Agrobacterium  Integra GUS Estavel SANITHA (2014)

C. vulgaris CGMCC 6951 Agrobacterium  Integra vgb - MA e LIN (2014)

C. vulgaris UMT-M1 Agrobacterium  Protoplasto yoeB, pezT, GFP Estavel NG (2016)

C. vulgaris 211/21b; C. salina 211/25 Biobalistica integra GUS Estavel TALEBI (2013)

C. sorokiniana Biobalistica integra nr Estavel DAWSON (1997)
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Além das espécies do género Chlorella, microalgas do género
Chlamydomonas estédo entre as mais estudadas em trabalhos voltados para a
producdo de biocombustiveis, sendo a Chlamydomonas reinhardtii a espécie
considerada como o modelo em estudos voltados para a produgcéo de
biocombustiveis e outros bioprodutos (SCRANTON, 2015). Como caracteristicas
gerais, representantes do género apresentam ciclo reprodutivo complexo, com
fases de reproducéo sexuada e assexuada representantes haploides e diploides,
bastante definidas. Estas células, durante a sua fase assexual (Zodsporo)
apresenta forma oval, com dois flagelos em sua base posterior, medindo
aproximadamente 10 um. Estas células passam por um processo de divisdo
mitética, liberando 4-8 células biflageladas envolvidas na fase sexuada da
reproducdo, os gametas tipo compativel + e -. Os dois gametas opostos se
conectam, perdem a sua parede celular e se fundem formando um zigoto, o qual
se desenvolve em forma dormente chamada zigosporo. Em condi¢cdes
favoraveis, esta fase se divide por meiose dando origem a quatro células
haploides com mobilidade, que sao liberadas no meio apdés o rompimento da
parede do zigosporo (ROCHAIX, 1995; BAUDELET, 2017).

As caracteristicas reprodutivas de microalgas do género Chlamydomonas
permitem que sejam utilizadas técnicas classicas de melhoramento, que
envolvem o cruzamento dos tipos reprodutivos de diferentes linhagens celulares
ou a inducdo da fase de zigosporo da cepa estudada. No entanto, a
desvantagem da utilizagéo desta técnica € a ocorréncia de mutacdes aleatorias,
gue podem ser minimizadas ao serem realizados cruzamentos com a cepa

selvagem (MUSSGNUG, 2015).
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Para a transformacéo genética de C. reinhardtii, técnicas diversas podem
ser aplicadas. No entanto, diferentemente do ocorre com cepas do género
Chlorella, a transformacédo € obtida de maneira mais eficiente com o uso de
biobalistica, tanto para a transformac¢do de nuclear, mitocondrial ou plastidial
(MUSSGNUG, 2015). Apesar de C. reinhardtii ser a espécie de microalga que
possui a maior quantidade de informacdes gendémicas e metabdlicas disponiveis
atualmente, em trabalhos voltados para o melhoramento genético desta espécie
para a producdo de biocombustiveis, a expressao de proteinas recombinantes
foi limitada pela auséncia de promotores enddgenos fortes para a expressao das

caracteristicas de interesse (SCRANTON, 2015; BARAHIMIPOUR, 2016).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de aplicacdo biotecnolégica de cepas de microalgas
nativas da biodiversidade brasileira visando a producédo de biocombustiveis e

energia em um contexto de biorrefinaria.

2.1.1. Objetivos especificos

° Caracterizar o teor e perfil de carboidratos e lipideos de cepas de
microalgas verdes cultivadas em vinhaca e gas carbdnico visando a

producéo de biocombustiveis e energia;

° Desenvolver método de criopreservacdo para cepas de microalgas

verdes capazes de crescer em vinhaca e gas carbonico;

° Desenvolver método de transformacdo genética para cepas de

microalgas verdes capazes de crescer em vinhaca e gas carbénico;
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3. Materiais e métodos

3.1. Cepas

3.1.1. Origem e identificag&o

Foram utilizadas culturas axénicas das microalgas verdes (Chlorophyta),
Micractinium sp. EmbrapalLBA#32, Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39 e
Chlamydomonas biconvexa EmbrapalLBA#40 provenientes da Colecdo de
Microrganismos e Microalgas Aplicadas a Agroenergia e Biorrefinarias da
Embrapa (Brasilia/DF — Brasil) para caracterizacéo de crescimento em diferentes
condicbes de cultivo. Para a manutencdo de culturas, as amostras foram
mantidas em meio BG11l (RIPPKA, 1979) ou BBM — Bold’s Basal Medium
(NICHOLS e BOLD, 1965) sob ciclo de iluminacédo 12h claro/12h escuro, com
intensidade luminosa de 108 yEm.s 1, a 25°C.

As cepas foram identificadas utilizando o marcador molecular ITS2
conforme descrito por HADI (2016). Brevemente, apds a extracdo do DNA, foi
realizada a PCR das amostras utilizando os primers fw_ITS1 e rv_ITS4 e o
produto da reacdo, visualizado em gel de agarose - ver sec¢do 3.6.4 - foi
selecionado para sequenciamento direto. As sequéncias foram determinadas
bidirecionalmente utilizando o sequenciador automatizado de DNA ABI 3130
(Life Technologies). Utilizando o software Geneious 9, as sequéncias obtidas
foram editadas e alinhadas utilizando o ClustalW utilizando parametros padrdes.
Foi realizada entdo a anotacdo da sequéncia utilizando o ITS2 database,
conforme apresentado por MERGET (2012). As sequéncias nulTS2 anotadas
foram submetidas ao “Basic Local Alignment Search Tool” (BLASTn) para
comparacdo com as sequéncias depositadas no GenBank. Em seguida, foi

realizada a predicdo da estrutura secundaria da sequéncia nulTS2
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(KOETSCHAN, 2012) e, utilizando o software 4SALE v. 1.7 (SEIBEL, 2006), a
determinacdo da ocorréncia de mudancas de base compensatodrias (CBCs) em
comparacao a estrutura secundaria da sequéncia de maior similaridade no ITS2

BLAST tool (MERGET, 2012).

3.1.2. Criopreservagao e analise filogenética

As cepas Embrapa|LBA#06, EmbrapalLBA#17, EmbrapalLBA#32,
Embrapa|LBA#35, Embrapa|LBA#36, EmbrapalLBA#39, Embrapal|LBA#40,
Embrapa|LBA#48, Embrapa|LBA#51, Embrapal|LBA#54, Embrapa|LBA#59,
Embrapa|LBA#61, Embrapal|LBA#73, EmbrapalLBA#77 e Embrapa|LBA#85
foram avaliadas para determinagdo da melhor condi¢cdo para criopreservagao,
conforme descrito em FERNANDES (2019).

Para estabelecimento da correlagdo entre o tipo de criopreservante, a
morfologia e a relagdo taxondmica, as cepas foram identificadas utilizando o
marcador nulTS2 (Secéo 3.1.1) e as sequéncias de nucleotideos obtidos com o
sequenciamento foram utilizadas para a construcdo de uma arvore filogenética
utilizando o método GTR (General Time Reversible). Para a analise, o0 modelo
GTR com sitios invariaveis (l) e o parametro de forma da distribuicdo gamma (G)

(GTR+GHI) foi utilizado, com valor de bootstrap de 1000 replicatas.

3.2. CondicgOes de cultivo

3.2.1. Preparo do inb6culo

Para o preparo do inoculo, amostras das cepas Micractinium sp.
Embrapal|LBA#32, Chlorella sorokiniana EmbrapalLBA#39 e Chlamydomonas

biconvexa Embrapa|LBA#40 foram inoculadas em frascos do tipo Erlenmeyer
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com meio BBM (NICHOLS e BOLD, 1965) ou BG11 (RIPPKA, 1979) e cultivadas
durante 7 dias, a 26 + 1 °C sob aeracéo (5 L.h'! de ar atmosférico), em regime
de iluminacao 12 horas claro/12 horas escuro, com intensidade luminosa de 108
MEm=2.st. Ao final do crescimento do inéculo, foi realizada a inoculacdo do
material em frascos erlenmeyer, em triplicata, com absorbancia inicial do cultivo

a 680 nm (Spectramax M5) em 0.01.

3.2.2. Preparo de meios a base de vinhaca

Para determinacéo do perfil de crescimento das cepas de microalgas em
vinhaca, foi utilizada a vinhaca de cana-de-acUcar obtida da Jalles Machado
(Goianésia/GO/Brasil) processada como descrito a seguir. Foram utilizadas trés
formulagBes de vinhacga: vinhaca in natura, vinhaca diluida a 50% em agua
destilada e vinhaca clarificada.

Vinhaca in natura - vinhaga obtida da usina foi centrifugada a 48000 RCF

durante 10 minutos para a remocéao de sélidos suspensos e detritos.

Vinhaca diluida a 50% em agua destilada - referida apenas como vinhaca

diluida, foi preparada a partir da diluicdo da vinhaca in natura em agua destilada
na proporcéo 1:1.

Vinhaca clarificada — preparada a partir da adicdo de cal hidratada (CaOHy)

a vinhaca in natura (3 g.L'!). A mistura foi mantida em repouso durante 40
minutos, centrifugada a 4800 RCF por 10 minutos e o sobrenadante coletado
para uso.

Todos os meios a base de vinhacga foram esterilizados em autoclave a

121°C por 15 minutos e armazenados a 4°C até serem utilizados.
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As caracteristicas fisico-quimicas acerca dos meios formulados a base de

vinhaca estao descritas em SANTANA (2017).

3.2.3. Determinagéo do rendimento de biomassa em vinhaga

As cepas Micractinium sp. Embrapa|LBA#32, Chlorella sorokiniana
EmbrapalLBA#39 e  Chlamydomonas  biconvexa  Embrapa|LBA#40,
selecionadas para crescimento em vinhaga conforme SANTANA (2017), foram
cultivadas em vinhaca, a partir de um indculo preparado em meio BBM (secédo
3.2.1.), sob aeracédo (5 L.ht) e regime de iluminagdo com 12 horas de claro e 12
horas de escuro (intensidade de luz de 108 JEm2.s ). Com absorbancia inicial
de 0,01 a 680 nm (volume 250 mL), as cepas foram cultivadas durante 8 dias a
26 £ 1 °C. Ao final do cultivo, 10 mL do cultivo foi colhida por centrifugagéo (4800

RCF por 10 minutos) e as amostras tiveram 0 seu peso seco determinado.

3.2.4. Determinagéao do tipo de metabolismo microalgal em vinhaca

Para se determinar o tipo de metabolismo realizado pela Chlorella
sorokiniana Embrapa|LBA#39, a partir do inéculo cultivado em meio BBM (sec¢éo
3.2.1), foi iniciado um cultivo (absorbancia de 0,1 a 680 nm; volume. 150 mL) em
meio a base de vinhaga sob quatro condi¢cdes que se estendeu por 8 dias.

1) Vinhaca in natura, cultivo axénico, pH 4,5, regime de iluminacao de 12/12
h (108 yEm2.s 1);

2) Vinhaca in natura, cultivo axénico, pH 4,5, sem regime de iluminacéo;

3) Vinhaca in natura, cultivo ndo-axénico, pH 4,5, regime de iluminacéo de

12/12 h (108 yEm2.s 1);
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4) Vinhaca in natura, cultivo nao-axénico, pH 4,5, sem regime de
iluminacao.

Todos os frascos foram mantidos a 26 °C + 1 °C e sob aeracgédo (5 L.h™).
Aliquotas de 10 mL das amostras cultivadas foram colhidas no inicio e ao oitavo
dia de cultivo, sendo as amostras colhida por centrifugacao (4800 RCF por 10
minutos) para determinacédo do seu peso seco (pellet) e o teor de aglcares no

meio de cultivo (sobrenadante). Realizado em triplicata (n=3).

3.2.5. Determinacdo dos niveis de acUcares apos o cultivo de
microalgas em vinhaca

Para avaliar a presenca de acucares redutores (glicose, frutose) e sacarose
nas amostras cultivadas em vinhaca, foi realizada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Agilent 1260 Infinity Binary LC System) utilizando uma coluna
adequada para a deteccdo de carboidratos e acidos organicos (Biorad Aminex
HPX-87H). A andlise foi realizada com a temperatura da coluna a 45°C utilizando

H2S04 0.005 M como fase moével. A taxa de fluxo do eluente foi de 0,6 mL/min.

3.2.6. Determinacao do peso seco da biomassa

Para a determinacédo do peso seco dos cultivos, amostras de 10 mL dos
cultivos de microalgas foram coletados, centrifugados (10700 RCF por 10
minutos) e o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com de trés ciclos de
ressuspensdo em agua destilada e centrifugacdo a 10700 RCF. A biomassa
lavada obtida foi seca em estufa de secagem a 105°C, onde permaneceu durante

a noite, e entado foi pesado.
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3.3. Caracterizagdo da biomassa microalgal cultivada em diferentes
formulacGes de meio a base de vinhaca

A biomassa obtida pelo cultivo das cepas Micractinium sp.
EmbrapalLBA#32 e Chlamydomonas biconvexa EmbrapalLBA#40 a partir do
cultivo durante 3 dias em fotobiorreatores de placa plana utilizando BBM, vinhaca
clarificada e vinhaca diluida em agua a 50%, sob regime de iluminacdo de 12
horas claro (216 yhEm2.s -1, 37+1 °C) e 12 horas de escuro (24+1 °C) e aeragdo
com ar atmosférico (64 L.h!) e suplementagdo com 5% de gas carbdnico, foi
caracterizada para a sua composicdo e teor de acidos graxos, e o teor e

composicédo de carboidratos.

3.3.1. Teor e perfil de acidos graxos

O teor e o perfil de &cidos graxos foram determinados com o uso da
metodologia proposta por VAN WYCHEN e LAURENS (2013b). Em triplicata, 10
mg de biomassa algal liofilizada foi tratada com 0,2 mL de cloroférmio: metanol
(2:1) e 0,3 mL de HCI 0,6M em metanol, sendo a amostra aquecida em bloco
seco a 85° C por 1 hora para obtencao dos acidos graxos transesterificados. Em
seguida, foi utilizado 1 mL de hexano para extracdo dos ésteres metilicos de
acido graxo (FAME), sendo em seguida separados por cromatografia gasosa
acoplado a detector de ionizagdo de chama e uma coluna capilar de silica
fundida (100 m x 250 ym x 0.2 um, Supelco SP). A determinagédo dos acidos
graxos presentes na biomassa foi feita pela comparacao dos tempos de retencéo

e da area de pico de padrbes de ésteres metilicos (Sigma-Aldrich).
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3.3.2. Teor e perfil de carboidratos

A quantificacédo dos carboidratos totais e estruturais foi feita de acordo com
a metodologia proposta por VAN WYCHEN e LAURENS (2013a). Foram
utilizados 25 mg das amostras de biomassa algal liofilizadas.

Para o perfil de carboidratos, as amostras foram hidrolisadas (VAN
WYCHEN e LAURENS, 2013a) e o material obtido teve o seu perfil determinado
com base na metodologia proposta por BASUMALLICK e ROHRER (2012). Esta
analise foi feita com uso de cromatografia de troca ibnica HPAE-PAD (Dionex
ICS 500+), com a Dionex Carbo Pac SA10-4 um, 4 x 250 mm usando a pré-
coluna, com o detector PAD. A determinagéo dos carboidratos foi feita pela
comparacao dos tempos de retencdo de padrdes analiticos com aqueles das
amostras e a quantificacdo realizada pela comparacéo da area do pico aquelas

obtidas com padrfes analiticos.

3.3.3. Poder Calorifico

Para avaliacdo do potencial energético da biomassa obtida a partir do
cultivo das microalgas, foi realizada a determinacdo do poder calorifico das
amostras com base no protocolo descrito por ASTM (2013), sendo utilizado o

calorimetro automatizado IKA C-2000.

3.4. Determinacgéo do perfil de crescimento em meio BG11

Para determinacéo do perfil de crescimento em meio BG11, foi realizada a
inoculacdo dos frascos com o indculo previamente cultivado (secdo 3.2.1.). O
cultivo foi ajustado para uma densidade 6ptica inicial de 0,01A a 680 nm em

volume de 600 mL. O cultivo foi realizado durante 15 dias, a 26 + 1 °C sob
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aeracdo (5 L por hora de ar atmosférico), em regime de iluminacdo 12 horas
claro/12 horas escuro, com intensidade luminosa de 216 pEm=2.s 1. Neste
periodo foram coletadas, diariamente, aliquotas de 1 mL para contagem de
células, realizada em citdmetro de fluxo (Merck-Millipore, Guava 5HT), e para
determinacao da densidade Optica do cultivo a 680 nm (Spectramax M5). Todas

as determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.5. Avaliacéo daresisténcia a antibioticos

A cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 foi avaliada quanto a
susceptibilidade/resisténcia aos antibioticos Zeocina, Higromicina e Kanamicina,
comumente utilizados para selecdo de transformantes (NODA, 2017). Para se
determinar a concentracdo minima para inibicdo do crescimento da cepa C.
sorokiniana LBA#39, a mesma foi cultivada em meio BG11 durante 7 dias, com
ciclo de iluminacdo de 12 horas claro/12 horas escuro, a 26 + 1 °C com
intensidade luminosa de 108 yEm.s 1. Apés o cultivo, aliquotas foram coletadas
e 0 numero de células foi determinado em camara de Neubauer. Aliquotas
contendo 1 x 10’ células foram coletadas, centrifugadas a 1350 RCF por 10
minutos, tiveram o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 200 uL
de meio BG11 contendo diferentes concentracdes dos antibidticos Zeocina (1, 3,
6,12, 25, 50 ug.mL-1), Higromicina (50, 100, 200, 300, 400, 600 ug.mL™?), G418
(25, 50, 100, 200, 300, 400 pug.mL*) e Kanamicina (50, 100, 200, 400, 600, 800
ug.mL1). As aliquotas, em triplicata, foram cultivadas em microplacas de 96
pocos estéreis por 30 dias, com ciclo de iluminacdo de 12 horas claro/12 horas

escuro com intensidade luminosa de 108 yEm?2.s ta 26 + 1 °C.
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Para determinacdo da concentracdo inibitria em meio agar-BG11, o
mesmo numero de células foi semeado em placas de petri contendo meio agar-
BG11 com diferentes concentracdes dos antibidticos Zeocina (6,12, 25, 30, 40,
50, 100 pg.mL?t) e G418 (12,5, 25, 50, 100 pg.mL?). As placas, em triplicata,
foram cultivadas por 30 dias, com ciclo de iluminagéo de 12 horas claro/12 horas

escuro com intensidade luminosa de 108 yEm?2.s a 26 + 1 °C.

3.6. Transformacéo com o plasmidio pChlamy_4-eGFP

3.6.1. Preparo da construcdo génica e transformacao de Escherichia
coli EPI300

Escherichia coli EPI300 eletrocompetentes foram transformadas com os
vetores pIDTSmart-eGFP e pChlamy_4 (Thermo Fisher) para producdo de DNA
plasmidiano para uso em posterior eletroporacdo da cepa C. sorokiniana
Embrapal|LBA#39. Para isto, 500 ng dos vetores foram adicionados,
separadamente, a tubos contendo 50 uL de bactéria eletrocompetente.

Apés a realizacdo da incubacao por 1 minuto, foi realizada a eletroporacéo
em cubetas de 0,1 cm (Biorad), utilizando o eletroporador Eppendorf 2510, nas
seguintes condic¢des: Voltagem — 1,8 kV, Capacitancia — 25 uF e resisténcia —
200 ohms. Ap6s o pulso, foi realizada a adicdo de 1 mL de meio SOC (Triptona
20 g.L%, Extrato de levedura 5 g.L1, NaCl 0,5 g.L1) e em seguida foi realizada a
incubacédo de 1 hora a 37 °C, em baixa agita¢céo. Ao final, 100 uL do material foi
semeado em placas contendo meio agar-LB (Extrato de levedura 10 g.L?,
peptona 10 g.L'1, NaCl 5 g.L, Agar 15 g.L 1), sendo cultivadas durante a noite a

37°C.
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ApOs o cultivo, as coldnias foram transferidas para tubos contendo 5 mL de
meio LB (Extrato de levedura 10 g.L, peptona 10 g.L?, NaCl 5 g.LY) com
ampicilina 100 pug.mL* e cultivadas durante a noite a 37 °C, com agitacédo (200
rpm). Ao final do cultivo, foi realizada uma minipreparagéo plasmidial - miniprep
(secado 3.6.2.), o material extraido foi purificado utilizando o Genejet PCR
Purification kit (Thermo Scientific), quantificado em Nanodrop e em seguida foi
realizada uma dupla digestdo dos plasmidios extraidos com as enzimas de
restricdo EcoRI e BamHI, com o tampao BamHI, de acordo com a recomendacao
do fabricante (Thermo-Scientific). Foi realizada a confirmacdo dos plasmideos
por eletroforese (secdo 3.6.4.) a partir da analise do tamanho dos fragmentos
gerados fragmento pés-digestao (3440 pb e 100 pb do pChlamy_4 vazio e 2056
pb e 725 pb do pIDTSmart-eGFP).

Selecionados os clones, foi realizado um inéculo em 100 mL de meio LB
(cultivo a 37 °C, 200 rpm, durante a noite) e uma midiprep foi realizada com o
Genejet Plasmid Midiprep kit (Thermo Scientific). Apos quantificacdo foi
realizada uma nova digestdo de 3ug de cada um dos plasmideos com as
enzimas BamHI e EcoRI, que em seguida foi analisado por eletroforese. Para
extracdo dos fragmentos de interesse (3440 pb do pChlamy_4-vazio e 725 pb do
pIDTSmart-eGFP), foi utilizado o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

Em seguida, foi realizada a quantificagdo em Nanodrop e a clonagem entre
os dois fragmentos foi realizada utilizando o kit LigaFast™ Rapid DNA Ligation
System contendo a enzima T4 Ligase e o 2x Rapid Ligation Buffer (Promega),

seguindo as instrugcbes do fabricante. Apds a ligacdo, foi realizada a



48

transformacao da E. coli EPI300 com a constru¢cdo pChlamy_4-eGFP, conforme
descrito anteriormente.

Apés o cultivo, foi realizado um PCR de colbénia (PCR realizada a partir de
uma solucdo contendo 50 uL de &gua-miliQ e a colbnia bacteriana aquecida a
96 °C) utilizando os primers pChlamy_4-fw e pChlamy_4-rv para confirmar as

colénias transformadas com a construcao pChlamy_4-eGFP.

3.6.2. Extracdo de DNA plasmidiano em pequena escala (Miniprep)

Para se realizar a miniprep, 1 mL do cultivo bacteriano foi centrifugado a
13000 rpm por 1 minuto a 4 °C. Apdés o descarte do sobrenadante, foram
adicionados 500 uL de STE gelado (NaCl 100 mM, Tris-Cl 10mM, EDTA 1 mM)
a cada tubo para ressuspenséo do pellet. Foi realizada uma nova centrifugacéo
(13000 rpm, 1 minuto, 4 °C), o sobrenadante foi descartado por aspiracéo e o
pellet ressuspenso em 250uL de solucéo | (Glicose 50 mM, Tris-Cl 25 mM, EDTA
10mM), sendo adicionado em seguida 250uL da Solucéo Il (NaOH 0,2M, SDS
2%).

Apos homogeneizacdo por inversdo e incubacdo por 5 minutos em
temperatura ambiente, 350uL da Solucéo Ill (Acetato de potassio 3 M, Acido
acético glacial 2M) foram adicionados e a solucéo incubada por 10 minutos a 4
°C. Apo6s a centrifugacdo (13000 rpm, 2 minutos, 4 °C), o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e 0,7 volume de isopropanol a ele foi adicionado.

Realizada a homogeneizacgéao e incubacao por 15 minutos em temperatura
ambiente, uma nova centrifugacdo (13000 rpm, 10 minutos, 4 °C) foi feita, o
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 500 pL de etanol 70%.

Os tubos foram centrifugados (13000 rpm, 5 minutos, 4 °C), o sobrenadante
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descartado, o pellet seco em evaporador a vacuo, sendo posteriormente
ressuspenso em 30uL de TE (Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM). Ao final, quantificou-
se o0 DNA em Nanodrop e realizou-se a confirmacdo da presenca do plasmidio

por eletroforese em gel de agarose 1% (Secéo 3.6.4.).

3.6.3. Extracdo de DNA plasmidiano em grande escala (Maxiprep)

ApGs a confirmacéo dos transformantes, foi realizada uma Maxiprep para
se obter o plasmidio pChlamy_4-eGFP. Para isto, foi realizado o cultivo da E.
coli EPI300 transformada com o plasmidio pChlamy_4-eGFP em meio agar-LB
com ampicilina 100 pg.mL*, a 37 °C, durante a noite.

Apos este periodo, a colonias selecionadas foram inoculadas em 5mL de
meio LB com ampicilina 100 ng.mL* e cultivadas a 37°C, sob agitacdo (200 rpm),
overnight. Em seguida, a partir do cultivo anterior, foram inoculados 5 mL em 500
mL de meio LB com ampicilina 100 ug.mL*?, sendo cultivado a 37 °C, sob
agitacao (200 rpm).

Passado este tempo, foi realizada a colheita do cultivo por centrifugacao
a 4700 rpm, por 10 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
entdo ressuspendido em 25 mL de solu¢do L (NaCl 150 mM, Tris-Cl 20 mM,
EDTA 10 mM, RNAse A 100 ug.mL™?) e transferido para dois tubos Falcon de 50
mL (12,5 mL por tubo). Foi realizada uma nova centrifugacao (4700 rpm, por 10
minutos, a 4 °C), o pellet foi descartado e 3,125 mL da solugcao 1 (Glicose 50
mM, Tris-Cl 25 mM, EDTA 10 mM) foram utilizados para a ressuspensédo do
pellet em cada tubo.

Realizada a ressuspensao, 3,125 mL da solugédo contendo 0,0125 g de

lisozima foram adicionados a solucéo, que foi mantida no gelo por 25 minutos.
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Foram ent&o adicionados 12,5 mL da solugao 2 (NaOH 0,2 M, SDS 2%) a cada
frasco, sendo invertido até que a solucéo se tornasse clara. Apés 10 minutos de
incubacao no gelo, 9,37 mL da solugéo 3 (Acetato de potassio 3 M, &cido acético
glacial 2 M), foram adicionados a cada tubo. Os tubos foram incubados por 15
minutos a temperatura ambiente, sendo centrifugados em seguida a 10000 rpm,
por 60 minutos, a 4 °C. Recuperou-se 0 sobrenadante, adicionou-se igual volume
de isopropanol gelado e homogeneizou-se a solugdo, que permaneceu em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Foi realizada uma nova
centrifugacdo a 10000 rpm, por 30 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e pele foi seco em bancada. Em seguida, o mesmo foi ressuspenso
em 1 mL de TE (Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM) e tratado com RNAse (20 ug.mL™?)
por 30 minutos a 37 °C.

Apoés a incubacao, foram adicionados 100 mM NaCl e 1,5% de SDS.
Realizada a homogeneizacdo do material e adicionado igual volume de clorofane
(25 fenol:24 cloroféormio:1 alcool isoamilico), que foi homogeneizado e
centrifugado por 5 minutos a 10000 rpm. O sobrenadante foi coletado e o
processo foi repetido com clorofil (24 Cloroférmio: 1 alcool isoamilico). O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, e o DNA foi precipitado
com a adicdo de 100 uL de acetato de amoénia 7,5 M. ApGs inverter o tubo por
10 segundos, 1 mL de etanol absoluto gelado foi adicionado e a solucao
incubada em gelo por 10 minutos. Em seguida, foi realizada uma nova
centrifugacgé&o por 30 minutos, a 18000 rpm, 4 °C. O sobrenadante foi descartado,
o pellet ressuspendido em 1 mL de etanol 70% e uma nova centrifugacao (18000
rpm, 10 min, 4 °C) foi realizada. O processo foi repetido por mais uma vez. Em

seguida, o pellet foi ressuspenso em 100uL de TE. Ao final, quantificou-se o DNA



o1

em Nanodrop e realizou-se a confirmacdo da presenca do plasmidio por

eletroforese em gel de agarose 1% (Secéo 3.6.4.).

3.6.4. PCR e eletroforese

Para amplificacdo da regido ITS2 por PCR, foram utilizados os primers
fw_ITS1 (5-AGGAGAAGTCGTAACAAGGT-3)) e rv_ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). Os primers foram desenhados para amplificar
a regido ITS1-5.8S-ITS4, que abarca os marcadores ITS1, ITS2, 5.8S e ITS4.
Apos a amplificacdo, a sequéncia é anotada e a regido relacionada ao marcador
ITS2 é processado conforme apresentado na secéo 3.1.1.

Para deteccdo do gene inserido no plasmidio pChlamy_4, foi realizada a
PCR para amplificagdo do fragmento com os primers pChlamy_4-fw (5'-
TGAAGCAGACCCTGAACT-3)) e pChlamy_4-rv 5'-
(AGAGCAGTATCTTCCATCCA-3’). Os primers foram desenhados para
amplificar a regiao entre o peptideo 2A e o inicio da regido 3’-UTR do plasmidio,
abarcando o Sitio Multiplo de Clonagem (MCS), permitindo assim a amplificacédo
de qualquer gene inserido na construcdo do plasmidio pChlamy_4 (Figuras 4 e
5).

A reacao de PCR foi realizada em volume de 25 yL em um mix composto
por 14.5 uL de agua miliQ, 5 pL de GoTaq 5X PCR buffer, 1,5 uL de MgClz2 25
mM, 0,75 uL BSA (albumina sérica bovina) 10 mg.mL, 0,5 yL dNTPs 10 mM,
0,25 uL de GoTaq DNA polymerase (5 U.uLt) (Promega, USA), 0,25 uL de cada
par de primers (10 yuM) e 2,0 yl de amostra de DNA (50—-100 ng/uL).

Foram utilizadas as seguintes condi¢cbes para a reacao: desnaturacao

inicial a 96 °C por 5 minutos, 40 ciclos de amplificacdo - desnaturacdo a 96 °C
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por 1 minuto, anelamento a 52 °C (fw_ITS1 e rv_ITS4) ou 59 °C (pChalmy_4-fw
e pChlamy_4-rv) por 1 minuto, extensédo a 72 °C por 1 minuto) e extensao final
a 72 °C por 5 minutos. Para analise do resultado, foi realizada a eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e os resultados foram

visualizados em luz ultravioleta.
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Figura 4 - Mapa do plasmidio pChlamy 4 - eFFGFP, utilizado para a
transformacao da cepa Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39.



Intron-1

SUTR | pbe 82

ZeocinaR

Figura 5 — Esquema do cassete de expressao do vetor pChlamy_4-eGFP.

54



55
3.6.5. Eletroporagéo da microalga C. sorokiniana Embrapa|LBA#39

Para executar a transformacao da C. sorokiniana EmbrapalLBA#39 com o
plasmidio pChlamy_4-eGFP (Figura 3), um pré-indculo foi cultivado em meio
BG11, pH 7.1 por 7 dias em ciclo de iluminacdo 12 horas claro/12 h escuro a
25°C. A partir deste cultivo, foram realizados novos inéculos em meio BG11
(DOsso inicial de 0,01). Apos 3 e 6 dias de cultivo foi realizada a contagem do
namero de células em camara de Neubauer. Com o resultado da contagem, foi
coletado volume suficiente para se obter 3x107 células. A colheita foi realizada
por centrifugacdo a 1350 RCF por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 45 uL de tamp&o osmético (Manitol 0,2 M, Sorbitol 0,2 M)
gelado ao pellet celular. Apés 40 minutos de incubacdo no gelo, foram
adicionados 45 uL de tampéo de eletroporacao (Manitol 0,2 M, Sorbitol 0,2 M,
KCI 0,08 M, CaClz 0,005 M, Hepes 0,01 M - pH 7.2) gelado a suspensao, assim
como plasmidio pChlamy_4-eGFP em diferentes concentracdes (1, 5 e 10 ug).
A solucéo foi transferida para uma cubeta de eletroporacéo de 0,2cm (Bio-rad)
gelada e mantida no gelo por 10 minutos. ApGs esse periodo foram realizadas
eletroporagdes nas seguintes voltagens: 200 V, 300 V, 400 V, 600 V, 800 V, 900
V e 1000 V. Foram aplicados os seguintes tempos de eletroporacéo: 1,5 ms, 2,5
ms, 3,5 ms. Para controle do processo, foi preparada uma amostra onde a
eletroporagédo ndo foi executada, mas o plasmidio foi adicionado a solugéo
(referida como 0 V).

Apos a eletroporacéo, as células foram mantidas no gelo por 10 minutos e
em seguida transferidas para um microtubo de 1,5 mL contendo 1 mL de meio
BG11. As células foram mantidas no escuro a 25°C por 24 horas, sendo colhidas

logo apds por centrifugacao (1350 RCF por 10 minutos) e ressuspendidas em
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400 pL de meio BG11. Em triplicata, 100 uL (107 células) foram semeados em
meio BG1l1-agar contendo diferentes concentracées de Zeocina (30, 40 e 50
ng.mLY). Como controle, o mesmo volume foi semeado em placa contendo meio
BG-11 agar sem antibiético. As placas foram cultivadas durante 30 dias a 25 °C,
com ciclo de iluminacado de 12 horas claro/12 horas escuro (Protocolo adaptado

de KUMAR (2018)).

3.6.6. PCR de colbnias de microalgas

Para confirmacdo da presenca do plasmidio pChlamy 4-eGFP nas
colonias de microalgas, foi realizada a PCR direta das colonias que
apresentaram crescimento em placa. Para isto, com um palito estéril, parte da
colénia foi coletada e transferida para um microtubo contendo 10 uL de &gua
destilada estéril. O tubo foi entdo aquecido a 96 °C durante 10 minutos em
termobloco para lisar as células. A partir desta solucao foi realizada a PCR para

deteccao do plasmidio, conforme descrito na secao 3.6.4.

3.6.7. Microscopia de fluorescéncia

Para verificar a expressdo do gene eGFP nas colonias de microalgas
transformadas, foi utilizado um estereomicroscopio de fluorescéncia (Leica
M205) para visualizagdo das colonias. A confirmagdo da expressao do gene
eGFP (exmax: 488 nm/emmax:509 nm) foi realizada através da utilizac&o do filtro
GFP (ex 470/40, em 525/50). Para confirmacdo da colonia de microalga, foi
utilizado o filtro TXRL (ex 480/40, em >610), que permite a visualizacado apenas
da fluorescéncia emitida pela clorofila A (emmax 666 nm) e clorofila B (emmax 644

nm) (DU, 1998; DIXON, 2005), presentes na microalga.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizagcdo da composicao da biomassa algal produzida em
sistemas a base de vinhaca e gas carbénico

*Os dados apresentados nesta secéo foram publicados no artigo SANTANA, H.; CEREIJO,
C. R.; TELES, V. C.; NASCIMENTO, R. C.; FERNANDES, M. S.; BRUNALE, P;
CAMPANHA, R. C.; SOARES, I. P.; SILVA, F. C. P.; SABAINI, P. S.; SIQUEIRA, F. G.
BRASIL, B S A F. Microalgae cultivation in sugarcane vinasse: selection, growth and
biochemical characterization. Bioresource technology, v. 228, p. 133-140, 2017.

Em sua dissertacdo de mestrado, SANTANA (2016) selecionou duas cepas
de microalgas verdes (Chlorophyta) nativas do Brasil, Micractinium sp.
EmbrapalLBA#32 e Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA#40, devido a sua
capacidade de atingir alta produtividade de biomassa quando cultivadas
utilizando vinhaca e gés carbonico (Figura 6).

C. biconvexa Embrapa|LBA#40 é uma cepa, que apresenta alternancia de
formas palmel6ides e monadoides, isolada de canal de aplicacdo de vinhaca de
usina de etanol de cana-de-acucar (GO/Brasil). Ja Micractinium sp.
Embrapa|LBA#32, trata-se de uma espécie ainda ndo descrita de morfologia
unicelular cocdide isolada de lagoa natural do bioma amazénico (PA/Brasil)

(Hadi et al., 2016).

Os resultados obtidos indicaram que o cultivo desses microrganismos em
um sistema de cultivo a base de vinhaca e CO:2 leva a um aumento da
produtividade de biomassa em comparacédo ao observado no cultivo realizado
no meio sintético BBM, tanto em cultivo em erlenmeyers quanto em
fotobiorreatores. A caracteriza¢do bioguimica inicial da biomassa obtida a partir
do cultivo em fotobiorreatores também indicou um aumento significativo na
producdo de proteinas, carboidratos e carotenoides, indicando o seu potencial

para a producao de bioprodutos.
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I‘ I( l |
Colegdo de Microalgas e Microrganismos
Aplicados a Agroenergia e Biorrefinaria

(CMMAABIo)
40 cepas

.

A
j Selegdao em vinhaga :\

N

Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 A Chlamydomonas biconvexa Embrapa| LBA#40

Figura 6 - Representacao do processo de selecdo de cepas da CMMAABIo com
potencial de crescimento em vinhaca para a producéo de bioprodutos.
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As cepas selecionadas também tiveram o seu tipo de metabolismo
determinado, sendo observado que ambas apresentam crescimento foto-
heterotréfico, metabolizando o glicerol presente na vinhaca in natura de maneira
dependente de luz.

Procedeu-se ainda a realiza¢do da caracteriza¢do bioquimica da vinhaca
apos o cultivo das cepas Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e C. biconvexa
Embrapa|LBA#40 em vinhaca. Os resultados indicaram que o cultivo de ambas
as cepas nesse efluente leva a reducdo dos teores de nitrato e potassio na
vinhaga, indicando um potencial de biorremediagéo a partir do cultivo desses
microrganismos no mesmo.

No presente trabalho, avancou-se na caracterizacdo da biomassa algal
destas cepas com vistas a avaliar seu potencial energético. Para tanto, a
biomassa das cepas C. biconvexa EmbrapalLBA#40 e Micractinium sp.
Embrapal|LBA#32 cultivadas em fotobiorreatores de placas planas air lift
contendo 13 L de vinhaca diluida 50% em &agua ou vinhaca clarificada 100%
como meio de cultivo, com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, sob aeracéo (64 L.h! de ar atmosférico) e suplementagéo de 5% de CO:2

foi analisada quanto ao teor e o perfil de carboidratos e &cidos graxos (Figura 7).
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Dias 0 e 3 (final)

|
Peso seco
10 mL do cultivo
Colheita (SANTANA, 2016)
Centrifugacdo
DO -0.1 g “‘
@680nm q* :
7 dis /N
Sobrenadante
! L Caracterizagao
Inéculo em BBM (SANTANA, 2016)
Condigoes de cultivo: o
N&o-axénico -BBM
lluminagdo: 12h luz/12h escuro - Vi iFi - 0
Temperatura: 37 °C - claro V!nhaga CI_a",flcada 100%
26 °C - escuro - Vinhaga diluida - 50%

Aeracado: 5 L/h

Figura 7 — Representacéo do planejamento adotado para o cultivo de microalgas em vinhaga com o uso de fotobiorreatores de placa
plana e as atividades realizadas com durante e apés o cultivo.
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A Tabela 5 indica que, apesar de o cultivo em vinhaca diluida a 50% e
vinhaca clarificada favorecer a produtividade de biomassa em ambas as cepas,
a andlise da biomassa indica uma reducéo no teor de carboidratos em ambas as
condicbes em comparagao ao resultado obtido com o cultivo em meio BBM,
possivelmente devido a composi¢cdo dos meios de cultivos a base de vinhaca,
que apresentam uma concentracdo elevada de compostos nitrogenados,
conforme observado por SANTANA (2017). No entanto, esta caracteristica ndo
afetou negativamente a produtividade dessas moléculas em Micractinium sp.
Embrapa|LBA#32, ndo sendo observadas diferengas significativas entre as
condic¢des avaliadas. Resultante da maior produtividade de biomassa obtida nos
meios a base de vinhaga, isso é favoravel para a utilizagdo da vinhaca em
substituicdo ao meio quimicamente definido BBM com a finalidade de producédo
de carboidratos. A cepa C. biconvexa EmbrapalLBA#40 também apresentou
aumento na produtividade de biomassa durante o cultivo. Porém, diferentemente
do que ocorreu com a Micractinium sp. Embrapal|LBA#32, a composicdo e a
produtividade de carboidratos ndo se mantiveram entre as diferentes condicdes,
apresentando uma reducao significativa de ambos os meios a base de vinhaca
guando comparadas ao dado obtido com o meio padrédo BBM (Tabela 5). Com
esta produtividade de carboidratos, seria possivel produzir em vinhaca diluida e
vinhaca clarificada, respectivamente, 707,75 L de etanol.ano! e 813,58 L de
etanol.ano utilizando a Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e 557,58 L de
etanol.ano! e 590,35 L de etanol.ano! utilizando a C. biconvexa

Embrapa|LBA#40 (Tabela 5).
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Tabela 5 — Produtividade e estimativa anual de producéo de bioprodutos derivados de microalgas cultivadas em fotobiorreatores de
placa plana. As cepas Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA#40 foram cultivadas por 3
dias em BBM, vinhaca diluida a 50% e vinhaca clarificada. Os resultados sado apresentados como meédia + desvio padrédo de
experimentos em triplicata (n=3). One-way ANOVA com o pés-teste de Tukey foi utilizado para avaliar as diferencas (p-valor < 0.05).
Diferentes letras (a, b, c) indicam diferenca estatisticamente significativa. A estimativa de producao anual foi feita considerando um
volume de 200 m3.dt com 240 dias de trabalho por ano.

Teor de carboidratos (%)

Produtividade de
carboidratos (mg.L .d")

Teor de 4cidos graxos (%)

Produtividade de acidos
11
graxos (mg.L .d )

Poder calorifico
-1
(cal.g )

ESTIMATIVAS

Bioetanol (L.ano" )"

Micractinium sp. Embrapa|LBA#32

100%
BBM

28,21 (+ 0,24)a

28,50 (+ 4,29)a

3,23 (+ 0,55)a

3,22 (+ 0,45)a

5037,81 (+
16,25)a

646,55

Biodiesel (kg.ano'l) 2 155,00

Vinhaca diluida a Vinhacga

50%

17,55 (+0,03)b

31,20 (+ 1,05)a

2,21 (+ 0,44)a

3,94 (+ 0,90)a

5184,49 (+
36,85)b

707,75

189,01

clarificada

21,79 (£0,36)c

35,87 (+ 3,98)a

2,50 (+1,30)a

3,99 (+ 1,64)a

5260,21 (+
44.65)b

813,58

191,38

Chlamydomonas biconvexa Embrapal|LBA#40

100% Vinhaca diluidaa Vinhaca
BBM 50% clarificada

31,61 (+ 0,18)a 13,50 (+ 0,76)b 11,71 (+0,14)c

31,79 (+ 4,88)a 24,58 (+ 2,48)b 26,03 (+ 1,22)b

2,06 (+ 0,35) 1,58 (+0,21)ac 1,26 (+ 0,07)bc

2,73 (+ 0,64)a 2,88 (+ 0,50)a 2,79 (+ 0,26)a

5137,54 (+
5069,56 (+ 34,53)a 7 gdn 5114,23 (+ 19,35)ac
716,91 557,58 590,35
98,75 134,36 138,18

Estimativa de producéo anual realizada considerando o volume de 200 m°.d" com 240 dias de trabalho por ano (CABANELAS, 2013).

' Estimativa baseada na taxa de conversao de 0,6 L de bioetanol por kg de carboidratos totais (CABANELAS, 2013).
2 Ectimati 5 ACi iodi (CABANELAS, 2013)
Estimativa baseada na taxa de conversdo de 1 kg de &cido graxo para 1 kg de biodiesel .
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Como apontado por CHEN (2013) e HO (2013), a disponibilidade de compostos
nitrogenados no meio é de suma importancia tanto para o acumulo de carboidratos
quanto de 4cidos graxos. Isto pode ser verificado a partir dos resultados obtidos para
exemplares dos géneros Chlorella e Chlamydomonas cultivados em meio com
restricdo de nitrogénio. Nestas condi¢fes, foi possivel alcancar percentuais de
acumulo de carboidratos de até 60% do peso seco da biomassa obtida Como
indicado por SANTANA (2016), a vinhaca apresenta um teor elevado de compostos
nitrogenados, 0 que explicaria 0 aumento do teor de carboidratos observado quando
o cultivo das cepas Micractinium sp. EmbrapalLBA#32 e C. biconvexa
Embrapa|LBA#40 foi realizado neste efluente. Além disso, a caracterizacdo da
vinhaca realizada por SANTANA (2016) indicou a presenca de glicerol em sua
composicado. Este fator, como demonstrado por CABANELAS (2013), também pode
favorecer a producao de carboidratos em condi¢des nao favoraveis, como é o caso
do cultivo em vinhaca.

A avaliagdo do perfil de carboidratos da biomassa obtida com o cultivo das
cepas Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e C. biconvexa Embrapa|LBA#40 em
vinhaga mostra que o principal carboidrato que compde a biomassa de ambos o0s
microrganismos em todas as condi¢des testadas € a glicose (Figura 8). Isto era
esperado, visto que os principais polissacarideos que compdem a biomassa
microalgal € o amido e a celulose. Por serem facilmente fermentaveis por outros
microrganismos, esses polissacarideos, compostos por mondmeros de glicose em
diferentes arranjos, sdo bons substratos para a producdo de etanol. No entanto
outros carboidratos também podem ser encontrados na biomassa microalgal, tais
como a xilose, a manose, a galactose e o mio-inositol. O teor desses carboidratos

nas ceélulas varia de acordo com as condi¢cdes de cultivo em que as células sao
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submetidas, no entanto a xilose, a manose e a galactose apresentam menor
potencial para uso na producao de etanol pois ndo sédo agucares de uso preferencial
durante a fermentacao, o que pode afetar a viabilidade da producéao de etanol (DE
VOS e HUGENHOLTZ, 2004). Desta maneira, determinar as alteragdes que ocorrem
em diferentes condicbes de cultivo é importante para estabelecer as melhores
condicdes para obtencdo de biomassa adequada a producéo de etanol (CHOI, 2010;

CHEN, 2013; HO, 2013).
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Figura 8 — Perfil de carboidratos da biomassa obtida com o cultivo de microalgas em
fotobiorreator de placa plana. A biomassa das cepas Micractinium sp.
EmbrapalLBA#32 (A) e Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA#40 (B) cultivada
em BBM, vinhaca diluida a 50% e vinhaca clarificada tiveram o seu perfil de
carboidratos determinado. Foi analisada a contribuicdo da glicose (B), galactose (E3
), manose (@), ribose (M), mio-inositol (M) e Xilose + Arabinose (O). Os experimentos
foram realizados em triplicata (n=3) e os resultados séo representados como a média
+ desvio padrdo. A analise estatistica foi executada com ANOVA One-way utilizando
0 poés-teste de Tukey. Diferencas foram consideradas significantes se o p-valor <
0.05. Para cada carboidrato, diferentes letras (a, b, c) representam diferencas
estatisticamente significativa.
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E possivel observar nas figuras 8A e 8B que, comparado ao perfil de
carboidratos verificado na biomassa obtida com o cultivo no meio BBM, ambas
as cepas apresentaram alteracbes significativas em seu perfil. Para a
Micractinium sp. Embrapa|LBA#32, o teor de glicose, manose e ribose
permaneceu constante na vinhaca diluida, com uma elevagédo nos niveis de
galactose e mio-inositol, e reducdo dos niveis de xilose e arabinose. Por outro
lado, na vinhaca clarificada houve alteracdes significativas principalmente no
teor de glicose e galactose, com destaque para o aumento observado deste
altimo (Figura 6A). Na C. biconvexa Embrapal|LBA#40, quando o cultivo foi
realizado em ambos os meios a base de vinhaca, houve uma alteracéo no perfil
de carboidratos similar ao observado na biomassa da Micractinium sp.
EmbrapalLBA#32, com a reducédo no teor de glicose e 0 aumento da presenca
de galactose em sua composicao (Figura 8B). Apesar de ambos 0s acucares
serem fermentesciveis, a maior parte dos microrganismos nao consegue
metabolizar a galactose antes de ocorrer a deplecéo de glicose no meio, 0 que
compromete a viabilidade da utilizagéo do processo em larga escala (DE VOS e
HUGENHOLTZ, 2004). Considerando as caracteristicas de producdo de
carboidratos em vinhaca, se faz necessaria a otimizacdo do cultivo das
microalgas neste efluente, tal como os niveis de oxigénio, pH e niveis de CO:
para que a producdo de etanol a partir da biomassa microalgal cultivada em
vinhaga possa ser realizada.

A avaliacdo da producéo de acidos graxos mostrou que, assim como ocorre
com o teor de carboidratos, o cultivo em vinhaca leva a reducao do teor de acidos
graxos na biomassa das cepas Micractinium sp. EmbrapalLBA#32 e C.

biconvexa Embrapa|LBA#40 (Tabela 5). Como apontado por CHEN (2013) e
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WANG (2013), assim como ocorre com 0s carboidratos, o acumulo de &cidos
graxos na biomassa das microalgas estd inversamente relacionado a
disponibilidade de nitrogénio no meio de cultivo. Em SANTANA (2016), foi
possivel verificar que tanto a vinhacga diluida quanto a vinhacga clarificada
apresentam teor de compostos nitrogenados maior que o disponivel nho meio
BBM, o que indica a associagado entre este parametro e a reducao do teor de
acidos graxos e carboidratos na biomassa microalgal.

Apbs a determinacao do perfil de acidos graxos da biomassa produzida,
verificou-se que ha uma variacdo consideravel entre aquela observada na
biomassa produzida em meio BBM e a biomassa obtida quando os meios a base
de vinhaga foram utilizados (Tabela 6). Como apontado por RAMOS (2009), a
composicdo de 6leo gerado desempenha um importante papel em algumas
caracteristicas criticas do biodiesel, como o numero de cetano (CN) e as
propriedades de fluxo a frio. Essas caracteristicas sdo influenciadas pela
presenca ou ndo de insaturacdes, e a extensao da cadeia lipidica, cuja proporgéo
varia entre diferentes espécies ou mesmo entre cepas (cultivares, no caso de
plantas) diferentes de um mesmo microrganismo. Em linhas gerais, quanto mais
insaturada € uma cadeia lipidica (i.e. C18:2, C18:3) menor o CN do biodiesel
gerado. A relacdo inversa também ocorre, o que resulta em um combustivel de
maior CN. Este parametro (CN) € amplamente utilizado para avaliagdo da
qualidade do diesel, e esta relacionado ao tempo de ignicdo e a qualidade da
combustdo do mesmo. Portanto, um CN mais elevado resulta em um

combustivel de maior qualidade (KNOTHE, 2003; RAMOS, 2009).
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Tabela 6 — Perfil de FAME (Biodiesel) das cepas Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA#40.
As cepas foram cultivadas durante trés dias em fotobiorreatores de placa plana utilizando meio BBM (Bold’s Basal Medium), vinhaca
diluida a 50% ou vinhaca clarificada. N.D. = Nao detectado. Os dados séo representados como percentual (%) do teor do total de

acido graxos

FAME

Metil hexanoato

Metil dodecanoato

Metil tridecanoato

Metil miristato

Metil miristoleato

Metil pentadecanoato

Metil cis-10-pentadecanoato
Metil palmitato

Metil palmitoleato

Metil heptadecanoato

Metil cis-10-heptadecanoato
Metil estearato

Metil oleato

Metil elaidato

Metil linoleato

Metil linolelaidato

Metil linolenato

Metil araquidato / Metil y-linolenato
Metil heneicosanoato
Metil-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoato
Metil tricosanoato

Metil tetracosanoato

Metil cis-15-tetracosanoato
OUTROS (Néao caracterizados)

Acido graxo

C6:0
C12:0
C13:0
C14:0
C14:1(n5)
C15:0
C15:0
C16:0
C16:1(n7)
C17:0
C17:0
C18:0
C18:1(n9)
C18:1(n9)
C18:2(n6)
C18:2(n6)
C18:3(n3)
C20:0
C21:0
C22:6(n3)
C23:0
C24:0
C24:1(n9)

Micractinium sp. Embrapa|LBA#32

C. biconvexa Embrapa|LBA#40

100% BBM

N.D.
1.99 (+ 0.01)
15.78 (+ 0.58)
N.D.

N.D.

1.31 (+ 0.01)
2.25 (+ 0.01)
20.44 (+ 0.14)
0.99 (+ 0.00)
6.04 (+ 0.04)
N.D.

1.73 (+ 0.02)
2.46 (+ 0.02)
8.54 (+ 0.06)
19.65 (+ 0.14)
N.D.

15.28 (+ 0.12)
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

3.55 (+ 0.03)

Vinhaca

diluida a 50%

N.D.
1.59 (+ 0.04)

20.54 (+ 0.41)

2.14 (+ 0.08)
N.D.
N.D.
N.D.

28.24 (+ 0.28)

1.66 (+ 0.07)
3.68 (+ 0.12)
3.68 (+ 0.12)
4.19 ( 0.10)
8.24 (+ 0.25)
1.71 (+ 0.08)

10.40 (+ 0.15)

N.D.
4.11 (+ 0.14)
N.D.
N.D.
1.56 (+ 0.11)
N.D.
N.D.
0.92 (+ 0.07)
7.33 (+ 0.40)

Vinhaca
clarificada
N.D.

1.33 (£ 0.03)
22.77 (£ 0.48)
2.18 (£ 0.03)
0.86 (£ 0.02)
N.D.

N.D.

25.98 (£ 0.18)
1.35 (£ 0.57)
N.D.

3.75 (£ 0.04)
2.40 (£ 0.01)
5.60 (£ 0.04)
0.90 (+ 0.00)
12.75 (£ 0.03)
0.87 (£ 0.03)
2.46 (£ 0.10)
N.D.

N.D.

1.60 (= 0.06)
2.47 (£ 0.17)
0.93 (+ 0.03)
N.D.

11.79 (£ 0.43)

100% BBM

N.D.
1.59 (+ 0.01)
6.74 (+ 0.41)
N.D.

N.D.

1.11 (+ 0.01)
1.92 (+ 0.02)
19.48 (+ 0.17)
3.35 (+ 0.07)
2.20 (+ 0.02)
N.D.

1.49 (+ 0.01)
9.39 (+ 0.06)
1.53 (+ 0.01)
9.64 (+ 0.06)
N.D.

15.42 (+ 0.11)
1.95 (+ 0.03)
0.90 (+ 0.01)
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

23.3 (+ 10.93)

Vinhaca
diluida a 50%
N.D.

1.30 (£ 0.02)
24.45 (£ 1.31)
1.96 (£ 0.02)
N.D.

N.D.

N.D.

26.56 (£ 0.43)
1.39 (£ 0.05)
N.D.

3.13 (£ 0.02)
3.31(x0.07)
10.99 (£ 0.30)
1.05 (£ 0.01)
7.66 (£ 0.16)
N.D.

5.17 (£ 0.16)
N.D.

N.D.

1.33 (£ 0.05)
1.16 (£ 0.02)
N.D.

N.D.

10.54 (£ 0.17)

Vinhaca
clarificada
1.04 (+ 0.00)
N.D.

27.20 (£ 0.83)
1.56 (+ 0.02)
2.18 (£ 0.01)
1.67 (+ 0.18)
2.61 (£ 0.04)
25.15 (£ 0.46)
1.51 (£ 0.02)
N.D.

2.65 (£ 0.08)
3.02 (£ 0.08)
8.51 (£ 0.22)
N.D.

12.73 (x 0.64)
N.D.

2.20 (£ 0.13)
N.D.

N.D.

1.84 (£ 0.06)
1.61 (£ 0.61)
N.D.

N.D.

4.51 (£ 0.09)
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Os resultados deste trabalho mostraram que a proporc¢ao entre o teor de
acidos graxos saturados e insaturados na biomassa produzida em BBM, para
ambas as cepas, permanece numa propor¢éo de aproximadamente 1:1 (Tabela
7), considerando apenas os acidos graxos caracterizados. Quando o cultivo é
feito em vinhaca, observa-se na distribuicdo dos perfis de &cidos graxos. Para
ambas as cepas e ambos os meios de cultivo, a proporcao entre saturados e
instaurados passou a ser de aproximadamente 2,3:1 (Tabela 7). Esta
caracteristica é um indicativo de que o cultivo da Micractinium sp.
Embrapa|LBA#32 e da C. biconvexa Embrapa|LBA#40 em vinhaca pode gerar
um biodiesel de boa qualidade como produto final. Isto se deve ao fato de que
cadeias carbonicas longas (13-21 C) e com alto grau de saturagéo resultam em
uma heterogeneidade da queima do combustivel e reduz a deposigdo de
residuos nas partes internas do motor (LOBO, 2009). Outro parametro
considerado é a estabilidade oxidativa do combustivel. Isto estad diretamente
ligado ao grau de insaturagdo dos acidos graxos. Quanto maior o grau, mais
propenso a oxidagdo e a degradagao térmica o combustivel esta. Isto torna
necessaria adicdo de estabilizantes ao combustivel para que ele conserve as
suas propriedades (LOBO, 2009; GRIFFITHS, 2012). Apesar de os resultados
obtidos indicarem que o biodiesel produzido a partir de ambas as cepas pode
ser produzido com boa qualidade, ainda ha a necessidade de se realizar a
otimizagao do sistema de cultivo para que o acumulo desses componentes seja

possivel em niveis que permitam a sua aplicabilidade em larga escala.
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Tabela 7 — Caracteristicas dos acidos graxos que compf8em a biomassa das cepas
Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA#40
cultivadas em diferentes meios de cultivo. Os dados sao representados como
percentual (%) do teor do total de acido graxos.

Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 C. Biconvexa Embrapal|LBA#40

100% BBM (55 S0 cariicada 2% BBM giluiae 5006 olariicada

Saturados 49,54 64,06 61,81 37,38 61,87 66,51
Insaturados 46,92 28,6 26,39 39,33 27,59 28,97

Mono (Cn1l) 11,99 12,53 8,71 14,27 13,43 12,2

Poli (Cn2,3) 34,93 16,07 17,68 25,06 14,16 16,77
Extens&o da cadeia

Curta (<6 C) 0 0 0 0 0 1,04

Média (6-12 C) 1,99 1,59 1,33 1,59 1,3 0

Longa (13-21C) 94,47 88,59 81,87 75,12 85,67 90,99

Mito longa (>22C) 0 2,48 5 0 2,49 3,45
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Outro potencial de aplicacdo da biomassa microalgal € na producédo de
energia a partir da queima da biomassa gerada. Isto apresenta relevancia
especialmente para a manutencgéo da viabilidade econbmica em um sistema de
biorrefinaria como o da industria suco-energética (Figura 2). A analise do
potencial energético da biomassa obtida neste estudo (Tabela 5) mostra que o
poder calorifico da biomassa microalgal é bastante similar ao do bagaco da cana-
de-acucar, que é usualmente utilizada para a producdo de energia em plantas
de producao de etanol (DIAS, 2011) e ndo variou significativamente entre os
diferentes meios utilizados para producdo da biomassa. Apesar desta
caracteristica, a biomassa microalgal apresenta como limitante o fato de
apresentar aproximadamente 60% de 4gua em sua composicdo, 0 que requer
um gasto energético de ao menos 19% (cal.g?) da energia obtida a partir da
gueima da biomassa. A viabilidade de utilizacdo da biomassa microalgal com
esta finalidade, no entanto, ainda requer uma analise tecno-econémica para que
possa se determinar o potencial efetivo de geracdo energética a partir desta
biomassa.

Cabe ressaltar que, embora o presente trabalho objetive avaliar o potencial
de utilizacdo da biomassa algal para producdo de biocombustiveis e energia, a
geracdo de outros coprodutos ndo deve ser negligenciada. De fato, estudos de
SANTANA (2016) demonstram que a fracdo majoritaria da biomassa de
Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e C. biconvexa Embrapa|LBA#40 é composta
por proteinas, variando de 30,96% a 41,68%. Inclusive, os meios a base de
vinhaga proporcionaram aumento tanto no teor quanto na produtividade de

proteinas comparativamente ao meio BBM (SANTANA, 2016).
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Ha, portanto, oportunidades futuras para avaliagdo da biomassa algal
produzida em vinhacga para nutricdo animal, especialmente peixes e aves, assim
como a utilizagdo desta biomassa como insumo para promoc¢ao do crescimento

de plantas.
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4.2. Criopreservacdo de microalgas cultivdveis em sistemas a base de
vinhaca e gas carbdnico

*Os dados apresentados nesta secdo foram publicados no artigo FERNANDES, M. S.;
CALSING, L. C. G.; NASCIMENTO, R. C.; SANTANA, H.; MORAIS, P. B.; DE CAPDEVILLE,
G; BRASIL, B. S. A. F. Customized cryopreservation protocols for chlorophytes based on cell
morphology. Algal Research, v. 38, p. 101402, 2019.

A manutencdo de microalgas metabolicamente ativas durante longos
periodos de tempo, por meio de subcultivos sucessivos, € um processo
laborioso, caro e susceptivel a contamina¢cdes microbianas e perdas de
variabilidade por deriva genética. Por outro lado, a manutencdo destes
microrganismos mediante criopreservacao € uma alternativa valiosa para evitar
estes problemas, uma vez que os mantém em um estado metabdlico inativo,
além de facilitar trabalhos subsequentes de transformacdo e melhoramento
genético (ANDRADE e COLOZZI FILHO, 2014).

Todavia, o desenvolvimento e otimizag&do de processos de criopreservagao
nao é trivial, uma vez que comumente ocorre extensa lise celular decorrente da
formacao de cristais de gelo intracitoplasmaticos durante o congelamento e
consequente perda da viabilidade. De modo a minimizar este fenbmeno e
incrementar a criovitalidade celular, diferentes substancias quimicas podem ser
utilizadas como agentes crioprotetores (ACPs), como glicerol, dimetilsulféxido,
metano, polietilenoglicol, sorbitol, manitol e trealose (ROCHA, 2013). Além da
substéancia crioprotetora utilizada, caracteristicas como espécie, estrutura celular
(morfologia), fase de crescimento/cultivo, teor de agua da célula e taxa de
resfriamento também podem afetar o sucesso da criopreservacado (HUBALEK,
2003; AGUIAR, 2012).

Uma vez que as cepas C. biconvexa Embrapa|LBA#40 e Micractinium sp.

Embrapa |LBA#32 foram selecionadas e caracterizadas quanto ao seu potencial
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para producdo de biomassa e energia em sistemas a base de vinhaca e CO:2
(Secéo 4.1.), faz-se necessaria a preservacao a longo prazo destes recursos
genéticos. No entanto, ndo ha método universal disponivel para preservagéo de
microalgas, uma vez que a resposta de espécies distintas de algas aos agentes
crioprotetores e protocolos de criogenia € bastante varidvel e imprevisivel
(TAYLOR e FLETCHER, 1998).

Deste modo, paralelamente a este trabalho de doutoramento, a equipe do
Laboratério de Biotecnologia de Algas da Embrapa Agroenergia dedicou-se a
padronizar protocolos de criopreservacdo para as cepas de microalgas
disponiveis na Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicadas a
Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa - CMMAABIo (Brasilia/DF — Brasil)
(FERNANDES, 2017). A hipotese do referido trabalho postulava que fatores
biolégicos intrinsecos (morfologia celular e origem filogenética) desempenham
um papel na definicdo de qual idade de cultura e tipo e concentracdo de agente
crioprotetor devem ser utilizados para obter uma criopreservacado bem-sucedida.

Para que isso fosse possivel, foi realizada a selecdo e identificacdo
molecular por meio do sequenciamento da regido de DNA nuclear Internal
Transcribed Sequence 2 (ITS2) de 15 cepas da CMMAABIO representativas das
morfologias algais cenobial, cocéide e palmeléide, incluindo as cepas C.
biconvexa Embrapa|LBA#40 (palmeldide) e Micractinium sp. Embrapa|LBA#32
(cocoide) (Tabela 8). Estas cepas foram submetidas a criopreservacao seguindo
protocolos padronizados por FERNANDES (2017), conforme representado na

Figura 9.
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Tabela 8 — Identificacdo molecular das cepas estudadas para determinacdo da condicdo Otima de criopreservacao, incluindo o
percentual de identidade, nUmero de acesso e o nome de identificacdo da cepa com base no marcador nulTS2.

Morfologia Cepa égisésa?nﬂo nggﬂgr Identificacdo Similaridade l(\élaa‘laigrBzinnlli)laridade
Cenobial Embrapa|LBA#35 KT308071 nulTS2 Desmodesmus spinosus 99.6% AB917128.1
Embrapal|LBA#54 ME357034 nulTS2 Desmodesmus sp. 98.0% AM410658
Embrapa|LBA#59 ME346374 nulTS2 Desmodesmus armatus* 99.6% KT159282
Embrapa|LBA#73 MFE346376 nulTS2 Desmodesmus sp.* 88.1% JX046425
Embrapa|LBA#85 MFE346378 nulTS2 Desmodesmus pleiomorphus 100% AY461362
Cocodide Embrapal|LBA#32 KT308068 nulTS2 Micractinium sp. 99.6% FM205863.1
Embrapa|LBA#36 KT308072 nulTS2 Desmodesmus sp. 100% EU502836.1
Embrapa|LBA#39 KT308075 nulTS2 Chlorella sorokiniana 100% KJ676113.1
Embrapa|LBA#61 MFE346375 nuiTS2 Scenedesmaceae sp. 90,8% JX046425
Embrapa|LBA#77 MFE346377 nulTS2 Desmodesmus sp. 100% MF346376
Palmeléide Embrapa|LBA#06 KT445861 nulTS2 Chlamydomonadales sp. 94.7% KT308054
Embrapa|LBA#17 KT308054 nulTS2 Chlamydomonadales sp. 92.5% AB983644.1
EmbrapalLBA#40 KT308076 nulTS2 Chlamydomonas biconvexa* 94.7% MF162271
EmbrapalLBA#48 MF346373 nulTS2 Chlorococcaceae sp. 93.2% KX147341
Embrapa]LBA#51 KT308086 nulTS2 Chlorococcaceae sp. 93.2% KX147341

* Confirmacao morfoldgica


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT308076
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT308075
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX147341
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX147341
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX046425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT308068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF346373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631798706?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H0JE2ARR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF346378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM205863.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF346375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF346376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169798019?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=H0GE7EZS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT445861.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY461362
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF357034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT159282
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT308071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX046425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF346377
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF346374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF346376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF162271
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Figura 9 — Representacédo simplificada dos procedimentos adotados por FERNANDES (2017) para o estabelecimento de protocolos
de criopreservacdo para cepas de microalgas da CMMAABIio. DCCR - Delineamento Composto Central Rotacional. MSR -

Metodologia de superficie de resposta.
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Em seguida foi realizada andlise filogenética utilizando método GTR
(General Time Reversible), o que permitiu a comparacao e verificacdo de alta
correlacdo entre a filogenia e morfologia da cepa algal e o método de
criopreservacao mais eficiente identificado (Figura 10). Deste modo, o protocolo
e agente crioprotetor mais adequado para cada tipo morfolégico algal pode ser
definido e padronizado para aplicacdo em as cepas que compde a CMMAABIo
(Brasilia/DF — Brasil).

Os resultados indicaram apesar de existir uma forte correlagdo com a
ordem a qual os microrganismos pertencem, a morfologia da microalga
apresenta uma maior influéncia na eficiéncia de criopreservagcdo com cada um
dos criopreservantes avaliados. Cepas que apresentam morfologia cenobial
apresentam melhores taxas de recuperacao quando criopreservados com 0 Uso
de 5% de glicerol + 5% de PEG 400, sendo observados resultados similares para
cepas palmeléides. Por outro lado, cepas cocdlide apresentam melhores

resultados quando 7% de DMSO ¢ utilizado.
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Método de criopreservagao mais
eficiente

5% glicerol + 5% PEG 400

5% glicerol + 5% PEG 400

5% glicerol + 5% PEG 400

5% glicerol + 5% PEG 400

5% glicerol + 5% PEG 400

7% DMSO

5% glicerol + 5% PEG 400

5% glicerol + 5% PEG 400 ou 7% DMSO
5% glicerol + 5% PEG 400

5% glicerol + 5% PEG 400

5% glicerol + 5% PEG 400
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5% glicerol + 5% PEG 400

7% DMSO
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Figura 10 - Relacao entre filogenia da cepa, morfologia e 0 método 6timo de criopreservagdo. A arvore filogenética foi construida
utilizando o método GTR (General Time Reversible) do conjunto de dados de el35 posi¢cdes alinhadas de 15 sequéncias de
nucleotideos de marcadores ITS2. Para a analise, o modelo GTR com sitios invariaveis (I) e o parametro de forma da distribuicdo
gamma (G) (GTR+G+lI) foi utilizado. O valor de bootstrap (1000 replicatas) € exibido préximo as ramificacdes.
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4.3. Transformacao genética de microalgas verdes cultivaveis em vinhaca

Embora os niveis de produtividade obtidos com o cultivo de Micractinium sp.
EmbrapalLBA#32 e C. biconvexa Embrapal|LBA#40 em meio a base de vinhaga e CO>
sejam promissores (Secdo 4.1), ainda sado insuficientes para a sua viabilizacao
comercial. Neste sentido, o estabelecimento de um programa de melhoramento
genético por meio da utilizacdo de técnicas de biotecnologia avancada poderia permitir
alcance de maiores produtividades e/ou direcionamento para 0 acumulo e producao
de biomoléculas de interesse. Além disso, o0 estabelecimento de protocolos de
transformacao genética poderia permitir que estas cepas sejam utilizadas para a
expressao de proteinas heterdlogas, como a producdo de enzimas celulases, o que
poderia ser associado a producéo de etanol de segunda geracdo em uma usina sucro-
energética em um contexto de biorrefinaria (Figura 2).

Dentre as duas cepas capazes de crescer em vinhaca avaliadas (Secéo 4.1), a
cepa Chlamydomonas biconvexa EmbrapalLBA#40 foi selecionada para os testes
iniciais de transformacao genética. Os motivos desta escolha foram a indisponibilidade
de informacBes genéticas na literatura para o género Micractinium e a grande
disponibilidade de ferramentas moleculares e estudos genéticos disponiveis para a
espécie Chlamydomonas reinhardtii, protétipo do género. Todavia, as inUmeras
tentativas de transformagdo genética de C. biconvexa EmbrapalLBA#40 por
eletroporagéo, utilizando protocolos previamente descritos na literatura (RASALA,
2012) nao apresentaram resultados positivos (dados ndo mostrados).

Tendo em vista 0 exposto acima, foi adotada uma nova estratégia de trabalho
gue objetivou a identificacdo dentre as cepas depositadas na CMMAABIo de uma
espécie cuja genética, ferramentas moleculares e protocolos de transformacéo

fossem conhecidos. A cepa escolhida foi a Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39
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que foi submetida a avaliacdo para a capacidade crescimento em vinhaca. Cabe
ressaltar que a cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 também teve seu protocolo de
criopreservacdo validado e padronizado anteriormente (Figura 10). Microalgas do
género Chlorella, especialmente da espécie C. sorokiniana, estdo dentre as mais
estudadas para a producéo de biocombustiveis e biomassa para alimentacéo. Isto se
deve ao fato dos organismos desse género serem capazes de crescer rapidamente e
acumular um teor elevado de carboidratos, lipideos e proteinas, se destacando
especialmente nestes ultimos elementos, os quais podem chegar a compor 50% do
biomassa seca dessas espécies (MALCATA, 2011; KUMAR e DAS, 2012).

O cultivo da cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 em vinhaca diluida em agua
a 50% durante 8 dias em erlenmeyer, com uso de ar atmosférico (Figura 11), mostrou
qgue ao final do cultivo a producdo de biomassa foi superior ao das demais cepas
previamente avaliadas, apresentando uma producdo de biomassa de 2,4 g.L71,
significativamente superior aquela observada para a C. biconvexa Embrapa|LBA#40
nas mesmas condi¢cdes de cultivo (Figura 12). C. sorokiniana Embrapa|LBA#39
apresentou produtividade de 300 mg.L*.d%, também superior ao observado para as

demais cepas quando o cultivo foi realizado em fotobiorreator (SANTANA, 2017).
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Figura 11 — Planejamento adotado para a determinacdo do tipo de metabolismo
realizado pela microalga Chlorella sorokininana Embrapa|LBA#39.
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Figura 12 — Producéo de biomassa das cepas de microalga cultivadas em vinhaca
diluida em agua a 50%. Os cultivos foram realizados sob regime de iluminagdo com
12 horas de claro/12h de escuro a 26+1°C durante 8 dias. O experimento foi conduzido
em triplicata (n = 3), com os resultados sendo apresentados como média + desvio
padrdo. A andlise estatistica foi executada com ANOVA One-way utilizando o pos-
teste de Tukey. Diferencas foram consideradas significantes se o p-valor < 0.05.
Diferentes letras (a, b, ¢) indicam diferencas significativas.
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E reconhecido que a producdo de biomassa microalgal pode ser aumentada
caso 0 meio de cultivo seja rico em acgucares redutores, como a glicose, a exemplo da
vinhaca, efluente resultante da producao de etanol a partir da cana-de-acucar. Isso,
no entanto, é dependente do tipo de metabolismo da microalga, que pode ser
fotoautotréfico (luz-dependente), foto-heterotréfico (dependente de luz e carbono
organico) ou mixotrofico (dependente de luz ou carbono organico). A cepa Chlorella
sorokiniana Embrapa|LBA#39 é um microrganismo capaz de crescer neste efluente,
no entanto o tipo de metabolismo da mesma ainda é desconhecido. De maneira a se
determinar o tipo de metabolismo da C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 em vinhaca, a
mesma foi cultivada neste efluente em quatro condi¢cbes: com iluminacdo e sem
iluminacdo, em condicdbes axénicas e nado-axénicas. Nestas condi¢cdes, foram
avaliadas a producéo de biomassa, determinada pela mensuracédo do peso seco dos
dias inicial e final, e o metabolismo de acUcares redutores (AR) e sacarose em
vinhaca, determinado a partir da anélise do sobrenadante dos cultivos.

Os dados obtidos demonstraram que em condi¢cdes axénicas houve aumento de
biomassa apenas quando o cultivo foi realizado sob regime de iluminagédo (Figura
13A). Quando realizado em condi¢cdes nao-axénicas, em ambas as condi¢des foi
observado um aumento significativo no rendimento de biomassa. No entanto, em
condic¢des de iluminagdo o aumento foi 2,27 vezes maior que o observado quando
realizado no escuro, indicando que o metabolismo desta cepa € dependente de luz.
Nesta situacdo, o aumento de biomassa foi atribuido ao crescimento de

contaminantes heterotroficos.
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Figura 13 — Determinacdo do tipo de metabolismo da cepa Chlorella sorokiniana
Embrapal|LBA39 em vinhaca in natura. O cultivo da cepa foi realizado durante 8 dias
sob diferentes condi¢cdes. 1) Meio axénico com auséncia de iluminacdo; 2) meio
axénico com regime de iluminacdo com 12 horas de claro/12h de escuro; 3) Meio néo-
axénico com auséncia de iluminacao; 4) meio ndo-axénico com regime de iluminacao
com 12 horas de claro/12h de escuro. Vinhaga - Dia 0 (O), Claro — Dia 8 (W) e Escuro
— Dia 8 (). Os cultivos foram realizados sob aeragéo, a 25+2°C. A determinacdo do
perfil de crescimento da cepa foi feita com base em dois parametros: (A) peso seco e
(B) acucares (glicose + frutose + sacarose). O experimento foi conduzido em triplicata
(n = 3), com os resultados sendo apresentados como média + desvio padréo. A andlise
estatistica foi executada com ANOVA One-way utilizando o poés-teste de Tukey.
Diferencas foram consideradas significantes se o p-valor < 0.05. Diferentes letras (a,
b, c) indicam diferengas significativas.
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A determinacdo de acucares nos cultivos, por sua vez, indicou que o
metabolismo desta cepa é autotrofico (Figura 13B). Em condi¢cfes axénicas nao houve
reducdo do teor de acucares no meio de cultivo, diferente do observado quando
realizado em condi¢des ndo-axénicas. Nesta condicéo, foi observada a reducéo dos
niveis de acucares nos cultivos realizados no escuro, mas nao quando realizado no
claro. Este dado indicou que a cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 pode apresentar
atividade antimicrobiana. Estas observacdes estdo de acordo com as observacdes
relatadas na literatura para outras espécies do género Chlorella, conforme relatado
por (MAKRIDIS, 2006) e (ANNAMALAI, 2012). No entanto, novos estudos sao
necessarios para confirmar esta observacdo e permitir a exploracdo do possivel
potencial antimicrobiano desta cepa.

Apesar de a Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39 apresentar crescimento em
meio BBM (dados ndo mostrados), o uso de um meio de cultivo mais barato para a
utilizacado em atividades que néo estejam voltadas para a produtividade de biomassa
e bioprodutos pode ser considerada para se manter as atividades laboratoriais mais
acessiveis economicamente. Com este objetivo, 0 meio BG11 se mostra como uma
opcéo atrativa para o cultivo desta cepa. Além de ser menos custoso, alguns relatos
na literatura mostram que este meio de cultivo pode favorecer o crescimento de
algumas espécies de microalgas do género Chlorella, resultando em um maior
crescimento e em um maior acumulo de biomoléculas de interesse quando comparado
aos dados obtidos com meio BBM (SHARMA, 2016; PURKAYASTHA, 2017). No
entanto, para C. pyrenoidosa e C. minutissima foi observado o oposto, com um
crescimento reduzido e outras biomoléculas quando comparado ao meio BBM

(WANG, 2014).
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Devido a auséncia de caracterizagdo de C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 em
meio BG11, foi realizado o cultivo da cepa por 15 dias, durante os quais foi possivel
identificar as fases lag, log e estacionéaria de crescimento em meio BG11. De acordo
com os dados obtidos, a cepa C. sorokiniana EmbrapalLBA#39 apresenta um
aumento no numero de células até o 8° dia, sendo que a partir do 6° dia o ritmo de
crescimento apresenta uma consideravel reducao até atingir a fase estacionaria no 8°
dia da curva de crescimento (Figura 14). Os resultados obtidos estdo de acordo com
as observacoes de ILLMAN (2000), onde a C. sorokiniana estabiliza o seu crescimento
no 8° dia de cultivo, apesar do inicio tardio da fase log, quando comparada a C.
sorokiniana Embrapa|LBA#39.

Apesar de nao realizada neste trabalho, RIBEIRO (2019) caracterizou a
biomassa obtida pelo cultivo de C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 em meio BG11. Os
resultados mostraram que a biomassa obtida nessas condi¢cGes de cultivo apresenta
teor de &cidos graxos de 6,5 %, 22,41 % de carboidratos totais e 41,67 % de proteinas.
Apesar de ainda ser baixo, o teor de acidos graxos observado € superior aqueles
observados para Micractinium sp. Embrapa|LBA#32 e Chlamydomonas biconvexa
EmbrapalLBA#40. Da mesma maneira, nestas condicdes de cultivo a biomassa de C.
sorokiniana Embrapa|LBA#39 apresenta um teor de proteinas aumentado quando
comparado ao observado para as demais cepas (SANTANA, 2017), o que pode
indicar uma caracteristica interessante para a expressao de proteinas heterélogas,

além da sua versatilidade de crescimento em diferentes substratos.
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Figura 14 - Curva de crescimento da cepa Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39 em
meio BG11. O cultivo da cepa foi realizado durante 15 dias, sob regime de iluminagao
com 12 horas de claro/12h de escuro, sob aeragao, a 25+2 °C. A determinacao do
perfil de crescimento da cepa foi feita com base no numero de células. O experimento

foi conduzido em triplicata (n = 3), com os resultados sendo apresentados como média
* desvio padrao.
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Anteriormente a execucdo do processo de eletroporacdo, foi realizada a
avaliacdo da susceptibilidade da cepa C. sorokiniana Embrapal|LBA#39 a diversos
antibioticos. Diversos trabalhos mostram que microalgas apresentam uma grande
variabilidade na sensibilidade a antibioticos (HUR, 2007; VAN DER GRINTEN, 2010;
NODA, 2017) e que, devido a isto, a realizacao de triagem para determinacao do perfil
de resisténcia a antibidticos da cepa em uma etapa essencial para a selecdo de
transformantes e para a manutencdo das culturas de maneira axénica. Dentre os
antibioticos testados, a Zeocina foi 0 que se mostrou mais adequado para selecionar
transformantes da cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 (Figura 15). Com este
antibiotico, que atua através da desestabilizacdo da dupla hélice de DNA em
organismos eucariéticos e procarioticos, foi capaz de inibir de maneira eficiente o
crescimento de 107 células dessa microalga com o uso de uma concentracgao inibitéria
minima de apenas 6 pg.mL, resultado similar ao observado para outras espécies do
género Chlorella, como C. ellipsoidea e C. pyrenoidosa, que tiveram o0 seu
crescimento inibido com o uso de 10 pg.mL* de Zeocina (LIU, 2013; XUE, 2016).
Quando a avaliacéo foi realizada em meio BG11-agar, o resultado se mostrou um
pouco diferente, com a concentracgéo inibitéria minima passando a ser de 40 pg.mL?
(Figura 16). A tabela 9 sumariza o numero médio de unidades formadoras de colbnia
observadas quando o teste de resisténcia ao antibiotico Zeocina foi realizado em meio

agar-BG11.
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Figura 15 — Determinagéo da concentragdo minima inibitéria de crescimento da cepa
Chlorella sorokiniana EmbrapalLBA39 em meio BG11 na presencga dos antibioticos
Zeocina (1, 3, 6, 12, 25 e 50 ug.mL™!) , Higromicina (50, 100, 200, 300, 400, 600 ug.mL-
1) G418 (25, 50, 100, 200, 300 e 400 pug.mL?) e Kanamicina (50, 100, 200, 400, 600,
800 ug.mL™?). Para controle, foi realizada a inoculacédo da cepa em meio sem presenca
de antibiético (0 pg.mL™). A inoculacgéo foi realizada com 5 x 107 células.mL™?, sendo
cultivado durante 30 dias a 25 + 2 °C com ciclo de iluminagéo de 12 horas claro/12
horas escuro. Para validagéo dos resultados, o experimento foi realizado em triplicata.
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Figura 16 — Determinacdo da concentragdo minima inibitoria de crescimento da cepa Chlorella sorokiniana Embrapal|LBA#39 em
meio agar-BG11 na presenca do antibiotico Zeocina. Para controle, foi realizada a inoculagdo da cepa em meio sem presenca de
antibiético. Foi realizado um in6culo com 1 x 107 células, sendo cultivado durante 30 dias a 25 + 2 °C com ciclo de iluminacéo de 12
horas claro/12 horas escuro. Para validacao dos resultados, o experimento foi realizado em triplicata.



91

A Higromicina, por sua vez, apresentou um efeito inibitério marginal na C.
sorokiniana EmbrapalLBA#39, requerendo concentragdes mais elevadas do
antibiético (600 pg.mL1) para se obter uma inibicdo parcial do crescimento (Figura
15). Este dado indica que a Higromicina ndo € o antibidtico mais adequado para a
execucdo de testes de transformacdo nesta cepa, apesar de apresentar
caracteristicas inibitérias. De fato, como mostrado por CHA (2012), onde a
concentracéo inibitéria minima (CIM) do crescimento de C. vulgaris com Higromicina
foi de 20 mg.mL?, e NG (2016), que encontrou um CIM em C. vulgaris de 20 pg.mL?
de Higromicina, € possivel aferir que a susceptibilidade a antibiéticos em espécies
do mesmo género, até mesmo iguais, podem ser diferentes entre si, tornando este
tipo de triagem algo imperativo antes da realizacdo de qualquer experimento de
transformacao.

Divergéncia com dados obtidos para o género também ocorreram quando foi
analisada a CIM da Kanamicina. Ela nao foi capaz de inibir o crescimento da cepa C.
sorokiniana Embrapa|LBA#39 em meio BG11 (Figura 15), apesar de relatos na
literatura indicarem que concentracdes baixas como 20 ug.mL* podem ser suficientes
para inibir o crescimento de algumas espécies do género (NG, 2016). Nao foram
realizados testes de inibicAo com Kanamicina e Higromicina em meio BG11-4gar

devido a auséncia de inibicao inicialmente observada em meio BG11.
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Tabela 9 — Determinacéo da concentracdo minima inibitoria de crescimento da cepa
Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA39 em meio agar-BG11 na presenca do antibiético
Zeocina. Para controle, foi realizada a inoculacdo da cepa em meio sem presenca de
antibiético. O cultivo foi realizado durante 30 dias a 25 + 2 °C com ciclo de iluminacéo
de 12 horas claro/12 horas escuro. Para validacdo dos resultados, o experimento foi
realizado em triplicata.

[]ng.mL? 6 12 25 30 40 50 100
@
= Média 140,33 10,67 0,67 067 0 0 0
S +desvio padrdo 129,73  +9,71 +0,58 +1,15 0 20 +0
N
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Para o estabelecimento do protocolo de transformacéo da cepa C. sorokiniana
Embrapa|LBA#39, foi preparada a construcdo génica pChlamy_4-eGFP, que contém
0 gene reporter codificador para proteina fluorescente verde (eGFP) clonado a jusante
do promotor HSp70A-Rbc S2 de Chlamydomonas reinhardtii presente no vetor
comercial pChlamy_4. Este vetor apresenta algumas caracteristicas que favoreceram
a sua escolha neste experimento. Primeiramente, € um vetor de expressao e
clonagem, o que simplifica a obtencdo de DNA para ser utilizado na transformacéo da
microalga; apresenta o gene ble, que confere resisténcia a Zeocina, adequado para o
uso com a cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39; o promotor presente no cassete de
expressao € auto induzivel, de alta expresséao, além de possuir elementos secundario
como a 6x-his tag e peptideo 2A, que favorecem a purificacdo do produto expresso e
a obtencdo de proteina com estrutura secundaria mais proxima da adequada,
respectivamente.

Optou-se por utilizar o gene repérter eGFP para permitir um acompanhamento
simplificado da insercdo e da expressao génica na microalga. Para se realizar o
preparo do plasmidio pChlamy_4-eGFP, foi necessario realizar a subclonagem do
inserto contendo gene reporter eGFP presente no plasmidio pIDTSmart-eGFP no
plasmidio pChlamy_4 (vetor vazio). Para isto foi realizada inicialmente uma digestédo
com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI. Os produtos da digestdo foram entéao
separados por tamanho por meio de eletroforese em gel de agarose e visualizados
por meio da adicdo de brometo de etidio sob luz UV (Figura 17). Conforme esperado,
foram gerados dois fragmentos para cada um dos plasmidios. Para o pIDTSmart-
eGFP, um de 2056pb e outro de 771pb, sendo este referente ao gene eGFP. Para o
pChlamy_4 vazio, um de 3541pb, referente ao vetor aberto, e outro de 99pb, referente

ao fragmento gerado apo6s a dupla digestéao (Figura 17).
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Figura 17 — Resultado da dupla digestéo dos vetores com as enzimas BamHI e EcoRl.
No gel, foram aplicados os seguintes materiais: (1) Ladder generuler 1kb, (2)
pChlamy_4 vazio, (3) e pIDTSmart-eGFP e (4) ladder generuler mix.
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Apoés a confirmacédo da clonagem do gene eGFP no vetor pChlamy_4 vazio, foi
realizada a transformacao da E. coli EPI300 com o vetor construido, pChlamy_4-eGFP
por eletroporacdo. Apos o plaqueamento, dez das colbnias positivas foram coletadas
e testadas por PCR para a presenca do vetor pChlamy_4-eGFP. Para o plasmidio
vazio, um fragmento de 375pb era esperado. Para o pChlamy_4-eGFP um fragmento
de 975pb. Os resultados mostraram que a maior parte das colénias selecionadas a
partir da placa de selecdo se mostraram positivas, a excec¢ao da colénia #6 (Figura
18). Considerando o resultado obtido, a coldnia #9 foi selecionada e preservada em
ultrafreezer para manutencao da integridade do plasmidio, sendo a mesma utilizada
posteriormente para a extracao do plasmidio a ser utilizado na transformacéo da cepa

C. sorokiniana Embrapa|LBA#39.
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75pb

Figura 18 — Resultado da PCR das col6nias de E. coli EPI300 transformadas com a
construcéo pClamy_4 — eGFP. (1) Ladder generuler 1kb plus, (2) E. coli EPI300 ndo
transformada, (3) vetor pChlamy_4 vazio, (4-13) coldnias #1 a #10 transformadas com
0 a construgcao pChlamy_4-eGFP, (14) ladder generuler 1kb.
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Para se determinar a melhor concentracdo de DNA a ser utilizada para a
transformacdo da microalga C. sorokiniana EmbrapalLBA#39, foram realizadas
eletroporacdes a 300 V, 600 V e 900 V durante 3,5 ms com o uso de 1, 5 ou 10 ug do
plasmidio pChlamy_4-eGFP (Figura 19). Ap6s 30 dias da eletroporacao, foi realizada
a contabilizagcdo do numero de colbnias obtidas (Figura 20A). Observou-se que a
melhor condicdo para eletroporacdo seria com o uso de 10 ug de DNA plasmidial.
Com esta quantidade, foi possivel obter uma média de 0,89 UFC por placa quando a
eletroporacéo foi realizada a 600 V por 3,5 ms.

Quando o uso de diferentes concentracdes do antibidtico foi avaliado (Figuras
20B e 21), utilizando a quantidade de DNA plasmidial estabelecida no experimento
anterior (10 ng), observou-se que, apesar de a concentracao inibitoria minima em
meio BG11-agar para a C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 ter sido determinado em 40
ng.mL*? (Figura 16), quando a concentragdo de 50 ug.mL* foi utilizada, houveram
alteracdes no numero de colbnias que apresentaram crescimento. A 600 V e 3,5 ms,
o numero médio de UFC foi reduzido para 0,44. No entanto, numero médio de UFC
foi aumentado para 2,22 ao serem aplicados 900 V por 3,5 ms. Este resultado ndo era
esperado visto que concentracdes mais elevadas de antibiético podem levar a inibicédo
do crescimento do microrganismo, mesmo que ele apresente algum grau de
resisténcia ao antibiético em questdo. Sendo assim, foi determinado que a
concentracdo Otima de Zeocina para selecdo de possiveis transformantes sdo 50

ng.mL2,
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Eletroporagao

Pré-indculo Cultivo
BG11 BG11 1x107 células

Resultados

5 g 10 pg

ov 300V ov 300V (0)V} 300V 30 dias
Agar-BG11
600V 900V (S{e[0)Va=T010)Y) 600V 900V Zeocina— 30 pg/mL

PCR Fluorescéncia

Figura 19 — Planejamento adotado para determinacdo da quantidade de plasmidio mais adequada para a obtencdo de
transformantes de Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39 por eletroporacao
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Figura 20 — Numero de unidades formadoras de colénias obtidas ap6s a eletroporacdo em diferentes condicdes. (A) Avaliadas
diferentes quantidades do plasmidio pChlamy_4-eGFP, sendo a sele¢éo realizada em meio agar-BG11 com o antibiético Zeocina a
50 ug.mL™. (B) Eletroporacéo realizada com o uso de 10 ug de DNA plasmidial e diferentes concentracdes do antibiético de selecéo
(Zeocina). O experimento foi conduzido em triplicatas independentes com nimero de réplicas igual a 3.
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Eletroporagao

7 dias
L
Pré-indculo Cultivo
BG11 BG11 1x107 células
pChlamy_4-eGFP
10 ug
Zeocina— 30 ug/mL Resultados
30 dias T
g ov 300V Agarso1r L2E0CINa—40 pg/mL
o 600V 900V
Zeocina— 50 pg/mL )_ PCR Fluorescéncia

Figura 21 — Planejamento adotado para determinacdo da concentracao de Zeocina mais adequada para a obtencéo de

transformantes de Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39 por eletroporacgéo.
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Todas as colbnias que apresentaram crescimento em meio agar BG-11 com
Zeocina foram analisadas em estereomicroscépio de fluorescéncia (Leica M205A)
para verificar a expressao do gene reporter. A expressao de eGFP foi avaliada com o
uso do filtro adequado. E possivel visualizar na Figura 22 imagens representativas de
colonias potencialmente positivas (i.e. expressdo da proteina eGFP) apresentaram
coloracdo esverdeada, resultado da emissdo de fluorescéncia do produto da
expressao do gene reporter. As colonias de microalgas visualizadas sob o filtro TXRL,
gue permite apenas a visualizacdo de luz visivel com emissdo acima de 610 nm,
apresentaram coloracdo avermelhada resultante da emissao de fluorescéncia das
clorofilas A (Emmax 666 nm) e clorofila B (Emmax 644 nm), presentes nesses
microrganismos, indicando que se tratavam de colbnias de microalgas. Apesar do
resultado ter indicado a expressdo do eGFP nas coldnias avaliadas, quando as
colénias foram avaliadas por PCR para a presenca do plasmidio, nédo foi possivel obter
resultado positivo (dados ndo mostrados) para nenhuma das colbnias testadas. Tal
resultado poderia ser explicado pela auséncia de transformantes estaveis, sendo o
resultado obtido durante a andlise em estereomicroscopio de fluorescéncia resultante

de uma expressao temporaria do gene inserido.
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Luz branca GFP Clorofila

Controle

Colonia positiva

Grupo de
colonias positivas

Figura 22 - Representacdo de colénias da cepa Chlorella sorokiniana
EmbrapalLBA#39 possivelmente transformadas com o vetor pChlamy_4-eGFP. As
colénias foram avaliadas em estereomicroscépio de fluorescéncia com os filtros GFP
(ex 470/40, em 525/50), para confirmar a expressao do gene eGFP, e o filtro TXRL
(480/40, >610) para visualizacdo da fluorescéncia emitida pelas clorofilas a e b
presentes em microalgas. Para a expressédo de eGFP, foram consideradas positivas
as colbnias que apresentaram coloracéo esverdeada ao ser utilizado o filtro GFP.
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No total, considerando todas as condi¢cdes de eletroporacdo avaliadas, 308
colénias apresentaram crescimento nas placas de selecao contendo meio BG-11 agar
e Zeocina 50 ug.mL?l. As coldnias foram avaliadas em estereomicroscépio de
fluorescéncia com o uso do filtro GFP. Como resultado da avaliagédo, todas as colonias
apresentaram indicios da expressao do gene eGFP, conforme representado na Figura
22.

Apés a determinacdo da quantidade de plasmidio (10 ug) e a concentracdo de
Zeocina (50 png.mL?) mais adequadas, procedeu-se para a avaliacdo da fase de
crescimento mais adequada para a realizacdo da transformacao de C. sorokiniana
Embrapa|LBA#39 por eletroporacéo (Figura 23). Com a analise dos dados obtidos na
figura 24, foi possivel verificar que quando a eletroporacao foi realizada apo6s 3 dias
de cultivo, no inicio da fase log, houve a ocorréncia de um namero reduzido de UFCs,
apenas quando se utilizou pulso elétrico de 1000 V por 3,5 ms, ndo havendo diferenca
significativa para os demais grupos (Figura 24A). Quando a eletroporacao foi realizada
apos 6 dias de cultivo (Figura 24B), foram recuperados UFCs em todas as condi¢cdes
testadas, incluindo a que a eletroporacao néao foi realizada. Os dados obtidos também
mostraram que na maioria dos grupos nao houve diferenca significativa quando o
tempo de eletroporacao foi alterado. Apenas no grupo onde ouve a aplicagao de 1000
V durante o processo houve influéncia significativa do tempo no numero de
transformantes obtidos. Considerando os dados apresentados, a condi¢do 1000 V/3,5
ms se mostrou como a mais eficiente para se obter UFCs da cepa C. sorokiniana
Embrapal|LBA#39. De fato, era esperado que eletropora¢cbes mais intensas e
prolongadas resultassem em um maior niamero de transformantes, como demonstrado
por RUN (2016). Porém a discrepancia existente entre os resultados obtidos com

alteracdo do tempo de cultivo pré-eletroporagéo ndo era esperada.
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Figura 23 — Planejamento adotado para determinagédo da melhor fase de crescimento para realizacdo da eletroporacdo da
Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39.
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Figura 24 - Numero de colbnias da cepa Chlorella sorokiniana Embrapa|LBA#39
obtidas apoés a eletroporacdo com o uso de 10 pug de DNA do plasmidio pChlamy_4-
eGFP sob diferentes parametros. (A) Numero de colbnias positivas em transformacéao
realizada apos 3 dias de cultivo. (B) Numero de transformantes positivos em
transformacao realizada ap6s 6 dias de cultivo. O experimento foi conduzido em
triplicata (n = 3) e os dados sédo apresentados como a média do numero de colbnias
+ desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada com o ANOVA One-way com pos-
teste de Tukey. Letras iguais representam diferenca significativa entre os grupos
(p<0.05).
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A diferenca significativa entre os resultados obtidos quando o experimento foi
realizado apos 3 e 6 dias de cultivo poderia ser explicada pelas mudancas no
metabolismo da microalga durante o periodo de cultivo. Por exemplo, € conhecido que
a medida que os nutrientes presentes no meio de cultivo se esgotam, alteracdes
morfolégicas, como o tamanho celular, e metabdlicas, como na producdo de
carboidratos e lipidios que compdem a parede celular e regulam sua permeabilidade,
passam a ocorrer nas células (CAKMAK (2012); ZHU (2014)). Deste modo, estudos
futuros sédo necessarios para analisar quais alteracdes ocorrem durante o periodo de
cultivo da C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 e que poderiam favorecer a obtencéo de
transformantes durante a eletroporacao.

Apesar das possiveis alteracdes na estrutura celular com o tempo de cultivo,
guando as coldnias que apresentaram crescimento foram analisadas por PCR para a
presenca do plasmidio pChlamy 4-eGFP, nenhuma das colonias avaliadas
apresentou resultado positivo para a presenca de DNA do plasmidio. Este resultado é
similar ao observado no experimento anterior (Figuras 20 e 22), no qual nenhuma das
UFCs avaliadas apresentaram resultado positivo quando a PCR foi realizada. A
auséncia de confirmacdo da transformacdo genética por meio da técnica de PCR
levanta a hipotese de que o DNA exdgeno estaria penetrando na célula algal apds a
eletroporagéo, todavia levando a uma expresséo transiente durante o processo de
selecdo e crescimento em meio BG11l contendo agar e zeocina. Com isto, a
fluorescéncia observada poderia ser resultante da expresséo da proteina eGFP nas
fases iniciais do crescimento das colonias.

E conhecido que o vetor pChlamy_4 utilizado neste estudo integra-se de forma
randémica ao genoma nuclear algal e o numero de coOpias integradas € bastante

variavel (Thermo Fisher — Informacdes do fabricante). O fato de ndo haver na estrutura



107

do pChlamy_4 uma sequéncia direcionadora para integracdo nuclear (Figura 4),
associado ao fato que este vetor € desenhado para transformacdo da espécie C.
reinhardtii poderiam contribuir para a instabilidade da expresséo do transgene eGFP
na cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39. Portanto, estudos adicionais ainda serao
necessarios para se desenhar e avaliar construcdes génicas alternativas capazes de
permitir a transformacgéo estavel C. sorokiniana Embrapa|LBA#39, viabilizando a
utilizacao desta cepa de microalga como uma plataforma de expresséo heteréloga de

proteinas.
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5. Conclusoes

O potencial de aplicacdo biotecnolégica das microalgas pertencentes a
biodiversidade brasileira ainda é pouco explorado. Porém, os resultados obtidos neste
estudo forneceréo suporte para que as microalgas nativas da biodiversidade brasileira
possam ser futuramente utilizadas com a finalidade de producao de bioprodutos de

maneira sustentavel em associa¢cdo com a industria sucro-energética.

Neste estudo, trés cepas de microalgas verdes nativas foram avaliadas quanto
ao seu cultivo em sistemas a base de vinhaca e CO2. Os resultados indicaram que
nestas condi¢cdes, as cepas avaliadas alcancam altas produtividades de biomassa,

superiores aquelas observadas em meios de cultivo quimicamente definidos.

Andlises da composicdo da biomassa algal produzida pelas cepas Micractinium
sp. Embrapa|LBA#32 e Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA#40 revelaram alto
acumulo de carboidratos fermentesciveis e poder calorifico Uteis para aplicacao
industrial. Além disso, os perfis de acidos graxos acumulados por esses
microrganismos apresentam caracteristicas favoraveis a sua aplicagdo na producéo
de biodiesel, apesar dos reduzidos teores produzidos. Mesmo com resultados
favoraveis a aplicacdo biotecnoldgica desses microrganismos, ainda existem
questdes relacionadas a baixa transmitancia de luz da vinhaca e ao controle de
contaminantes microbianos na cultura que apresentardo grandes desafios para o

futuro cultivo em larga escala no sistema de cultivo proposto.

Apesar de hipoteticamente possuir potencial para a producdo de proteinas
heterdlogas, nao foi possivel padronizar um protocolo para a transformacéo genética

estavel da cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39. Assim, estudos futuros serdo
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necessarios para viabilizar a utilizacado deste microrganismo como uma plataforma de

producao proteica capaz de crescer em sistemas a base de vinhaca e COx.

Por fim, os protocolos de criopreservacdo desenvolvidos neste trabalho
permitirdo a manutencdo a longo prazo destes recursos genéticos nativos da
biodiversidade brasileira de forma menos laboriosa e mais segura. Isto representa um
importante passo para a viabilizacdo da utilizacdo desse diversificado grupo de

microrganismos em finalidades biotecnolégicas.



110

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADARME-VEGA, T. C. et al. Microalgal biofactories: a promising approach towards
sustainable omega-3 fatty acid production. Microb Cell Fact, v. 11, p. 96, 2012.

AGUIAR, T. D. F. et al. Principios basicos da criomicrobiologia: enfoque nos tipos de
Mmicro-organismaos e nos principais agentes crioprotetores. Acta Veterinaria Brasilica,
v. 6, n. 2, p. 80-93, 2012.

AKBARI, F.; ESKANDANI, M.; KHOSROUSHAHI, A. Y. The potential of transgenic
green microalgae; a robust photobioreactor to produce recombinant therapeutic
proteins. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 30, n. 11, p. 2783-
2796, 2014.

AMARO, H. M.; GUEDES, A. C.; MALCATA, F. X. Advances and perspectives in using
microalgae to produce biodiesel. Applied Energy, v. 88, n. 10, p. 3402-3410, 2011.

ANDRADE, D. S.; COLOZZI FILHO, A. Microalgas de aguas continentais - Producéo
de biomassa e coprodutos. IAPAR, p. 21-24, 2014.

ANDRADE, M. R.; COSTA, J. A. Mixotrophic cultivation of microalga Spirulina
platensis using molasses as organic substrate. Aquaculture, v. 264, n. 1-4, p. 130-
134, 2007.

ANNAMALAI, J.; SHANMUGAM, J.; NALLAMUTHU, T. Phytochemical Screening and
Antimicrobial Activity of Chlorella Vulgaris Beijerinck. International Journal of
Current Research and Review, v. 4, n. 7, p. 33-38, 2012.

ASTM. ASTM D5865-13 - Standard Test Method for Gross Calorific Value of Coal
and Coke. West Conshohocken, PA: ASTM International, 2013. 19.

BARAHIMIPOUR, R.; NEUPERT, J.; BOCK, R. Efficient expression of nuclear
transgenes in the green alga Chlamydomonas: synthesis of an HIV antigen and
development of a new selectable marker. Plant Molecular Biology, p. 1-16, 2016.

BARBOSA, M.; WIJFFELS, R. Outlook on microalgae production chains 2016.

BARROCAL, V. M. et al. Production of biomass by Spirulina maxima using sugar beet
vinasse in growth media. New Biotechnology, v. 27, n. 6, p. 851-856, 2010.

BASUMALLICK, L.; ROHRER, J. Application Note 282: Rapid and Sensitive
Determination of Biofuel Sugars by lon Chromatography. Sunnyvale, CA, USA:
Thermo Fisher Scientific 2012.



111

BAUDELET, P.-H. et al. A new insight into cell walls of Chlorophyta. Algal Research,
v. 25, p. 333-371, 2017.

BOCK, C.; KRIENITZ, L.; PROSCHOLD, T. Taxonomic reassessment of the genus
Chlorella (Trebouxiophyceae) using molecular signatures (barcodes), including
description of seven new species. Fottea, v. 11, n. 2, p. 293-312, 2011.

BRASIL, B.; GARCIA, L. Microalgas: alternativas promissoras para a industria.
Agroenergia em Revista, v. 10, p. 6-11, 2016.

BRASIL, B. D. S. A. F.; SILVA, F. C. P.; SIQUEIRA, F. G. Microalgae biorefineries:
The Brazilian scenario in perspective. New Biotechnology, v. 39, p. 90-98, 2017.

CABANELAS, I. T. D. et al. From waste to energy: microalgae production in
wastewater and glycerol. Applied Energy, v. 109, p. 283-290, 2013.

CAl, T.; PARK, S. Y.; LI, Y. Nutrient recovery from wastewater streams by microalgae:
Status and prospects. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 19, p. 360-
369, 2013.

CAKMAK, T. et al. Differential effects of nitrogen and sulfur deprivation on growth and
biodiesel feedstock production of Chlamydomonas reinhardtii. Biotechnology and
Bioengineering, v. 109, n. 8, p. 1947-1957, 2012.

CENCIANI, K. et al. Sustainable production of biodiesel by microalgae and its
application in agriculture. African journal of microbiology research, v. 5, n. 26, p.
4638-4645, 2011.

CHA, T. S.; YEE, W.; AZIZ, A. Assessment of factors affecting Agrobacterium-
mediated genetic transformation of the unicellular green alga, Chlorella vulgaris. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 28, n. 4, p. 1771-1779, 2012.

CHEN, C.-Y. et al. Microalgae-based carbohydrates for biofuel production.
Biochemical Engineering Journal, v. 78, p. 1-10, 2013.

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnol Adv, v. 25, n. 3, p. 294-306, 2007.

. Biodiesel from microalgae beats bioethanol. Trends in biotechnology, v. 26,
n. 3, p. 126-131, 2008.

CHISTI, Y.; YAN, J. Energy from algae: current status and future trends: algal
biofuels—a status report: Elsevier 2011.



112

CHOI, S. P.; NGUYEN, M. T.; SIM, S. J. Enzymatic pretreatment of Chlamydomonas
reinhardtii biomass for ethanol production. Bioresource technology, v. 101, n. 14, p.
5330-5336, 2010.

CHOW, K.-C.; TUNG, W. L. Electrotransformation of Chlorella vulgaris. Plant cell
reports, v. 18, n. 9, p. 778-780, 1999.

COLL, J. Methodologies for transferring DNA into eukaryotic microalgae: a review.
Spanish Journal of Agricultural Research, v. 4, n. 4, p. 316-330, 2006.

DARIENKO, T. etal. Chloroidium, a common terrestrial coccoid green alga previously
assigned to Chlorella (Trebouxiophyceae, Chlorophyta). European Journal of
Phycology, v. 45, n. 1, p. 79-95, 2010.

DAWSON, H. N.; BURLINGAME, R.; CANNONS, A. C. Stable transformation of
Chlorella: rescue of nitrate reductase-deficient mutants with the nitrate reductase gene.
Current microbiology, v. 35, n. 6, p. 356-362, 1997.

DE VOS, W. M.; HUGENHOLTZ, J. Engineering metabolic highways in Lactococci and
other lactic acid bacteria. Trends in biotechnology, v. 22, n. 2, p. 72-79, 2004.

DIAS, M. O. et al. Improving bioethanol production from sugarcane: evaluation of
distillation, thermal integration and cogeneration systems. Energy, v. 36, n. 6, p. 3691-
3703, 2011.

DIXON, J. M.; TANIGUCHI, M.; LINDSEY, J. S. PhotochemCAD 2: A Refined Program
with  Accompanying Spectral Databases for Photochemical Calculationst.
Photochemistry and photobiology, v. 81, n. 1, p. 212-213, 2005.

DU, H. et al. PhotochemCADZ$: a computer-aided design and research tool in
photochemistry. Photochemistry and photobiology, v. 68, n. 2, p. 141-142, 1998.

FAN, J. et al. Genomic Foundation of Starch-to-Lipid Switch in Oleaginous Chlorella
spp. Plant Physiology, v. 169, n. 4, p. 2444-2461, 2015.

FENTON, O.; O HUALLACHAIN, D. Agricultural nutrient surpluses as potential input
sources to grow third generation biomass (microalgae): A review. Algal Research, v.
1,n.1,p.49-56, 2012.

FERNANDES, M. S. Desenvolvimento de meétodos otimizados para
criopreservacdo de microalgas verdes (Chlorophyta). 2017. 46 (Curso de Pos-
Graduacao(Mestrado)emBiotecnologia). Universidade Federal do Tocantins —
Campus Universitario de Gurupi, Gurupi, Tocantins.



113

FERNANDES, M. S. et al. Customized cryopreservation protocols for chlorophytes
based on cell morphology. Algal Research, v. 38, p. 101402, 2019.

GHASEMI, Y. et al. Microalgae biofuel potentials (Review). Applied Biochemistry
and Microbiology, v. 48, n. 2, p. 126-144, 2012.

GOMES, A. R. et al. An overview of heterologous expression host systems for the
production of recombinant proteins. 2016.

GONG, Y. et al. Microalgae as platforms for production of recombinant proteins and
valuable compounds: progress and prospects. Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology, v. 38, n. 12, p. 1879-1890, 2011.

GONG, Y.; JIANG, M. Biodiesel production with microalgae as feedstock: from strains
to biodiesel. Biotechnology letters, v. 33, n. 7, p. 1269-1284, 2011.

GRIFFITHS, M. J.; VAN HILLE, R. P.; HARRISON, S. T. L. Lipid productivity, settling
potential and fatty acid profile of 11 microalgal species grown under nitrogen replete
and limited conditions. Journal of Applied Phycology, v. 24, n. 5, p. 989-1001, 2012.

HADI, S. I. I. A. et al. DNA Barcoding Green Microalgae Isolated from Neotropical
Inland Waters. PloS one, v. 11, n. 2, p. €0149284, 2016.

HAWKINS, R. L.; NAKAMURA, M. Expression of human growth hormone by the
eukaryotic alga, Chlorella. Current microbiology, v. 38, n. 6, p. 335-341, 1999.

HO, S.-H. et al. Bioethanol production using carbohydrate-rich microalgae biomass as
feedstock. Bioresource technology, v. 135, p. 191-198, 2013.

HUANG, C.-C. et al. Expression of mercuric reductase from Bacillus megaterium MB1
in eukaryotic microalga Chlorella sp. DT: an approach for mercury phytoremediation.
Applied microbiology and biotechnology, v. 72, n. 1, p. 197-205, 2006.

HUBALEK, Z. Protectants used in the cryopreservation of microorganisms.
Cryobiology, v. 46, n. 3, p. 205-229, 2003.

HUNT, R. W. et al. Effect of Biochemical Stimulants on Biomass Productivity and
Metabolite Content of the Microalga, Chlorella sorokiniana. Applied Biochemistry
and Biotechnology, v. 162, n. 8, p. 2400-2414, 2010.

HUR, J.-Y. Y. S. B. Antibiotics and Their Optimum Concentration for Axenic Culture of
Marine Microalgae. ALGAE, v. 22, n. 3, p. 229-234, 2007.



114

ILLMAN, A. M.; SCRAGG, A. H.; SHALES, S. W. Increase in Chlorella strains calorific
values when grown in low nitrogen medium. Enzyme and Microbial Technology, v.
27,n. 8, p. 631-635, 2000.

INSIGHTS, K. M. Market Research Report. 2018

JONES, S. W. et al. Recent advances in single cell protein use as a feed ingredient in
aquaculture. Current Opinion in Biotechnology, v. 61, p. 189-197, 2020.

JUNTILA, D.; BAUTISTA, M.; MONOTILLA, W. Biomass and lipid production of a local
isolate Chlorella sorokiniana under mixotrophic growth conditions. Bioresource
technology, v. 191, p. 395-398, 2015.

KIM, M.-J. et al. Effect of biostimulator Chlorella fusca on improving growth and
qualities of chinese chives and spinach in organic farm. The plant pathology journal,
v. 34, n. 6, p. 567, 2018.

KNOTHE, G.; MATHEAUS, A. C.; RYAN lll, T. W. Cetane numbers of branched and

straight-chain fatty esters determined in an ignition quality testersx. Fuel, v. 82, n. 8, p.
971-975, 2003.

KOETSCHAN, C. et al. ITS2 Database IV: Interactive taxon sampling for internal
transcribed spacer 2 based phylogenies. Molecular Phylogenetics and Evolution,
v. 63, n. 3, p. 585-588, 2012.

KOO, J.; PARK, D.; KIM, H. Expression of bovine lactoferrin N-lobe by the green alga,
Chlorella vulgaris. ALGAE, v. 28, n. 4, p. 379-387, 2013.

KUMAR, K.; DAS, D. Growth characteristics of Chlorella sorokiniana in airlift and
bubble column photobioreactors. Bioresource technology, v. 116, p. 307-313, 2012.

KUMAR, K.; DASGUPTA, C. N.; DAS, D. Cell growth kinetics of Chlorella sorokiniana
and nutritional values of its biomass. Bioresource technology, v. 167, p. 358-366,
2014.

KUMAR, M. et al. Rapid and efficient genetic transformation of the green microalga
Chlorella vulgaris. Journal of Applied Phycology, v. 30, n. 3, p. 1735-1745, 2018.

LARKUM, A. W. D. et al. Selection, breeding and engineering of microalgae for
bioenergy and biofuel production. Trends in biotechnology, v. 30, n. 4, p. 198-205,
2012.



115

LEE, S. etal. Converting carbohydrates extracted from marine algae into ethanol using
various ethanolic Escherichia coli strains. Applied Biochemistry and Biotechnology,
v. 164, n. 6, p. 878-888, 2011.

LI, T. et al. Mixotrophic cultivation of a Chlorella sorokiniana strain for enhanced
biomass and lipid production. Biomass and Bioenergy, v. 66, p. 204-213, 2014.

LI, Y. et al. Biofuels from microalgae. Biotechnology progress, v. 24, n. 4, p. 815-
820, 2008.

LIU, L. et al. Development of a New Method for Genetic Transformation of the Green
Alga Chlorella ellipsoidea. Molecular Biotechnology, v. 54, n. 2, p. 211-219, 2013.

LIZZUL, A. et al. Characterization of Chlorella sorokiniana, UTEX 1230. Biology, V.
7,n.2,p. 25, 2018.

LOBO, I. P.; FERREIRA, S. L. C.; CRUZ, R. S. D. Biodiesel: quality parameters and
analytical methods. Quimica nova, v. 32, n. 6, p. 1596-1608, 2009.

LUO, W. et al. Genotype versus Phenotype Variability in Chlorella and Micractinium
(Chlorophyta, Trebouxiophyceae). Protist, v. 157, n. 3, p. 315-333, 2006.

LUO, W. et al. Generic concept in Chlorella-related coccoid green algae (Chlorophyta,
Trebouxiophyceae). Plant Biology, v. 12, n. 3, p. 545-553, 2010.

MA, R.; LIN, X. Vitreoscilla hemoglobin gene (vgb) improves lutein production in
Chlorella vulgaris. Chinese Journal of Oceanology and Limnology, v. 32, n. 2, p.
390-396, 2014.

MAKRIDIS, P.; COSTA, R. A.; DINIS, M. T. Microbial conditions and antimicrobial
activity in cultures of two microalgae species, Tetraselmis chuii and Chlorella
minutissima, and effect on bacterial load of enriched Artemia metanauplii.
Agquaculture, v. 255, n. 1, p. 76-81, 2006.

MALCATA, F. X. Microalgae and biofuels: a promising partnership? Trends in
biotechnology, v. 29, n. 11, p. 542-549, 2011.

MARKOU, G.; ANGELIDAKI, |.; GEORGAKAKIS, D. Microalgal carbohydrates: An
overview of the factors influencing carbohydrates production, and of main
bioconversion technologies for production of biofuels. Applied microbiology and
biotechnology, v. 96, p. 631-45, 2012.



116

MATA, T. M.; MARTINS, A. A.; CAETANO, N. S. Microalgae for biodiesel production
and other applications: a review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v.
14,n. 1, p. 217-232, 2010.

MERGET, B. et al. The ITS2 Database. Journal of visualized experiments : JOVE,
n. 61, p. 3806, 2012.

MUSSGNUG, J. H. Genetic tools and techniques for Chlamydomonas reinhardtii.
Applied microbiology and biotechnology, v. 99, n. 13, p. 5407-5418, 2015.

NG, S. L. et al. Heterologous expression of the Streptococcus pneumoniae yoeB and
pezT toxin genes is lethal in Chlorella vulgaris. Algal Research, v. 19, p. 21-29, 2016.

NICHOLS, H. W.; BOLD, H. C. Trichosarcina polymorpha gen. et sp. nov. Journal of
Phycology, v. 1, n. 1, p. 34-38, 1965.

NIU, Y. F. et al. A new inducible expression system in a transformed green alga,
Chlorella vulgaris. Genet Mol Res, v. 10, n. 4, p. 3427-34, 2011.

NODA, J. et al. Tools for biotechnological studies of the freshwater alga
Nannochloropsis limnetica: antibiotic resistance and protoplast production. Journal of
Applied Phycology, v. 29, n. 2, p. 853-863, 2017.

OLIVEIRA, M. R.; CARIOCA, J. O. B.; MACAMBIRA, S. Development of a
methodology for net energy analysis in biorefineries, regarding microalgae cultivation
to improve energy yields in industrial wastes. Revista Latinoamericana de
Biotecnologia Ambiental y Algal, v. 3, n. 1, p. 59, 2012.

OPEP. 2018 Annual Report. Organization of the Petroleum Exporting Countries. 2019

PARMAR, A. et al. Cyanobacteria and microalgae: A positive prospect for biofuels.
Bioresource technology, v. 102, n. 22, p. 10163-10172, 2011.

PURKAYASTHA, J. et al. Growth of high oil yielding green alga Chlorella ellipsoidea
in diverse autotrophic media, effect on its constituents. Algal Research, v. 21, p. 81-
88, 2017.

RAMOS, M. J. et al. Influence of fatty acid composition of raw materials on biodiesel
properties. Bioresource technology, v. 100, n. 1, p. 261-268, 2009.

RASALA, B. A. et al. Robust expression and secretion of Xylanasel in
Chlamydomonas reinhardtii by fusion to a selection gene and processing with the
FMDV 2A peptide. PloS one, v. 7, n. 8, 2012.



117

RAZEGHIFARD, R. Algal biofuels. Photosynthesis Research, v. 117, n. 1, p. 207-
219, 2013.

RAZZAK, S. A. et al. Integrated CO2 capture, wastewater treatment and biofuel
production by microalgae culturing—A review. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 27, n. 0, p. 622-653, 2013.

RIBEIRO, D. M. et al. A low-cost approach for Chlorella sorokiniana production
through combined use of urea, ammonia and nitrate based fertilizers. Bioresource
Technology Reports, p. 100354, 2019.

RIPPKA, R. et al. Generic Assignments, Strain Histories and Properties of Pure
Cultures of Cyanobacteria. Microbiology, v. 111, n. 1, p. 1-61, 1979.

ROCHA, M. F. et al. Glucose and lactose as cryoprotectants for fungal strains
immobilised in sodium alginate: an emphasis on the conservation of the zygomycetes
Rhizopus and Mucor. Mycoses, v. 56, n. 3, p. 321-326, 2013.

ROCHAIX, J.-D. Chlamydomonas reinhardtii as the photosynthetic yeast. Annual
review of genetics, v. 29, n. 1, p. 209-230, 1995.

RUN, C. et al. Stable nuclear transformation of the industrial alga Chlorella
pyrenoidosa. Algal Research, v. 17, p. 196-201, 2016.

SAFI, C. et al. Morphology, composition, production, processing and applications of
Chlorella vulgaris: a review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 35, p.
265-278, 2014.

SANITHA, M. et al. Agrobacterium-mediated transformation of three freshwater
microalgal strains. Pol J Microbiol, v. 63, n. 4, p. 387-382, 2014.

SANTANA, H. Isolamento, selecdo e caracterizacdo de microalgas com alta
produtividade de biomassa em meio de cultivo a base de vinhaga e CO2. 2016.
120 (Programa de P0Os-Graduagdo em Biociéncias). Universidade Federal da Babhia,
Instituto Multidisciplinar em Saude, Vitéria da Conquista, Bahia.

SANTANA, H. et al. Microalgae cultivation in sugarcane vinasse: Selection, growth
and biochemical characterization. Bioresource technology, v. 228, p. 133-140, 2017.

SCRANTON, M. A. et al. Chlamydomonas as a model for biofuels and bio-products
production. The Plant Journal, v. 82, n. 3, p. 523-531, 2015.



118

SEIBEL, P. N. et al. 4SALE — A tool for synchronous RNA sequence and secondary
structure alignment and editing. BMC Bioinformatics, v. 7, n. 1, p. 498, 2006.

SHARIFI-SIRCHI, G. R.; JALALI-JAVARAN, M. Selecting appropriate hosts for
recombinant proteins production. Hormozgan Medical Journal, v. 20, n. 3, p. 214-
222, 2016.

SHARMA, A. K. et al. Impact of various media and organic carbon sources on biofuel
production potential from Chlorella spp. 3 Biotech, v. 6, n. 2, p. 116, 2016.

SIMAS-RODRIGUES, C. et al. Microalgae for economic applications: advantages and
perspectives for bioethanol. Journal of experimental botany, v. 66, n. 14, p. 4097-
4108, 2015.

SPOLAORE, P. et al. Commercial applications of microalgae. Journal of bioscience
and bioengineering, v. 101, n. 2, p. 87-96, 2006.

STEPHENS, E. et al. Future prospects of microalgal biofuel production systems.
Trends in Plant Science, v. 15, n. 10, p. 554-564, 2010.

SUMAN, G. et al. Single cell protein production: a review. Int. J. Curr. Microbiol.
App. Sci, v. 4,n. 9, p. 251-262, 2015.

SURZYCKI, R. et al. Factors effecting expression of vaccines in microalgae.
Biologicals, v. 37, n. 3, p. 133-138, 2009.

TALEBI, A. F. et al. Genetic manipulation, a feasible tool to enhance unique
characteristic of Chlorella vulgaris as a feedstock for biodiesel production. Molecular
biology reports, v. 40, n. 7, p. 4421-4428, 2013.

TAYLOR, R.; FLETCHER, R. L. Cryopreservation of eukaryotic algae—a review of
methodologies. Journal of Applied Phycology, v. 10, n. 5, p. 481-501, 1998.

VAN DER GRINTEN, E. et al. Comparing the sensitivity of algal, cyanobacterial and
bacterial bioassays to different groups of antibiotics. Chemosphere, v. 80, n. 1, p. 1-
6, 2010.

VAN WYCHEN, S.; LAURENS, L. Determination of Total Carbohydrates in Algal
Biomass. NREL Laboratory Analytical Procedure, 2013a. Disponivel em: <
http://www.nrel.gov/docs/fy140sti/60957.pdf >. Acesso em: 01-15-2016.



http://www.nrel.gov/docs/fy14osti/60957.pdf

119

. Determination of Total Lipids as Fatty Acid Methyl Esters (FAME) by in situ
Transesterification. NREL Laboratory Analytical Procedure, 2013b. Disponivel em:
< http://www.nrel.gov/docs/fy140sti/60958.pdf >. Acesso em: 01-15-2016.

VASUDEVAN, P. T.; FU, B. Environmentally Sustainable Biofuels: Advances in
Biodiesel Research. Waste and Biomass Valorization, v. 1, n. 1, p. 47-63, 2010.

VIEIRA GOMES, A. et al. Comparison of yeasts as hosts for recombinant protein
production. Microorganisms, v. 6, n. 2, p. 38, 2018.

WANG, C. et al. Transient expression of the GUS gene in a unicellular marine green
alga, Chlorella sp. MACC/C95, via electroporation. Biotechnology and Bioprocess
Engineering, v. 12, n. 2, p. 180-183, 2007.

WANG, L. et al. A flexible culture process for production of the green microalga
Scenedesmus dimorphus rich in protein, carbohydrate or lipid. Bioresource
technology, v. 129, p. 289-295, 2013.

WANG, W. et al. Medium screening and optimization for photoautotrophic culture of
Chlorella pyrenoidosa with high lipid productivity indoors and outdoors. Bioresource
technology, v. 170, p. 395-403, 2014.

XUE, J. et al. The pivotal role of malic enzyme in enhancing oil accumulation in green
microalga Chlorella pyrenoidosa. Microbial Cell Factories, v. 15, n. 1, p. 120, 2016.

YAKHIN, O. I. et al. Biostimulants in plant science: a global perspective. Frontiers in
plant science, v. 7, p. 2049, 2017.

YANG, B. et al. Chlorella species as hosts for genetic engineering and expression of
heterologous proteins: progress, challenge and perspective. Biotechnology journal,
v. 11, n. 10, p. 1244-1261, 2016.

YANG, B. et al. Development of a stable genetic system for Chlorella vulgaris—A
promising green alga for CO2 biomitigation. Algal Research, v. 12, p. 134-141, 2015.

YEN, H.-W. et al. Microalgae-based biorefinery — From biofuels to natural products.
Bioresource technology, v. 135, n. 0, p. 166-174, 2013.

ZHU, S. et al. Metabolic changes of starch and lipid triggered by nitrogen starvation in
the microalga Chlorella zofingiensis. Bioresource technology, v. 152, p. 292-298,
2014.


http://www.nrel.gov/docs/fy14osti/60958.pdf

120

ZUORRO, A. et al. Use of cell wall degrading enzymes to improve the recovery of
lipids from Chlorella sorokiniana. Chemical Engineering Journal, 2018.



121

ANEXQOS
Trabalhos publicados em periddicos indexados

SANTANA, H.; CEREIJO, C. R.; TELES, V. C.; NASCIMENTO, R. C.; FERNANDES,
M. S.; BRUNALE, P.; CAMPANHA, R. C.; SOARES, I. P.; SILVA, F. C. P.; SABAINI,
P. S.; SIQUEIRA, F. G. BRASIL, B S A F. Microalgae cultivation in sugarcane vinasse:
selection, growth and biochemical characterization. Bioresource technology, v. 228,
p. 133-140, 2017.

POSSA, G. C.; SANTANA, H.; BRASIL, B. S. A. F.; RONCARATTI, L. F. Diel oscillation
in the optical activity of carotenoids in the absorption spectrum of Nannochloropsis.
Journal of molecular modeling, v. 23, n. 3, p. 95, 2017.

FERNANDES, M. S.; CALSING, L. C. G.; NASCIMENTO, R. C.; SANTANA, H.;
MORAIS, P. B.; DE CAPDEVILLE, G; BRASIL, B. S. A. F. Customized
cryopreservation protocols for chlorophytes based on cell morphology. Algal
Research, v. 38, p. 101402, 2019.



Bioresource Technology 228 (2017) 133-140

Contents lists available at ScienceDirect —
BIORESOURCE
TECHNOLOGY

Bioresource Technology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/biortech

Microalgae cultivation in sugarcane vinasse: Selection, growth and
biochemical characterization

@ CrossMark

Hugo Santana *", Carolina R. Cereijo *¢, Valérya C. Teles >, Rodrigo C. Nascimento *“, Maiara S. Fernandes *,
Patricia Brunale ¢, Raquel C. Campanha*, Itania P. Soares “, Flavia C.P. Silva®, Priscila S. Sabaini ?,
Félix G. Siqueira *™¢, Bruno S.A.F. Brasil #“*

2 Embrapa Agroenergy, Brasilia/DF, Brazil
b Universidade Federal da Bahia, Vitéria da Conquista/BA, Brazil
€Universidade Federal do Tocantins, Gurupi/TO, Brazil

HIGHLIGHTS

« A biorefinery strategy for microalgae cultivation using sugarcane vinasse is proposed.
« Screening of 40 microalgae allowed the selection of highly productive strains.

« The feedstock obtained can be used to provide proteins, carbohydrates and energy.

« The culture supernatant can be recycled for sugarcane crops fertilization.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 18 October 2016

Received in revised form 19 December 2016
Accepted 21 December 2016

Available online 23 December 2016

Sugarcane ethanol is produced at large scale generating wastes that could be used for microalgae biomass
production in a biorefinery strategy. In this study, forty microalgae strains were screened for growth in
sugarcane vinasse at different concentrations. Two microalgae strains, Micractinium sp. Embrapa|LBA32
and C. biconvexa Embrapa|LBA40, presented vigorous growth in a light-dependent manner even in undi-
luted vinasse under non-axenic conditions. Microalgae strains presented higher biomass productivity in
vinasse-based media compared to standard Bold’s Basal Medium in cultures performed using 15 L airlift

[éli}llx;g;mnas flat plate photobioreactors. Chemical composition analyses showed that proteins and carbohydrates
Micractinium comprise the major fractions of algal biomass. Glucose was the main monosaccharide detected, ranging
Biorefinery from 46% to 76% of the total carbohydrates content according to the strain and culture media used. This
Photobioreactor research highlights the potential of using residues derived from ethanol plants to cultivate microalgae for
Wastewater the production of energy and bioproducts.

CO, © 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Microalgae-derived biomass is recognized as an alternative
source for an wide variety of bioproducts, such as biofuels, especial
oils, pigments and polymers (Perez-Garcia et al., 2011). These pho-
tosynthetic microrganisms present higher growth rates and lower
land area requirements compared to terrestrial crops commonly
used for biofuels production. However, the production of microal-
gal biomass is still not economically viable due to high costs of cul-
tivation, harvesting and processing (Quinn and Davis, 2015).
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Significant cost reductions can be achieved if CO,, nutrients and
water for microalgae cultivation are obtained at low cost (Brasil
et al., 2016). Accordingly, the use of several types of waste streams
derived from industrial processes, as well as rural/domestic
wastewater, have been proposed for microalgae cultivation as a
strategy for cost-reduction in microalgae cultivation (Kang et al.,
2015).

A potential wastewater for microalgae cultivation is sugarcane
vinasse. It is an acid, dark brown liquid, rich in organic compounds
(e.g. glycerol, lactic acid, sugars), nitrogen, phosphorus and ions
(e.g. K', Ca®*, Mg?") (Ortegon et al, 2016; Parnaudeau et al.,
2008). It comprises the main by-product of sugarcane ethanol
plants, being generated at 12-14 L per liter of ethanol produced.
Although this wastewater is commonly applied in the fertirrigation
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of sugarcane crops (Dias et al., 2015), its continuous application
leads to changes in soil composition and reduces crop productivity
(Christofoletti et al., 2013). The use of vinasse for microalgal bio-
mass production has been proposed previously, however these
studies showed that the use of sugarcane vinasse, even at low con-
centrations, can inhibit the growth of microalgae strains (dos
Santos et al., 2016; Ramirez et al., 2014).

It is well known that not all strains are able to grow in adverse
conditions such as that found in waste streams (Barrocal et al.,
2010; Brasil et al., 2016). Therefore, the objectives of this study
were to select highly productive microalgae strains capable of
growing in sugarcane vinasse and to characterize algal growth
requirements and nutrient uptake during cultivation. Additionally,
the composition of algal biomass produced in 15 L capacity flat-
plate photobioreactors supplemented with CO, was analyzed in
order to evaluate the strains potential for the production of energy
and bioproducts.

2. Materials and methods
2.1. Microalgae strains and inoculum preparation

Axenic microalgae cultures of Embrapal|LBA1 to Embrapa|LBA40
strains (S1 Table) derived from the Collection of Microorganisms
and Microalgae Applied to Agroenergy and Biorefineries at
Embrapa (Brasilia/DF - Brazil) were used. Strains were kept in lig-
uid cultures of Bold’s Basal Medium - BBM medium (Nichols and
Bold, 1965) containing ampicillin (100 pg/mL), chloramphenicol
(25 pg/mL) and amphotericin B (2,5 pg/ml), at 26 °C £ 1 °C, light
intensity of 50 pEm~2 s~! and 12/12 h light/dark regimen.

For inoculum preparation, microalgae strains were axenic cul-
tured in BBM using Erlenmeyer flasks under 12/12 h light/dark reg-
imen (light intensity of 100 nEm™2s7!), at 26°C+1°C and
aeration with 5L-h~! of atmospheric air. During log phase of
growth, these starter cultures were used to inoculate experimental
units (i.e.; Erlenmeyer flasks or flat-plate photobioreactors) at an
initial absorbance of 0.01 at 680 nm. Inoculum volumes <5% of
the working load were used.

2.2. Sugarcane vinasse and medium preparation

Crude sugarcane vinasse was obtained from Jalles Machado
(Goianésia/Brazil) ethanol plant. Crude vinasse samples, referred
hereafter only as “crude vinasse”, were centrifuged at 4800 RCF
during 10 min to remove suspended solids and debris. Diluted
vinasse formulations, referred hereafter only as “diluted vinasse”,
were prepared by addition of distilled water to crude vinasse at
the proportions indicated (i.e.: 25%, 50% or 75%). Clarified vinasse
formulation, referred hereafter only as “clarified vinasse”, was pre-
pared as follows: Hydrated lime (Ca(OH),) was added to crude
vinasse (3 g-L™1). The solution was maintained at rest for 40 min,
then centrifuged at 4800 RCF during 10 min and the supernatant
was collected. All vinasse-based media formulations were steril-
ized by autoclaving at 121 °C for 15 min and stored at 4 °C until
use. Transmittance of vinasse-based media formulations was mea-
sured by spectrophotometry using Spectramax M3 plate analyzer.

2.3. Selection of microalgae for growth in vinasse

Embrapa|LBA1 to Embrapa|LBA40 microalgae strains (N =40)
were screened for growth in sugarcane vinasse. Starter cultures
of each strain were inoculated in 250 mL of either diluted vinasse
formulations at 25%, 50% and 75% concentration in distilled water
or in 100% crude vinasse. Culturing was performed in sterile
500 mL Erlenmeyer flasks aerated with 5L-h~! of atmospheric

air, at 26 °C £ 1 °C, light intensity of 100 pEm~2s~! in a 16/8h
light/dark regimen. Microalgae growth was daily monitored
through microscopic inspection during 30 days of culturing.

2.4. Microalgae cultivation

Selected microalgae strains were submitted to cultivation in
250 mL of crude vinasse or BBM (control) under different condi-
tions: I) Axenic culturing using crude vinasse at 12/12 h light/dark
regimen; II) Axenic culturing using crude vinasse without light
(dark condition); III) Non-axenic culturing using crude vinasse
(pH adjusted to 8.0) at 12/12 h light/dark regimen; IV) Axenic cul-
turing using BBM at 12/12 h light/dark regimen. Culturing was per-
formed in 500 mL Erlenmeyer flasks aerated with 5L-h~! of
atmospheric air, at 26 °C =1 °C, light intensity of 100 pEm 2 s~!
in a 12/12 h light/dark regimen.

2.5. Biomass dry weight determination

For biomass dry weight determination, 10 mL samples of the
algal culture were collected, centrifuged during 10 min at 10700
RCF and the supernatant discarded. The pellet was washed through
three cycles of resuspension in distilled water followed by 10 min
centrifugation at 10700 RCF. The washed pellet was dried over-
night using a dry oven at 105 °C and weighted.

2.6. Determination of organic compounds concentration in vinasse-
based media

The concentration of total reducing sugars (glucose + fructose
+sucrose), glycerol, lactic acid and acetic acid in vinasse-based
media at the beginning (day 0) and the end (day 8) of microalgae
cultivation (Section 2.4) was determined. One milliliter (1 mL) cul-
ture samples were collected, centrifuged for 10 min. at 10,700 RCF
and the supernatant was analyzed through High Performance Lig-
uid Cromatography analysis (Agilent 1260 Infinity Binary LC Sys-
tem) using Biorad Aminex HPX-87H column (H2SO4 0.005 M,
0.6 mL/min, 45 °C).

2.7. Microalgae cultivation in airlift flat-plate photobioreactors

Selected microalgae strains were cultivated in either diluted
vinasse (50%), clarified vinasse or BBM (control) under non-
axenic conditions using airlift flat-plate photobioreactors at 13 L
of working load (Supplementary Fig. 2). Culturing was conducted
for 3 days at 12 h/12 h light/dark regimen (light intensity of 400
MEm~2 s71) and a temperature of 37 °C + 1 °C during light period
and 24 + 1 °C during dark period. Aeration with 64 L-h~! of atmo-
spheric air supplemented with 5% CO, was provided.

2.8. Analysis of biomass biochemical composition

After cultivation, algal biomass was harvested by centrifugation
at 4800 RCF during 10 min. The biomass was washed three times
with distilled water followed by 10 min centrifugation (4800
RCF) and freeze-dried prior biochemical analysis. The following
analysis were performed: Total ash content (Van Wychen and
Laurens, 2013c); total protein by the Kjeldahl method (AOAC,
1990), using the nitrogen-protein conversion factor proposed for
microalgae (Lourenco et al, 2004); total carbohydrates (Van
Wychen and Laurens, 2013a); total carotenoids (Huang and
Cheung, 2011); and fatty acid (Van Wychen and Laurens, 2013b).
For the determination of the calorific value, the microalgal biomass
was analyzed using the protocol described by ASTM (2013).
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2.9. Determination of carbohydrates profile on harvested biomass

For determination of the carbohydrates profile of the harvested
biomasses, the samples were hydrolysed following the methodol-
ogy proposed by Van Wychen and Laurens (2013a). The carbohy-
drate profile of the obtained samples was determined using the
methodology proposed by Basumallick and Rohrer (2012). The
analysis was performed using an ion-exchange chromatography,
HPAE-PAD (Dionex ICS 500+ Thermo Scientific), using Dionex
Carbo Pac™ SA10-4 pm, 4 x 250 mm and pre-column, with a PAD
(Pulsed Amperometric Detection) detector. Elution by gradient
with mobile phase composed by 1 mM KOH solution was used.
The temperature of the column was 45 °C and 10 °C for the sample.
The carbohydrate determination was performed by comparison
with the retention times of the analytic standards. Analytical
curves of the carbohydrates detected in the samples were used
for quantification.

2.10. Determination of vinasse-based media composition

The composition of vinasse-based media at the beginning (day
0) and the end (day 3) of microalgae cultivation in airlift flat-
plate photobioreactors (Section 2.7) was determined. Samples
were collected, centrifuged for 10 min. at 4800 RCF and the super-
natant used for analysis. The following standard methods
described by the American Public Health Association (APHA)
et al. (2012) were used: SM5210B - Biochemical Oxygen Demand
(BOD); QAM.IT.FQ.16A - Chemical Oxygen demand (COD); SM
4500-0/D - Total organic carbon; SM 4500-NO2-B - Nitrite
(NO2-); SM4500-NH3 - Ammoniacal nitrogen(NH4+); SM 4500-
P E - Phosphate (PO43-); SM 3500-K B - Total potassium (K+).
For nitrate (NO3-) levels, was used the method NBR 12620 (1992).

2.11. Statistical analysis

All the experiments were conducted in three independent repli-
cates (N =3). The results are presented as means of the repli-
cates * error bars. The analysis of variance used Tukey test with
95% confidence. Statistical analyses were performed using the soft-
ware GraphPad Prism 5.

3. Results and discussion
3.1. Screening of microalgae strains for growth in vinasse

The screening of forty (40) microalgae strains (Supplementary
Table 1) resulted in the selection of two strains, Embrapa|LBA32,
a not formally described species of Micractinium genus isolated
from a natural lagoon in the Amazon rainforest (Hadi et al.,
2016), and Embrapa|LBA40, a Chlamydomonas biconvexa strain iso-
lated from a sugarcane vinasse stabilization pond from an ethanol
plant in Brazil (Hadi et al., 2016) (Supplementary Fig. 1). These
strains were able to grow in all media formulations tested, includ-
ing crude vinasse (data not shown). These results seem to be con-
gruent with the lack of reports in the literature presenting strains
capable of vigorous growth in vinasse at high concentrations (dos
Santos et al., 2016; Kadioglu and Algur, 1992).

The selected strains were cultivated in aerated Erlenmeyer’s
flasks containing 100% crude vinasse under different conditions
to evaluate the effect of light and microbial contaminants upon
microalgae growth (Fig. 1). Both strains presented similar growth
in BBM and crude vinasse under axenic conditions using
12 h/12 h light/dark regimens. On the other hand, algal growth
was impaired in the absence of light. These results indicate that
both Micractinium sp. Embrapa|LBA32 (Fig. 1A) and C. biconvexa

Embrapa|LBA40 (Fig. 1B) are able to directly uptake crude vinasse
nutrients, in a light dependent manner, without need of substrate
metabolization by other microrganisms. This result is consistent
with the findings of Ramirez et al. (2014), which reported that Sce-
nedesmus sp. growth in medium supplemented with vinasse
increases in a light dependent manner. In non-axenic algal cul-
tures, crude vinasse pH was adjusted to 8.0 before inoculation to
reduce contamination by heterotrophic microrganisms (Fig. 1).

3.2. Uptake of organic compounds present in vinasse during algal
cultivation

After cultivation in crude vinasse, the concentrations of glucose,
fructose, sucrose, glycerol, lactic acid and acetic acid present in
Micractinium sp. Embrapa|LBA32 and C. biconvexa Embrapa|LBA40
cultures supernatants were evaluated (Fig. 2). When cultivation
was performed in the absence of light, no statistically significant
change in the concentration of the organic compounds evaluated
could be observed (Fig.2A). This finding is congruent with
impaired algal growth under this condition (Fig. 1). When light/-
dark cycling is applied to axenic cultures, the culture supernatants
of both strains presented a significant reduction in glycerol, but not
in Total Reducing Sugars (TRS: glucose + fructose + sucrose), lactic
acid or acetic acid concentrations (Fig. 2B). On the other hand,
when the microalgae strains were cultured under non-axenic con-
ditions, reductions on TRS, lactic acid and glycerol concentrations
were detected (Fig. 2C). Furthermore, a reduction in acetic acid
concentration was also observed in C. biconvexa Embrapa|LBA40
cultures supernatants (Fig. 2C). The uptake of organic compounds
observed in non-axenic cultures (Fig. 2C) is probably associated
with the presence of heterotrophic contaminants, such as airborne
bacteria and yeasts. Taken together, the results shown in Fig. 1 and
Fig. 2 indicate that cultivation of both Micractinium sp. Embrapa|
LBA32 and C. biconvexa Embrapa|LBA40 leads to a decrease in glyc-
erol levels in a light-dependent manner during growth in crude
vinasse. This is indicative that strains Micractinium sp. Embrapa|
LBA32 and C biconvexa EmbrapalLBA40 perform photo-
heterotrophic metabolism. The main difference between mixotro-
phy and photo-heterotrophy is that photo-heterotrophic cultiva-
tion requires both organic carbon and light at the same time,
while mixotrophy uses either one alternatively (Wang et al.,
2014). Accordingly, studies have reported that some microalgae
strains can metabolize glycerol as a primary carbon source
(Ceron Garcia et al., 2006; Ethier et al., 2011). Furthermore, strains
from the genera Micractinium and Chlamydomonas are able to grow
in wastewater by metabolizing both organic and inorganic carbon
sources (Bouarab et al., 2004; Wang and Park, 2015).

On the other hand, there are studies that suggest that glycerol
uptake can be related to algal cell osmoregulation processes in
media with high osmolarity (Anderca et al., 2004; Lin et al,
2013), which is the case of the vinasse (Christofoletti et al.,
2013). This uptake could potentially reduce glycerol biosynthesis
through starch breakdown, favoring microalgal growth (Goyal,
2007). The determination of the pathway involved with glycerol
uptake and metabolization on Micractinium sp. Embrapa|LBA32
and C. biconvexa EmbrapalLBA40 during growth in sugarcane
vinasse, though, remains an issue to be pursued in future studies.

3.3. Cultivation of microalgae in vinasse using airlift flat plate
photobioreactors

The scaling-up of the cultivation system is an essential step in
order to integrate microalgae cultivation to the ethanol industry
in a biorefinery strategy. At large-scale, cultivation parameters
cannot be easily controlled, which makes it necessary to use
strains that are not easily affected by culture variations and are
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Fig. 1. Microalgae growth in vinasse. The strains Micractinium sp. Embrapa|LBA32 (A) and Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40 (B) were grown for eight days using
atmospheric air aerated erlenmeyers flasks at 26 °C + 1 °C under the following conditions: ( ) Crude vinasse, axenic culture in the dark; (....[]....) Crude vinasse, axenic
culture, 12 h/12 h light/dark regimen; (—mM—) Crude vinasse (pH 8,0), non-axenic culture, 12 h/12 h light/dark regimen and ( ) BBM, axenic culture, 12 h/12 h

light/dark regimen. Experiments were conducted in triplicates (n = 3) and the results are presented as mean # error bars.
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Fig. 2. Concentration of organic compounds in crude vinasse cultures. Microalgae strains were grown in crude vinasse for eight days using aerated erlenmeyers flasks at
26 °C £ 1 °C under the following conditions: (A) Axenic under dark; (B) Axenic under 12 h/12 h light/dark regimen; (C) Non-axenic under 12 h/12 h light/dark regimen. The
concentration of TRS (Total Reducing Sugars: glucose + frutose + sucrose), lactic acid, acetic acid and glycerol present in culture supernatants was measured through HPLC
analysis at day 0 (OJ) and after 8 days of Micractinium sp. Embrapa|LBA32 (m) and Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40 (M) cultivation. Experiments were conducted in
triplicates (n = 3) and the results are presented as mean + error bars. Paired t-test was performed to determinate significant variations in the samples in comparison to
uncultured vinasse. Variation was considered significant (x) when p-value is <0.05 compared to the initial condition (day 0).

competitive with contaminants in non-axenic conditions In the present work, the cultivation of Micractinium sp.
(Christenson and Sims, 2011). This is particularly challenging while Embrapa|LBA32 and C. biconvexa Embrapa|LBA40 in vinasse was
dealing with cultivation media with high organic load (i.e.: high scaled-up in 15L airlift flat plate photobioreactors aerated with
BOD and COD), such as vinasse, which promotes the growth of het- atmospheric air enriched with 5% CO, under non-axenic condi-
erotrophic contaminants. tions. However, the initial attempts to perform cultivation using



H. Santana et al./Bioresource Technology 228 (2017) 133-140 137

Table 1

Comparison table of biomass productivity obtained with strains cultured under different conditions. The strains Micractinium sp. Embrapa|LBA32 (A) and Chlamydomonas biconvexa
Embrapa|LBA40 cultivated in this study were cultivated in air lift flat plate photobioreactors using BBM (Bold’s Basal Medium), 50% diluted vinasse or clarified vinasse. Results are

presented as mean + error bars of triplicate experiments (n = 3).

Strain Culture conditions Biomass productivity Reference
(mgL'd )

Micractinium sp. Bold’s Basal Medium 101.11 (x£15.75) This study
Embrapa|LBA32

Micractinium sp. 50% water diluted vinasse 177.78 (+5.09) This study
Embrapa|LBA32

Micractinium sp. 100% clarified vinasse 164.44 (£15.75) This study
Embrapa|LBA32

C. biconvexa Bold’s Basal Medium 132.22 (+15.40) This study
Embrapa|LBA40

C. biconvexa 50% water diluted vinasse 182.22 (+16.44) This study
Embrapa|LBA40

C. biconvexa 100% clarified vinasse 222.22 (+10.71) This study

Embrapa|LBA40
Spirulina maxima (SAG 49.88)

Chlorella vulgaris Anaerobic digested sugarcane vinasse

Schlésser medium supplemented with beet vinasse (5 g-L™")

150.00 Barrocal et al. (2010)
70.00 Marques et al. (2013)

Scenedesmus sp. Guillard Medium supplement with sugarcane vinasse (50%) 24.00 Ramirez et al. (2014)
Botryococcus braunii Chu 13 medium supplemented with sugarcane molasses (15 g-L™!) 113.00 Yeesang and Cheirsilp (2014)
Spirulina maxima AO medium supplemented with sugarcane vinasse (1%) 47.73 Dos Santos et al. (2016)

crude vinasse (pH 8.0) failed due to outgrowth of contaminants,
especially filamentous fungi (data not shown). In addition, since
the selected strains grow in a light-dependent manner, the
increase in vinasse light transmittance is also required to achieve
high algal biomass productivities. In order to circumvent these lim-
itations, three strategies were employed to favor algal growth: (i)
elevating pH of vinasse-based media to 8.0 to minimize growth
of fungal contaminants; (ii) shortening batch cultures period in
photobioreactors to 3 days (end of microalgae exponential growth
phase); (iii) increasing light transmittance in the medium through
vinasse dilution in distilled water or chemical clarification. The
vinasse dilution and clarification processes improved the light
transmittance at wavelengths >600 nm up to 74% and 67.5%,
respectively, improving the light penetration at the chlorophyll
absorption peaks wavelengths (Supplementary Fig. 3). Under these
conditions the biomass productivities achieved by Micractinium sp.
Embrapa|LBA32 and C. biconvexa Embrapa|LBA40 using 50% diluted
vinasse and clarified vinasse were even higher than that observed
for BBM (Table 1). Also, microscopic monitoring of cultures con-
firmed microalgae as the most abundant organisms present with
limited contamination by other microrganisms (data not shown).

In the literature, there are reports of successful cultivation of
microalgae strains using vinasse. However, the use of this effluent
at high concentrations seems to inhibit algal growth. Barrocal et al.
(2010) reported biomass dry weight productivities ranging from
240 to 0 mg-L~'-d™! in Spirulina maxima cultures using synthetic
media supplemented with 1 g-L~' to 7 g-L~! of beet vinasse, respec-
tively. Similarly, studies of Ramirez et al. (2014) reported cultiva-
tion of Scenedesmus sp. in synthetic medium supplemented with
sugarcane vinasse up to 50%, however, the productivities obtained
were lower under this condition (i.e.: 24 mg-L~!-d! of biomass dry
weight). Using a distinct approach, Marques et al. (2013) reported
that anaerobic biodigestion of vinasse before Chlorella vulgaris cul-
tivation increased algal biomass productivity up to 70 mg-L~'.d".
In here, Micractinium sp. Embrapa|LBA32 and C. biconvexa
Embrapa|LBA40 strains were grown in 50% diluted vinasse or
100% clarified vinasse and showed average productivities up to
222 mg-L~1.d~! of biomass dry weight (Table 1).

These findings highlight the importance of screening and select-
ing robust microalgae strains capable of maintaining high growth
rates in wastewater-based cultivation systems. Indeed, it is unli-
kely that one species/strain of microalgae will thrive in several
substrates given the distinct and complex mixtures found in each

type of residue/wastewater (Brasil et al., 2016). Therefore, strains
will probably be specific for each substrate as indicated by the
higher productivities obtained with indigenous microalgae grown
in produced water, for example (Brasil et al., 2016; Wood et al.,
2015). Not surprisingly, the strain C. biconvexa Embrapa|LBA40
selected in the present study is an autochthonous microalgae iso-
lated from a sugarcane vinasse stabilization pond (Hadi et al.,
2016).

3.4. Analysis of algal biomass and culture supernatants composition

Microalgae can produce various bioproducts of commercial
interest for the industry. Carbohydrates for production of chemi-
cals, proteins for use as animal feed, and lipids for biodiesel, are
some examples of such compounds (Benemann, 2013; Pulz and
Gross, 2004). The production of these metabolites, however,
depends on the microalgae strain and cultivation conditions.

In this study, biomasses and culture supernatants from flat
plate photobioreactors batch cultures of Micractinium sp.
Embrapa|LBA32 and C. biconvexa Embrapa|LBA40 strains were ana-
lyzed (Tables 2 and 3). The results showed an increase in protein
content of microalgal biomass (Table 2), that was paralleled by
the significant reduction in nitrate levels on the supernatant of
vinasse-based media (Table 3). Another important finding is that
the nutrient load of vinasse remains largely unaltered after algal
cultivation (Table 3). The growth of neither microalgae strain sig-
nificantly altered the BOD, COD, organic carbon, NO5, PO3~ or K*
content of vinasse-based media (Table 3), allowing further use of
culture supernatants for sugarcane crops fertilization/irrigation
and contributing to biorefinery integration.

However, a decrease in carotenoids, carbohydrates and fatty
acids content during the cultivation of both strains in vinasse for-
mulations compared to BBM was observed (Table 2). Similar
results were obtained by Wang et al. (2013), and Del Campo
et al. (2007), showing that there is an inverse correlation between
protein accumulation and carbohydrates and/or lipid content,
including carotenoids, in algal biomass. Since the nitrate levels
are significantly higher in vinasse-based media than in BBM, it is
possible to hypothesize that the high availability of this nitrogen
source is one of the factors that contributed to the accumulation
of proteins instead of other compounds (Table 2). It is important
to emphasize though, that the higher biomass productivity
achieved in vinasse-based media (Table 1) partly compensate the
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Table 2

Productivity, composition and year round estimates of microalgal biomass produced in flat-plate photobioreactors. Micractinium sp. Embrapa|LBA32 and Chlamydomonas biconvexa
Embrapa|LBA40 strains were cultivated for 3 days in BBM, 50% diluted vinasse and clarified vinasse. Results are presented as mean + error bars of triplicate experiments (n = 3).
One-way ANOVA with Tukey post-test was used to evaluate the differences (p-value <0.05). Different letter (a, b, c) means statistically different. Year round estimates were

performed considering 200 m>-d~! with 240 working days per year.

Micractinium sp. Embrapa|LBA#32

Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA#40

100% 50% 100% 100% 50% 100%
BBM Diluted Vinasse Clarified Vinasse BBM Diluted Vinasse Clarified Vinasse

Carbohydrates content 28.21 (+0.24)a 17.55 (£0.03)b 21.79 (+0.36)c 31.61 (£0.18)a 13.50 (£0.76)b 11.71 (£0.14)c
(%)

Carbohydrates productivity 28.50 (+4.29)a 31.20 (£1.05)a 35.87 (£3.98)a 31.79 (+4.88)a 24.58 (+2.48)b 26.03 (£1.22)b
(mgL~'d™")

Protein content 34,03 (+0.10)a 39,50 (+0.47)b 39.62 (+0.09)b 30.96 (+0.17)a 41.68 (£0.35)b 39.92 (+0.60)c
(%)

Protein productivity 34.40 (£5.36)a 70.20 (+1.20)b 65.15 (£6.20)b 40.94 (+4.94)a 71.27 (+6.29)b 88.71 (+4.83)b
(mgL~"d™")

Carotenoid content 669.85 (+10.86)a 192.08 (+24.66)b 26.34 (£3.15)c 805.26 (+174.46)a  165.61 (+22.58)b 12.97 (+0.01)c
(ngg™"

Carotenoid productivity 19.10 (£2.98)a 5.99 (£0.74)b 0.95 (0.18)c 33.94 (9.74)a 4.05 (+0.54)b 0.33 (£0.02)c
(ngl "day™)

Fatty acid content 3.23 (£0.55)a 2.21 (£0.44)a 2.50 (£1.30)a 2.06 (+0.35)a 1.58 (+0.21)ac 1.26 (+0.07)bc
(%)

Fatty acid productivity 3.22 (+0.45)a 3.94 (+0.90)a 3.99 (1.64)a 2.73 (¥0.64)a 2.88 (£0.50)a 2.79 (+0.26)a
(mgL™"-d™")

Calorific value 5037.81 (£16.25)a  5184.49 (+36.85)b  5260.21 (+44.65)b  5069.56 (+34.53)a  5137.54 (+17.86)bc  5114.23 (+19.35)ac
(calg™")

Ash content 3.21 (+0.30)a 6.00 (+0.15)b 5.83 (£0.36)b 5.44 (+0.28)a 6.09 (+0.54)ac 6.67 (£0.31)bc
(%)

Year round estimates
Bio-ethanol 646.55 707.75 813.58 716.91 557.58 590.35
(L-year ) !
Biodiesel 155.00 189.01 191.38 98.75 134.36 138.18
(kg-year™') 2

Year round estimates considering 200 m*.d~"! with 240 working days per year (Cabanelas et al., 2013).
! Estimated based on the conversion rate of 0.6 L per kg of total carbohydrates (Cabanelas et al., 2013).
2 Estimated based on the conversion rate of 1 kg of fatty acid to 1 kg of biodiesel (Cabanelas et al., 2013).

Table 3

Vinasse composition after microalgae cultivation using flat-plate photobioreactors. Analysis of the supernatant of 3 days cultures of the strains Micractinium sp. Embrapa|LBA32 and
Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40 after 3 days of cultivation in 50% diluted vinasse or clarified vinasse. Results are presented as mean + error bars of triplicate
experiments (n = 3). One-way ANOVA with Tukey post-test was used to evaluate the differences (p-value <0.05). Different letter (a, b, c) means statistically different. N.D. (Not

detected. <5.0 mg-L™1).

50% Diluted Vinasse

100% Clarified Vinasse

Initial condition LBA#32 culture LBA#40 culture Initial condition LBA#32 culture LBA#40 culture
supernatant supernatant supernatant supernatant

Biochemical Oxygen 3.74 (£0.20)a 498 (+0.21)a 5.36 (£1.45)a 9.64 (+0.69)a 11.73 (£2.09)a 12.23 (£2.50)a
Demand (g-L™ 1)

Chemical Oxygen 8.93 (+1.45)a 12.08 (£0.25)a 13.38 (+2.51)a 22.65 (+2.64)a 26.85 (+0.78)a 27.98 (+0.32)a
Demand (g-L7")

Total organic carbon 13.14 (20.68)a 12.59 (£0.29)a 10.87 (£0.97)a 25.66 (£1.85)a 23.80 (¥1.95)a 24.42 (¥1.47)a
(gL

Nitrate 21.49 (+1.24)a 11.50 (£0.00)b 13.00 (£1.41)b 39.41 (+0.99)a 21.00 (+1.41)b 27.25 (+1.06)c
(mgL™)

Nitrite 0.10 (x0.01)a 0.07 (+0.01)a 0.09 (+0.01)a 0.15 (£0.02)a 0.27 (x0.06)a 0.27 (£0.04)a
(mgL™)

Ammoniacal nitrogen N.D. N.D. N.D. 9.25 (+2.52)a 5.63 (£0.88)a N.D.
(mgL™")

Phosphate 11.95 (¢0.35)a 11.45 (+2.05)a 21.20 (+4.53)a 18.47 (+3.29)ab 19.05 (+0.64)a 15.15 (£1.20)b
(mgL™")

Total potassium 1954.52 (+311.13)a 1368.00 (+223.45)a 1317.00 (¥151.32)a 2362.02 (+265.17)a 2996.00 (+82.02)ab 3092.00 (+53.74)b
(mgL™)

decrease in these metabolites contents leading to carbohydrates
and fatty acids productivities similar to those obtained in BBM cul-
tures (Table 2). This finding contributes positively to the economic
feasibility of using this wastewater for microalgae cultivation and
its use as feedstock for biodiesel or ethanol production (Table 2)
(Supplementary Table 2).

Carbohydrates comprise the second major fraction present in
algal biomass produced in vinasse-based media and could be used
for the production of ethanol (Chen et al., 2013) (Table 2). The results
of carbohydrate characterization also showed that the strains
Micractinium sp. Embrapa|LBA32 and C. biconvexa Embrapa|LBA40
accumulate mainly glucose-based carbohydrates when cultured in



H. Santana et al./Bioresource Technology 228 (2017) 133-140 139

100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -

MMM

Total carbohydrates (%)

10,00 -
0,00

BBM

e

100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00 A
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00

LI =

50% diluted vinasse

100% Clarified vinasse

Total carbohydrates (%)

20,00 -
10,00

e

0,00

50% diluted vinasse

100% Clarified vinasse

Fig. 3. Carbohydrate profile of the biomass obtained with the cultivation in air lift flat-plate photobioreactors. The biomass of the strains Micractinium sp. Embrapa|LBA32 (A) and
Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40 (B) cultured in BBM, 50% diluted vinasse and 100% clarified vinasse were analyzed for its carbohydrate profile. Were analyzed the
contribution of glucose (B), galactose (E3), mannose (M), ribose (M), myo-inositol (M) and Xylose + Arabinose ((I). Experiments were conducted in triplicates (n = 3) and the
results are presented as mean * error bars. Statistical analysis was performed comparing the three media formulations for each carbohydrate separately using One-way
ANOVA with Tukey post-test. Differences were considered significant if p-value <0.05. Different letters (a, b, c) means statistically different.

BBM or vinasse (Fig. 3). However, the cultivation in vinasse-based
media changed significantly the carbohydrate profile, especially in
clarified vinasse formulations, showing the decrease of glucose-
based carbohydrates and increase of galactose content for both
strains (Fig. 3). Both these sugars are fermentable and can be used
for ethanol production, for example, however most fermenting
microrganisms cannot metabolize galactose until the depletion of
glucose (De Vos and Hugenholtz, 2004). This can limit the applica-
tion at large scale of vinasse-produced biomass due to reduced over-
all productivity in fermentative processes (Kim et al., 2012). Factors
such as low nitrogen levels, alkaline pH and optimum CO2 supple-
mentation should be used in future studies aiming the optimization
of carbohydrate accumulation (Markou et al., 2012).

An alternative application of algal biomass (or its residual frac-
tion) in a sugarcane-ethanol plant would be the generation of
power through combustion. In this study, the algal biomasses
obtained have calorific values (Table 2) quite similar to that
observed for sugarcane bagasse, which is the usual source of bio-
mass for energy cogeneration in ethanol plants (Dias et al,
2011). However, it is important to highlight that the high water
content of algal biomasses can represent a major obstruction for
its utilization (Jin et al., 2014). Considering that an algal biomass
contains up to 60% of water, the specific heat capacity and latent
heat of vaporization of water must be considered. In this condition,
is possible to estimate that the calorific value of the algal biomass
obtained in this study with 60% of moisture is approximately
2054 cal-g~!, in which at least 19% (cal-g~!) of the biomass energy
would be necessary to evaporate the biomass water. Furthermore,

others factors such as boiler efficiency and steam cycle efficiency,
influence the overall efficiency of converting biomass energy in
electricity (Luk et al., 2013). Accordingly, the overall energy effi-
ciency obtained from Jin et al. (2014) when using algal biomasses
for power generation was around 30%. Therefore, future studies
focusing on techno-economic analyzes of the whole process,
including the kinetic modelling of microalgae growth, are required
to provide critical data on economic and environmental sustain-
ability of this alternative.

4. Conclusions

The isolation and screening of indigenous microalgae strains for
the capacity of growing in sugarcane vinasse, allowed the selection
of strains with high biomass productivity. The composition of algal
biomass produced in vinasse-based media revealed large yields of
proteins, carbohydrates and calorific power useful for industrial
application. In addition, after algal cultivation, the culture super-
natants could be recycled for sugarcane crop fertilization contribut-
ing to techno-economic feasibility of the biorefinery. However,
there are still issues related to the low light transmittance of
vinasse and the control of microbial contaminants in the culture
that will pose major challenges to future large-scale cultivation.
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Abstract In this paper we show that the absorption spec-
trum of the microalgae Nannochloropsis oceanica exhibits
changes in response to the modulation of incident light.
A model was used to analyze the contribution of different
active pigments to the total absorption in the photosynthet-
ically active radiation region and suggested consistent diel
oscillations in the optical activity of carotenoids.

Keywords Nannochloropsis - Absorption spectrum -
Carotenoids - Diel oscillations

Introduction

Photosynthesis is the main process of energy transformation
on our planet and its importance for life as we know is enor-
mous [1-4]. Photosynthetic organisms are at the very base
of almost all food chains and over the last 3 billion years
they have provided most of the molecular oxygen found
in the atmosphere [5]. Among many other photosynthetic
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organisms, microalgae stand out due to their relative sim-
plicity and variety [6]. They are ubiquitous in nature [7]
and their biodiversity represents a valuable resource for
the humankind [8, 9]. Over the last decades, thousands
of novel compounds have been harvested from microalgae
biomass, most of them unique products like carotenoids,
fatty acids, antioxidants, toxins, enzymes, polymers, pep-
tides, and sterols [10].

Among several species of microalgae described in the lit-
erature, the ones belonging to the Nannochloropsis genus
have been attracting increasing interest due to their promis-
ing biotechnology applications [11, 12] and to their high
lipid content and productivity. At the moment, their uses
range from an energy-rich food source to biofuel produc-
tion [13-19]. All the Nannochloropsis species consist of
non-motile cells with diameters of 2—5 micrometers and few
structural elements which do not present any distinct mor-
phological feature, being characterized mostly by genome
sequence analysis [20, 21]. They all have chlorophyll a, lack
of chlorophyll b and ¢, and are able to accumulate high lev-
els of carotenoids [22-25], which the presence of can be
detected by analysis of their absorption spectrum [26-28].
Notably, Nannochloropsis [29, 30] and other algae as well
[31, 32], have been observed to exhibit significant changes
in the optical activity of carotenoids with respect to chloro-
phyll a. These changes have been associated to a response
to nitrogen availability and fatty acid content.

In this paper we show that Nannochloropsis oceanica
exhibits changes in the optical activity of carotenoids with
respect to chlorophyll a also in response to modulation of
the incident light associated with the light/dark periods.
In the next sections, we present, describe, and model this
phenomenon, finally we discuss and conclude our analysis.

@ Springer
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Methods
Identification of the microalgae strain

A Nannochloropsis wild-type strain obtained from coastal
waters of Brazil was used in this study. For identification
of this microalgae, the total genomic DNA of the strain
was isolated from 30 mg of fresh algal biomass using the
cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) DNA extraction
protocol [33]. It was followed by PCR (polymerase chain
reaction) amplification of the rbcL DNA region using the
primers Fw_rbcL_192 (5’ - GGT ACT TGG ACA ACW
GTW TGG AC - 3') and Rv_rbcL_657 (5’ - GAA ACG
GTC TCK CCA RCG CAT - 3') [34]. The PCR products
were sequenced using a 3130 genetic analyzer (Applied
Biosystems) and the forward and reverse sequences
obtained were aligned and edited using Geneious 9.1 soft-
ware (Biomatters).

The identification of microalgae using only morphologic
data is not a precise method for distinguish species, espe-
cially for the strains that have high morphologic similarity.
However, the correct identification of a microalgae strain
has a crucial role in metabolic studies, since it is a diverse
group of microorganisms that have significant metabolic
differences among its species. To avoid misidentification
and to increase the speed of the process, the use of molec-
ular tools to identify species is an alternative to fulfill these
requirements. These tools identify regions in the organism’s
DNA that show very low variation rates in samples of the
same species. However, this region varies enough to iden-
tify if it is a different microorganism strain or species. For
microalgae, the marker rbcL shows these characteristics and
can be used with this purpose. The similarity analysis of the
consensus rbcL sequence using the BOLD systems resulted
in a top hit of 98.69 % for a Nannochloropsis oceanica
strain deposited in the BOLD database (Accession number:
HQ710610).

Experimental setup

We used a laboratory-scale automatized photobioreactor
to maintain 1-1 culture of Nannochloropsis oceanica in
a constant density, temperature, and salinity (107 & 103
cells/ml, 25 4+ 0.1 °C and 30 ppt, respectively) environment
for several days. The density was controlled by a dilution
system that works via feedback between an optical den-
sity module that measures the culture absorbance at 640
nm and a peristaltic pump with two heads that simulta-
neously add/remove the same amount of medium/algae on
the reactor whenever the absorbance increases beyond a set
point. The correspondence between absorbance at 640 nm
and the algae density was found to be linear by a previ-
ous calibration using a Neubauer chamber. The temperature

@ Springer

was controlled via feedback between a digital thermome-
ter immersed in the culture and thermoelectric modules
attached to the reactor vessel. Such a vessel consists of
a cylinder with a 4.5-cm radius made out of transparent
borosilicate glass. The culture was fed with Guillard’s {/2
growth medium [35] and aerated with CO»-enriched atmo-
spheric air (2000 ppm). The microalgae were kept under
12/12 light/dark cycles of cool white LEDs (6000 K and
~ 500 lumens at the glass wall). The culture growth dynam-
ics was monitored using pH and dissolved oxygen (DO)
probes, as well as the instantaneous growth rate (given by
the dilution rate). The absorption spectrum on the region
of the photosynthetically active radiation (400-700 nm)
was measured by a fiber-based CCD spectrometer together
with a stabilized tungsten-halogen light source (360-2600
nm). The ends of the optical fibers attached to the light
source and to the spectrometer are held together facing
each other by a Teflon ring, which is submerged in the
culture and defines an optical path of 5 mm in which the
microalgae can continuously flow through. The culture is
kept homogeneous by the airlift generated by the aera-
tion and by a magnetic stirrer located at the bottom of the
vessel.

Absorption spectrum

The absorption spectrum is represented as the sum of the
optically active pigment contributions over the time

A()"a t) = Cchl(t)Achl()") + Ccar(t)Acar()") + CO(I)AO()\)»
(D

where Ach and Acae represent the absorption spectra of
chlorophyll a and carotenoids, respectively. Ap represents

Table 1 Parameters for the Nannochloropsis absorption spectrum
according with Egs. 1 and 2

a A (nm) w (nm)
chl 0.731 4314 23.5
0.324 443.1 12.4
0.092 584.8 12.6
0.209 626.1 16.9
0.682 675.5 11.8
0.309 685.7 7.2
0.045 699.7 5.8
car 0.432 464.5 9.4
0.946 485.1 13.9
0 0.442 505.5 12.4
0.569 512.3 323
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Fig. 1 The Nannochloropsis 1.5
absorption spectrum and its
components according to Egs. 1, Nannochloropsis
2 and Table 1. In this figure, the 1 Chlorophyll a
contribution of each component Carotenoids
is shown using typical values of .0
the C coefficients found in our
experiment 1.0
< 4
0.5
0.0 v T T 7 T T —— T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750
% (nm)

all the remaining features of the spectrum. They are all ~ Results

represented as packages of Gaussian functions
1 Ahgi

_ 2
Aa() = agie 2 i), @)
i

where « stands for chl, car, and 0. The coefficients C, (¢)
give the contributions of « over time. The values of ay;, Ayi
and w,,; are given in Table 1. Figure 1 illustrates our model
for the Nannochloropsis oceanica absorption spectrum and
its components. This representation is very close to those
used to represent the absorption spectra of Nannochloropsis
sp. [26] and Nannochloropsis salina [27].

Fig. 2 a Experimental 1.5

Every five minutes pH, DO, density and the absorption
spectrum of the culture were obtained. The last one was cal-
culated through the transmittance of light from A=425 to
725 nm, with resolution of 0.5 nm, and the Beer-Lambert
law

I(A, 1)

AL 1) = —In RN

(©))

where I (X, t) is the radiant flux transmitted through the
algae culture at wave length A at time ¢, and [,,,(%) is the

absorption spectrum (3) and its a)
analytical representation (1). 1
Strong agreements as the one
shown for this single case were 1.04
found for all the obtained

— Fitting
Experimental data

spectra over time. b Absorption <
spectra during 72 h (in black). It
. 0.5
can be seen that the only region
where significant changes occur
lies around the absorption peak
of the carotenoids (in orange) 0.0
|b)
1.0
<

0.0

—— Spectra over time
Carotenoids

350

T T T T T T T T T T T T
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radiant flux transmitted at wave length A through the pure
growth medium. A curve fitting algorithm was used to find
the values for Ccp(?), Cear(¢) and Co(2), in Eq. 1, that best
adjust each one of the spectra obtained with Eq. 3 over
the time. Figure 2a compares one of the fitted curves to its
respective experimental data and shows a strong agreement
between both. Figure 2b presents all the spectra obtained
along the last 72 hours of the experiment. It can be easily
seen from this figure that the region around the absorp-
tion peak of the carotenoids is the only one that presented
significant changes over time.

The observed changes in the optical activity of
carotenoids with respect to chlorophyll a can be better
understood in terms of the Ccp(¢), Cear(2) and Co(¢) coeffi-
cient values. While Cp; and Cp remained constant and equal
to 1.16 and 0.53, respectively, Cc,r presented an oscillatory
pattern around 0.55. In Fig. 3 it is easy to see that such a
pattern follows the culture growth dynamics associated with
the 12/12 light/dark cycles.

Discussion

Consistent diel oscillations in the optical activity of
carotenoids were observed in the absorption spectrum of
Nannochloropsis oceanica. The exact mechanism behind
this pattern is yet to be understood. However, some assump-
tions about the phenomenon can be made. In particular, it
is known that pigments display a different absorption cross
section once they are packaged inside a cell. This can be
due to the non-linear dependence of absorption on pigment
concentrations, cell refractive index, cell size, or pigment
location within the cell [28]. Regarding these possibilities,
the question that rises is how the light modulation could
affect the biophysical mechanisms behind these features.
Particularly, changes in cell size due to growth and division
can also lead to variations in attenuation cross section [36].
However, such variations would be detected equally regard-
ing absorption due to carotenoids and chlorophyll a in a way
that their ratio should remain constant.

8.5 T T T T T T T T
] a)
8.0
s L L U
7.0
6.5
DO 1
6.0 1
} + } + } + t t } + t
-12
1.54 b)

10
2= 1.0 v A e ” £
@

= 6 S
% k=) 2
c = ©
27 05 -4 £

-2

0.0 } t } t } t 0
0574 ©)
0.56
§

@)
0.55
0.54 4

T T T

0 12 24

36 48 60

Elapsed time (hours)

Fig. 3 Diel patterns associated with the 12/12 light/dark cycles. a
Photosynthesis and respiration lead pH and dissolved oxygen (DO)
to have different equilibrium values during light and dark periods. b
Algae density was kept constant during the entire experiment due to the
dilution system that simultaneously add and remove the same amount
of medium and algae on the reactor whenever the density increased
beyond the set point (107 cells/ml). As expected, the presence of light
increases the amount of oxygen, decreases the CO; concentration
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(increasing the pH), and allows the algae to grow, as seen by the dilu-
tion rate (derivative of the dilution curve). During the dark periods,
the oxygen is no longer produced and the CO; is no longer consumed
(decreasing the pH), the dilution rate then equals zero. ¢ A consistent
diel pattern is observed for the optical activity of carotenoids. This
oscillatory pattern is slightly out of phase (approx. 2 h) with respect to
the light/dark cycles
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A possible cause for changes in the carotenoid absorp-
tion could be nitrogen starvation [29, 30]. This condition
would increase the carotenoids-to-chlorophyll absorption
ratio, similarly to what was observed during the light peri-
ods but, since the culture was grown in a continuous mode,
the insertion of medium would prevent such starvation.
Besides that, there is no nitrogen compensation during the
dark periods that could be responsible for the decreases of
C.ar values while there is no dilution of the culture. This
leads us to think that even if nitrogen could affect the values
of Ccar, that would not happen with an oscillatory pattern as
the one observed.

A more interesting cause for the observed oscillations of
carotenoids optical activity could be the non-photochemical
quenching (NPQ) processes that occur in almost all photo-
synthetic Eukaryotes. Reference [37] is a very good paper
on this subject. According to present understanding, these
processes help to regulate and protect the photosynthetic
apparatus from damage caused by reactive oxygen species
(ROS). NPQ involves conformational changes within the
PSII (Photosystem II) antenna and the activation of the
xanthophyll (oxygenated carotenoids) cycle triggered by
the decrease in lumen pH in excessive light. During the
light periods, the observed increase in C¢,r can be associ-
ated to the increase in the quantity of specific xanthophyll
species (antheraxanthin and zeaxanthin) inside a cell due to
a decrease in lumen pH. On the other hand, during the dark
periods, the process is reversed, decreasing Ccar.

Conclusions

A consistent diel pattern in the carotenoid optical activ-
ity was observed in a Nannochloropsis oceanica culture
cultivated in a controlled lab-scale photobioreactor. This
phenomenon seems to be related to NPQ processes. The
ability to measure in vivo such a pattern and its interpre-
tation could provide a valuable non-destructive monitoring
tool of how photosynthetic energy conversion works.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The development of efficient algae cryopreservation methods is pivotal to the establishment of long-term culture

Microalgae collections as well as algae breeding and genetic modification programs. However, the unpredictable responses

Cryoprotectants of distinct algal species to cryopreservation agents and protocols have hampered the standardization of universal

;fmrsl tc;mpome rotational design methods so far. The results presented in this study indicate that intrinsic biological factors (i.e.: cell morphology
orphotype

and phylogenetic origin) play a role in the definition of which culture age and cryoprotectant agent type and
concentration should be used to achieve successful cryopreservation. Through the use of Central Composite
Rotatable Design (CCRD) it was possible to define optimized protocols for cryopreserving three major mor-
photypic groups found among chlorophytes (i.e.: coenobium, coccoid or palmella forming strains). These op-
timized protocols were then validated upon fifteen strains from Sphaeropleales, Chlamydomonadales and
Chlorelalles clades. Analysis reveals that the use of DMSO as the sole cryoprotectant provided the highest post-
freezing cell viability recovery rates for 80% of the coccoid strains tested, while the combination of glycerol and
PEG400 allowed efficient cryopreservation of 100% of the coenobium and palmella forming strains evaluated. In
addition, results suggest that coenobium-forming strains have higher resistance to freeze/thawing when frozen
at mid-log phase of growth, while coccoid and plamelloid strains present higher survival rates when cryopre-
served at late-log phase. Such information is of valuable practical use since a simple visual inspection of algae
strain's predominant morphotype can guide the choice of the most suitable cryopreservation protocol.

1. Introduction

There is a growing interest in using microalgae for biotechnological
applications such as the production of biofuels, special oils, pigments,
polymers, animal feed and other bioproducts [1-4]. The green algae
taxon, Chlorophyta, comprise approximately 8000 described species of
single-celled or colonial photosynthetic organisms that are naturally
present in different aquatic and humid terrestrial ecosystems [5,6]. This
largely unexplored genetic diversity provides a major reservoir for
microalgae breeding programs. Pivotal to this task though, is the prior
establishment of long-term culture collections. Traditional algae culture
maintenance methods based on continuous subculturing in liquid or
solid media, however, are time-consuming, expensive and prone to
genetic drift and contaminations [7]. Therefore, procedures that can
provide long-term storage of microalgae, such as cryopreservation, are

the most suitable alternatives [8]. Indeed, low temperatures inhibit
chemical and physical processes and can maintain biological samples in
a metabolic inactive state for long periods of time [9]. However, it has
been reported that procedural steps, such as cooling rate, the type and
concentration of the cryoprotectant agent used and post-thawing steps,
as well as biological features, such as culture age, cell size and mor-
phology, can greatly influence the levels of cell viability recovery. This
occurs due to the distinct responses of complex biological systems to
cell damage caused by water loss and ice crystals formation during the
freezing process [7,10-12].

Relative success of the standardization of procedural steps such as
cell concentration, cooling rate and thawing protocols for a broad range
of algal species has been reported [8]. On the other hand, a universal
type and concentration of cryoprotectant agent (CPA) has not been
achieved so far [7,9,11,13-15]. CPAs promote cell viability by acting
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both extracellular and intracellularly. For example, cell permeable
cryoprotectants, such as dimethyl sulfoxide (DMSO), glycerol and me-
thanol, disrupt ice crystal formation intracellularly, while non-perme-
able agents, such as polyethylene glycol (PEG), induce cell dehydration
by promoting intracellular water efflux. Furthermore, synergies among
combined CPAs have also been observed for the cryopreservation of
some algal species when using double (sucrose + DMSO) or even triple
(DMSO + proline + ethylene glycol) mixtures [7-9]. Therefore, each
type of CPA (or CPAs mixture) appears to affect post-thawing cell via-
bility recovery differently according to the algal strain, suggesting that
intrinsic biological factors play a role in the efficiency of each type of
CPA. This study evaluated the correlation between biological factors
(i.e.: cell morphology and phylogenetic origin) and the efficiency of
distinct CPAs. The goal was to investigate whether strain morphology
typing could provide insights about CPAs efficiency thereby allowing
the development of cryopreservation protocols customized for major
chlorophyte groups.

2. Material and methods
2.1. Microalgae strains

Microalgae strains Desmodesmus  spinosus|LBA35,  Chlorella
sorokiniana|LBA39 and Chlamydomonas biconvexa|LBA40 were used in
the selection of cryoprotectants agents and on the cryopreservation
optimization experiments as representatives of three different mor-
photypes (i.e.: colonial coenobial, unicellular coccoid, colonial pal-
melloid) (Supplementary Fig. 1). Fifteen microalgae strains re-
presentative of each morphotype were selected from the Collection of
Microorganisms and Microalgae Applied to Agroenergy and
Biorefineries at Embrapa (Brasilia/DF-Brazil) and the subsequent va-
lidation of the optimized protocols was performed on all fifteen mi-
croalgae strains (Supplementary Table 1).

2.2. Microalgae cultivation

Microalgae were cultivated in erlenmeyers flasks (500 ml) with
300 ml of BG11 medium [16]. They were inoculated with optical den-
sity adjusted for 0.01 (O.D. 0.01, A = 680 nm) and kept under artificial
illumination of 100 uEm~2s~!, 12/12h light cycle, temperature of
30 °C, aeration of 10 Lh ™, for a period of 10 days. Biomass growth was
monitored through optical density (O.D.) readings at 680 nm.

2.3. Cryopreservation

Microalgae cell suspensions were adjusted (centrifuged and sus-
pended in fresh medium) to optical density equal to 1 (O.D =1/
A = 680 nm) immediately prior to cryopreservation for normalization
purposes. Aliquots of the cultures (1.5ml) were transferred to 2 ml
polypropylene cryotubes. Cryoprotectants (Glycerol, DMSO and PEG
400) were then added (or not, in the case of control samples) at con-
centrations of 10% (cryoprotectants agents screening assays) or in
concentrations ranging from 0 to 10%, in the case of the optimization of
microalgae cryopreservation protocols assays. The cryotubes were
subsequently placed in a freezing container (Mr. Frosty ™ Freezing
Container) which allows a cooling rate of approximately —1 °Cmin~".
The container was placed in ultra-freezer (—80 °C) and after 4h the
frozen cryotubes were removed from the container, placed in storage
boxes and stored in ultra-freezer at —80 °C. After 15 days, the cryotubes
were thawed by submersion in a 35 °C water bath for approximately
2min. Samples were centrifuged for 5min at 10,732g and the super-
natant discarded. The pellets were transferred to test tubes
(20 x 150 mm) and suspended in 3.5ml of fresh BG-11 medium. Cell
viability was measured immediately (0 h) and also 24 h after thawing.
For the measures taken 24 h after thawing, the tubes were maintained
in growth chambers under illumination cycles of 12h light/12h dark
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and temperature of 25 °C for 24 h.

Results were statistically evaluated by analysis of variance
(ANOVA), using the Tukey test at significance level of 5%, with the
software Statistica [17].

2.4. Cell viability assay

Cell viability was determined using TTC (2, 3, 5 -
Triphenyltetrazolium chloride) method. Traditionally, this method was
used in the determination of cell viability in plants and seeds [18-20],
but know is well consolidated also for algae studies [21-25]. The assay
is based on the activity of dehydrogenase enzymes, which catalyze re-
spiratory reactions in mitochondria. These enzymes reduce the TTC salt
(colorless) to formazan in living cells. The resulting formazan crystals
present red color and the color intensity is used to measure mi-
tochondrial activity and, consequently, cell viability, since the reduc-
tion of respiratory rates reflects the metabolic activity of the cells [20].
Cell viability was determined based on the absorbance (ABS) at 490 nm
of algal strains samples submitted to TTC method. Absorbance was
measured both before cryopreservation and after thawing. Cell viability
was calculated as shown:

Sample ABS 490nm (after thawing)

Cell Viability (%) = - * 100
Sample ABS 490nm (before cryopreservation)

@

In test tubes, 1.5 ml of each culture was homogenized in 3 ml of TTC
reagent 0.5% (w/v) and then incubated for 24 h in the dark at 28 °C.
After this period, 6 ml of ethanol 95% (v/v) was added to the tubes
which were then placed in boiling water for 10 min in order to release
the colored formazan compound. The material was then centrifuged for
5 min at 10,732 g for solids separation and the supernatant was used for
absorbance spectrophotometer readings at 490 nm. Cell viability was
confirmed by monitoring algal growth (optical density of the cultures at
680 nm), up to 15 days after thawing (data not shown).

2.5. Cryoprotectant agents screening

An initial screening using either two cell penetrating CPAs, glycerol
and DMSO, or one non-permeable CPA, polyethylene glycol 400
(PEG400), at 10% concentration was performed. Algal cells were frozen
after 9days of cultivation (stationary phase) and cell viability was
measured immediately (0h) after thawing and 24h post-thawing.
Results were statistically evaluated by analysis of variance (ANOVA),
using the Tukey test at significance level of 5%, with the software
Statistica [17].

2.6. Optimization of microalgae cryopreservation protocols

Cell viability after freezing/thawing was analyzed at three different
algal growth phases: mid-log phase (3rd day of cultivation), late-log
phase (6th day of cultivation) and stationary phase (9th day of culti-
vation). A Central Composite Rotatable Design (CCRD) was used to
investigate the effect of cryoprotectants - concentration ranging from 0
to 10% (v/v) (independent variables - Glycerol and PEG400 for D.
spinosus|LBA35 and C. biconvexa|LBA40 strains; DMSO and Glycerol
for C. sorokiniana|LBA39 strain) on viable cells recovery after freezing
(dependent variable). The CCRD approach was used because in this
method variables are analyzed simultaneously, thus it is possible to
verify and quantify synergistic and antagonistic effects. Moreover,
CCRD method employs a reduced number of experiments or repetitions,
considerably reducing human manipulation errors [26-28]. Therefore
the experimental strategy was composed of a 22 factorial design, five
levels of each independent variable, 4 axial points and 3 repetitions of
the central point, in a total of 11 experiments (Supplementary Table 2)
for each algal morphtype at each one of the three growth phase studied.
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The following polynomial equation was fitted to data:
Y =By + Bixi+ Byxo + Bxi® + Bpx® + Bpxixe (2)

where (3, are constant regression coefficients; y is the response (cell
viability %), and x; and x, are the coded independent variables. The
analysis of variance (ANOVA), determination of R? and the generation
of three-dimensional graphs were carried out using the software
Statistica [17]. The experimental validation was performed through the
comparison between the cell viability of samples frozen for 15 days and
6 months under optimized conditions against the cell viability obtained
for samples frozen in the absence of cryoprotectants. Results were
statistically evaluated at significance level of 5% through the interface
Experimental Design (DOE) followed by analysis of variance (ANOVA),
using the software Statistica [17].

3. Results and discussion
3.1. Cryoprotectant agents screening

The core hypothesis empirically investigated in this study is that
intrinsic biological factors (i.e.: algal cell morphology and phylogenetic
origin) are major determinants for the efficacy of distinct cryopre-
servation protocols. In order to address this issue, three distinct mi-
croalgae strains were initially tested: the coenobia forming strain
Desmodesmus spinosus|LBA35, the unicellular coccoid strain Chlorella
sorokiniana|LBA39 and the palmella forming strain Chlamydomonas
biconvexa|LBA40 (Supplementary Fig. 1).

The results of the cryoprotectant agents screening is presented in
Fig. 1. These two measurements (immediately after thawing (A) and
24 h post-thawing (B)) were used because they allow the quantification
not only of algal resistance to freezing/thawing but also cell viability
recovery, since some CPAs can be toxic to certain algal strains [7].
Quantification of algal cells viability after cryopreservation is often
performed through plating and counting of colony forming units
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Fig. 1. Analysis of cryoprotectants agents efficiency: After 9 days of cultivation
cells from strains D. spinosus|LBA35, C. sorokiniana|LBA39 and C.
biconvexa|LBA40 were frozen without CPA (), with 10% glycerol (H), 10%
DMSO () or 10% PEG400 (D). Cell viability was measured at 0 h (A) and 24 h
(B) after thawing. Different letters indicate significant differences (p < 0.05)
according to Tukey's tests. Data shown is the mean + SD, n = 3.
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[8,9,29,30]. However, this method is laborious, time-consuming and
known to be error prone [30,31]. Therefore, the method of choice for
this study was based on the reduction of 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) to water-insoluble reddish formazan salts by enzymes of
the respiratory chain, a measure of cell mitochondrial activity and
viability of eukaryotic organisms that has been used for decades [20].
This method allows the rapid quantification of algal cells viability
through simple spectrophotometric absorbance measurements.

Fig. 1 shows a higher cell viability recovery for strains D. spino-
sus|LBA35 and C. biconvexa|LBA40 after cryopreservation in the pre-
sence of glycerol and PEG400. In contrast, DMSO, promoted higher
cryoprotectant effect for C. sorokiniana|LBA39 (Fig. 1B). It is important
to highlight that algal strains were not only physiologically active but
also capable of cell division as observed by visual inspection of algal
cultures growth up to 15days post-thawing (Data not shown). Re-
presentative pictures of algal growth recovery post-thawing, either
before or after the addition of TTC, are shown (Supplementary Fig. 2).

The variable efficiency of CPAs according to algal strain was ex-
pected and has been reported previously [7,8,13,32]. The higher via-
bility recovery obtained using glycerol and DMSO for the cryopre-
servation of C. sorokiniana|LBA39, however, contrasts with the results
reported by Nakanishi et al. [9], that did not observe significant cryo-
protectant effect when using glycerol and DMSO upon Chlorella strains.
It is important to highlight though, that the CPAs concentrations used in
that study were lower (i.e. 2.5-5%) than the concentrations of 10%
used in here. On the other hand, studies from Crutchfield et al. [33] and
Yang & Li [34] reported low efficacy of DMSO as a CPA for Chlamy-
domonas strains, corroborating the results shown for C. biconvex-
a|LBA40 (Fig. 1).

3.2. Optimization of algal cryopreservation protocols

The effect of culture age in cryopreservation tolerance has been
reported as variable among different algal strains [29,35-37]. For ex-
ample, reference algae collections, such as UTEX Culture Collection of
Algae, Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) and Culture
Collection of Autotrophic Organisms (CCALA), recommend cells to be
frozen during log phase of growth. In contrast, however, increased re-
sistance to cryopreservation has been observed for older cultures (sta-
tionary phase) of Nannochloropsis gaditana, Chaetoceros gracilis, Tetra-
selmis chuii and Chlorella vulgaris [29,30]. Furthermore, Osorio et al.
[35], Piasecki et al. [36] and Salas-leiva & Dupré [37] reported higher
cell viability recovery in experiments performed during late-log growth
phase.

In order to investigate the influence of algal growth phase on cell
viability recovery post-thawing, as well as to optimize cryoprotectant
agents efficiency, D. spinosus|LBA35, C. sorokiniana|LBA39 and C.
biconvexa|LBA40 strains were submitted to cryopreservation based on
experimental planning using central composite rotatable design (CCRD)
(Supplementary Table 2). The two most efficient CPAs previously
screened for each strain (Fig. 1) were used upon cells derived from
cultures in the following growth phases: mid-log phase (3rd day), late-
log phase (6th day) and stationary phase (9th day) (Supplementary
Fig. 3). The post-thawing cell viability results (Supplementary Table 3)
were used to calculate regression coefficients and the determination
coefficients (R?) of the coded second order polynomial equations of
each strain using cells frozen at the three distinct growth phases
(Supplementary Table 4). It is possible to verify significant synergistic
effects (p < 0.05) among the studied CPAs (Supplementary Table 4).
After the elimination of non-significant factors (NS), the analysis of
variance (ANOVA) and the F test were performed in order to verify the
significance of the regressions obtained and possible lack of fit of the
models (data not shown), at confidence level of 95%. It can be observed
that strain D. spinosus|LBA35 presents highest post-freezing cell viabi-
lity recovery rates when microalgae cells were cryopreserved during
mid-log growth phase (3rd day of cultivation) (Supplementary Table 3).
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Fig. 2. Response surface and contour plots for D. spinosus|LBA35 strain: After 3 days of cultivation, cells from strain D. spinosus|LBA35 were frozen in the presence of
glycerol (0-10% v/v) and PEG 400 (0-10% v/v). Cell viability recovery was measured at O h (A) and 24 h (B) after thawing.

On the other hand, for C. sorokiniana|LBA39 and C. biconvexa|LBA40
strains, cells frozen during the 6th day of culture (late-log phase) pre-
sented the highest post-thawing viability recovery rates (Supplemen-
tary Table 3).

Fig. 2 shows the response surfaces and contour plots based on the
cell viability recovery values obtained for D. spinosus|LBA35 strain
cryopreserved during mid-log growth phase (3rd day of cultivation) in
the presence of different concentrations of the glycerol and PEG 400.
Cell viability was significantly affected by glycerol and the PEG 400
concentrations, ranging from 3.9 to 20.75% and from 3.11 to 49.62%,
Oh and 24h after thawing, respectively. Viability recovery rates in-
creased as the experimental conditions approached the agents' midpoint
(i.e., 5% glycerol +5% PEG 400) reaching approximately 21% at O h
and 50% at 24 h after thawing. It is possible to hypothesize that the
synergistic effect of glycerol, a cell permeable CPA, and PEG400, a non-
permeable CPA, is due to the complementary effect of both agents on
the disruption of intracellular ice crystals and promotion of cell dehy-
dration, respectively [7-9].

Fig. 3 shows the response surfaces and contour plots based on the
cell viability recovery values obtained for C. sorokiniana|LBA39 strain
cryopreserved during late-log phase of growth (6th day of culture) at
the different concentrations of glycerol and DMSO. In Fig. 3A it is
possible to observe that the highest cell viability recovery rates con-
centrate around the central point. However, a shift towards 0% of
glycerol concentration can be observed at cell viability recovery mea-
sures 24 h after the thawing (Fig. 3B). This decrease in cell viability
recovery rates in the presence of glycerol 24 h after thawing suggests
that this CPA might be toxic to C. sorokiniana [LBA39. Therefore, there
seems to be an optimum range trend for the cryopreservation of C.
sorokiniana|LBA39 strain, between 6.7 and 9.7% of DMSO in the ab-
sence of glycerol. This result is in agreement with the reported by
Morris [38], who observed increased cytotoxicity for Chlorella strains as
a function of increased glycerol concentrations. Study from Tzovenis

et al. [39] also corroborates the efficiency of DMSO as a CPA for the
cryopreservation of Chlorella species. In addition, the non-synergistic
effect of DMSO and glycerol might be related to the fact that both CPAs
act intracellularly disrupting ice crystal formation in a similar/re-
dundant mode of action [7,8].

Cryopreservation of C. biconvexa|LBA40 was performed using late-
log phase cultures (6th day of culture) in the presence of different
concentrations of glycerol and PEG 400 (Fig. 4). It can be observed that
the central conditions of the used cryoprotectants (i.e.: 5% glycerol
+5% PEG 400) led to higher cell viability recovery reaching over 70%
at 24 h post-thawing (Fig. 4).

To our knowledge, this is the first report to describe the use of
Central Composite Rotatable Design (CCRD) to study algae cryopre-
servation. This approach is very useful since it allows empirical testing
of interactions among different variables using a reduced set of re-
plicates [26-28]. Nonetheless, there are several reports that describe
that the combination of different CPAs promotes greater efficiency in
cell recovery compared to the use of each one individually [9,40,41].
Bui et al. [8] evaluated the recovery of 19 strains of microalgae frozen
with DMSO or sucrose or the combination of both agents. The effect of
sucrose as the sole CPA yielded low cell viability recovery (< 10%).
DMSO used alone had a significantly higher cryoprotectant effect (68%
of the strains were recovered and exhibited viability of ~40%). On the
other hand, the combined use of sucrose and DMSO produced an im-
provement both in terms of the number of strains recovered (100%
success) and also in cell viability (~55%). Nakanishi et al. [9], when
examining the cryoprotectant efficiency of DMSO, glycerol and ethy-
lene glycol in strains of C. vulgaris, N. oculata and T. tetrathele, observed
little or no cell survival when the agents were used individually.
However, the mixture of these CPAs with sorbitol or proline produced
beneficial effect for all strains tested. Chong et al. [41] tested either
MeOH individually or mixed with sucrose for the cryopreservation of
dinoflagellates and found that the combination of both also increased
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Fig. 5. Experimental validation of the optimal conditions obtained by CCRD: Optimal formulations indicated by CCRD were applied to the strains D. spinosus|LBA35
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post-thawing cell viability recovery.

3.3. Validation of optimized cryopreservation conditions

The response surfaces and contour plots presented reveal the ex-
istence of a region (not a single point) with a high percentage of cell
viability recovery after freezing/thawing (Figs. 2 to 4). Therefore, the
optimal CPAs combination for cryopreservation of D. spinosus|LBA35
and C. biconvexa|LBA40 strains can be defined as 5% glycerol +5%
PEG 400 (Figs. 2 and 4). While for C. sorokiniana|LBA39, the optimal
CPA concentration can be defined as 7% of DMSO, using as a criterion a
lower concentration of cryoprotective agent within the region of max-
imum cell viability recovery (6.7% to 9.7% - Fig. 3). In order to validate
these definitions, D. spinosus|LBA35, C. biconvexa|LBA40 and C. sor-
okiniana|LBA39 were cryopreserved using the aforementioned optimal
conditions for periods of 15days and 6 months (Fig. 5). It can be ob-
served that these optimized conditions resulted in statistically sig-
nificant (p < 0.05) improvements in cell viability recovery for all three
strains (Fig. 5). Furthermore, the robust recovery of cell viability ob-
served after 6 months of cryopreservation (Fig. 5C and D) suggests that
long term storage using the optimized conditions described in here
should be possible. However, it must be highlighted that the tempera-
tures of —80 °C used in this study might reduce viability of materials
stored for longer periods of time (i.e.: over 6 months). Therefore, sto-
rage in liquid nitrogen (—196 °C) is recommended for long term pre-
servation [9,12,42]. Indeed, successful cryopreservation of algae strains
in liquid nitrogen for up to 15 years has been reported [9,42].

In order to verify if the optimized conditions (i.e.: culture age and
CPAs type/concentration) obtained for D. spinosus|LBA35, C.
biconvexa|LBA40 and C. sorokiniana|LBA39 could be applied to other
algae species, subsequent experimental validation was performed upon
an additional subset of 12 algal strains (Fig. 6). This subset of algal
strains comprises four strains of each of the three morphotypes studied
(i.e.: coenobial, coccoid and palmelloid). All 12 strains (100%) could be
successfully cryopreserved (Fig. 6) and the post-thawing cell viability
recovery rates obtained were similar to those observed in CCRD ex-
periments using D. spinosus|LBA35, C. biconvexa|LBA40 and C.

sorokiniana|LBA39 strains (Figs. 2-4). Furthermore, it is possible to
observe a correlation between the efficiency of the cryoprotective
agents and the algal cell morphology (Fig. 6). Indeed, all the coenobial
and palmelloid strains had statistically (p < 0.05) higher rates of cell
recovery in the presence of 5% glycerol +5% PEG 400 (Fig. 6A-B and
E-F). In addition, 7% of DMSO presented a cryoprotective effect equal
to or greater than the 5% glycerol + 5% PEG 400 combination for 3 out
of 4 coccoid strains analyzed (Fig. 6C-D). Only Desmodesmus sp.|LBA36
presented higher cell viability recovery when cryopreserved in the
presence of 5% glycerol +5% PEG 400 (Fig. 6C-D). It is important to
highlight though that efficient cryopreservation of this strain was also
achieved using 7% of DMSO (Fig. 6C-D — Black bars).

The data displayed in Figs. 6 and 7 suggest that both cell morpho-
type and strain phylogenetic origin exert significant influence on the
success of cryopreservation. This perception becomes more evident by
observing the response to cryopreservation of certain coccoid strains
where morphotype and phylogenetic signals seems to “overlap” (i.e.:
strains Desmodesmus sp.|LBA36, Scenedesmus ellipticus|LBA61 and Sce-
nedesmus ellipticus|LBA77) (Fig. 7). In such cases, either 7% DMSO or
5% glycerol +5% PEG 400 were capable of providing efficient cryo-
protection (Fig. 6). The strains Desmodesmus sp.|LBA36, Scenedesmus
ellipticus|LBA61 and Scenedesmus ellipticus|LBA77 exhibit coccoid mor-
phology when cultivated in the laboratory, even though the prototypic
morphology of the genera Desmodesmus and Scenedesmus is a coeno-
bium colony. Recently, several coccoid green microalgae previously
assigned to Chlorellales have been reassigned to other taxa, including
Sphaeropleales, based on novel evidence from DNA-based identification
studies [43-45]. The definition whether morphotype or phylogeny is
the main driver in the definition of cryopreservation parameters (i.e.:
CPAs type/concentration and culture age), however, remains an issue
to be pursued further.

4. Conclusions

The results presented in this study indicate that intrinsic biological
factors (i.e.: cell morphology and phylogenetic origin) are determinants
of which culture age and cryoprotectant agent type and concentration
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Fig. 6. Validation of optimized conditions obtained by CCRD: Four coenobial strains (a-b), 4 coccoid strains (c-d) and 4 palmelloid strains (e-f) were frozen without
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should be used to achieve successful cryopreservation. Indeed, the use
of rotational central composite design made possible the optimization
of protocols for cryopreserving three major morphotypic groups found
among chlorophytes (i.e.: Coenobium, coccoid or palmella forming
strains). Although a single universal cryopreservation method for all
chlorophytes has not been achieved yet, the information provided here
is of valuable practical use since the rapid inspection of algae strain's
predominant morphotype can guide the choice of the most suitable
cryopreservation protocol.
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Fig. 7. Relationship among the strain phylogeny, morphology and most efficient cryopreservant agent: The phylogenetic tree was inferred using the General Time
Reversible method based on dataset of 135 aligned positions of 15 nuITS2 marker nucleotide sequences. For the analysis, the GTR model with invariable sites (I) and
gamma distribution shape parameter (G) (GTR + G + I) was chosen. The bootstrap values (1000 replicates) are shown next to the branches. The strains” taxonomic
assignment, morphology and most efficient CPA are shown.
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