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Resumo

Microalgas sdo organismos fotossintéticos que realizam biofixacdo de CO2 e produzem
compostos de alto valor agregado a partir da biomassa de seu cultivo. Existem espécies
capazes de liberar metabdlitos extracelulares com perspectiva de aplicagdo, porém,
somente a biomassa é processada para obtencdo desses produtos. Enquanto isso, grandes
volumes de meios de cultivo permanecem inexplorados. A otimizagcdo dos meios de
cultivo de microalgas, tém como foco as fontes de nitrogénio e a selecao de espécies mais
promissoras, como a Chlorella sorokiniana. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo, analisar o impacto do cultivo em diferentes fontes de nitrogénio combinadas, na
producéo de compostos extracelulares. Foram utilizados quatro meios de cultivo, BG11
como controle; um meio com a principal fonte de nitrogénio sendo a Ureia (BGU), um
meio com a principal fonte de nitrogénio sendo o nitrato de potassio (BGK) e um meio
com trés fontes de nitrogénio combinadas: ureia, nitrato de potassio e nitrato de aménio
(BGCON). O crescimento das culturas foi monitorado por densidade Optica, contagem de
células e pesagem da biomassa seca. A deteccdo dos compostos foi feita utilizando
cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas. Os metabolitos foram
identificados por comparagdo dos espectros de massas utilizando a biblioteca NIST e
quantificados utilizando o software MetAlign. A ureia (BGU) foi a fonte mais eficaz de
nitrogénio para o crescimento em comparagdo com 0 meio controle no intervalo entre 0s
dias 1 ao 8. Dentre os nove compostos com diferencas significativas que foram
identificados dentre todas as analises, trés deles foram &cidos graxos: acido propanoico,
acido hexadecanoico (palmitico) e 4acido octadecandico (estearico). O perfil de
metabolitos dos meios BG11 (controle) e BGK é formado em sua maioria de &cidos
graxos, um fato que ja é bastante citado na literatura, sendo que, um desses compostos foi
o0 &cido linolénico (C18:3), popularmente conhecido como émega-3, que foi secretado no
meio BG11. Os resultados desse estudo mostraram que independente do meio, o perfil de
crescimento da espécie foi muito similar, assim pode-se observar como C. Sorokiniana é
uma espécie capaz de se adaptar a diferentes condi¢fes. Além disso, houve a confirmacéo
que BGK pode ser um bom meio de cultivo para essa espécie, tanto para obtencdo de
biomassa seca, quanto para tracar perfis metabolicos, uma vez que o maior numero de
compostos com diferencas significativas foi encontrado comparando este meio com o
controle (BG11). Estudos posteriores poderdo apresentar a producdo em larga escala de
biomassa ou de algum dos compostos identificados neste trabalho, utilizando a espécie e
0s meios descritos. No futuro, os outros compostos poderdo ser identificados,
quantificados e possuir importantes aplica¢6es biotecnoldgicas.

Palavras-chave: microalgas; Chlorella sorokiniana; metabolitos extracelulares;

cromatografia gasosa.



Abstract

Microalgae are photosynthetic organisms capable of biofixing CO2 and producing high
value compounds from the biomass in their cell growth. Some species can release
extracellular metabolites with potential applications, but only the biomass is processed to
obtain these products. Meanwhile, huge volumes of cell growth-medium remain
unexplored. Microalgae’s growth-medium optimization is focussed on nitrogen sources
and the selection of most promising species, like Chlorella Sorokiniana. Therefore, the
present study aimed to analyse the impact of C. Sorokiniana’s growth under a mixture of
three nitrogen sources combined in the production of extracellular compounds. Four
culture media were used: the species standard (BG11) as control; a culture with urea
(BGU) as the main nitrogen source, a culture with potassium nitrate (BGK) as the main
nitrogen source, and a culture with a mix of urea, potassium nitrate and ammonium nitrate
(BGCON) as the main nitrogen source. Culture growth was monitored using optical
density, cell Count and weighing the dry biomass. Compound detection was done using
gas chromatography in conjunction with mass spectrometry. Metabolites were identified
by comparing them to mass spectra using the NIST Research Library and were then
quantified using the MetAlign software. Urea (BGU) was the most effective nitrogen
source for growth compared to the control medium in the range from day 1 to day 8.
Among the nine compounds with significant differences identified in all analyses, three
of them were fatty acids: propanoic acid, hexadecanoic acid (palmitic acid), and
octadecanoic acid (stearic acid). The metabolite profile of BG11 (control) and BGK
media was primarily composed of fatty acids, a fact that is well-documented in the
literature. One of these compounds was linolenic acid (C18:3), popularly known as
omega-3, which was secreted in the BG11 medium. The results of this study showed that
regardless of the medium, the growth profile of the species was very similar, indicating
that C. Sorokiniana is a species capable of adapting to different conditions. Furthermore,
it confirmed that BGK could be a good culture medium for this species, both for obtaining
dry biomass and for tracing metabolic profiles, as the greatest number of compounds with
significant differences was found when comparing this medium to the control (BG11).
Subsequent studies may present the large-scale production of biomass or some of the
compounds identified in this work using the species and the described media. In the
future, other compounds may be identified, quantified, and have important
biotechnological applications.

Key-words: Microalgae; Chlorella Sorokiniana; Metabolites; Extracellular; Gas

Chromatography.
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1. Introducéo

Microalgas sdo encontradas especialmente no ambiente marinho, no solo e em
agua doce, sendo encarregadas ao menos por 60% da producéo primaria do planeta Terra
(HENRY, 2004). Nao ha valor taxonémico no termo “microalga” devido a enorme
variabilidade que ha entre esses organismos, que podem ser (incluindo as cianobactérias)
unicelulares ou multicelulares bem como autotréficos ou heterotroficos (LIU;
POHNERT; WEI, 2016). As autotroficas sdo organismos fotossintéticos, sendo assim,
utilizam a energia solar, dioxido de carbono e nutrientes inorganicos para fabricar
carboidratos, proteinas, lipidios, entre outros compostos importantes. Em contrapartida,
as heterotroficas sdo capazes de crescer sem a presenca de luz, utilizando como fonte
exogena de carbono apenas substratos organicos comuns, como glicose ou glicerol (LIU
et al., 2016).

A crescente atencdo ao estudo de microrganismos como as microalgas, ocorre
devido a influéncia desses organismos em diferentes cadeias troficas e ao seu grande
potencial biotecnolégico, em funcdo da perspectiva de aplicacdo comercial de produtos
especificos em diversas areas (DERNER et al., 2006; GROBBELAAR, 2004). Sob
determinadas condigdes, é possivel obter biomassa com elevada densidade celular,
contendo fragdes abundantes de compostos de alto valor, como pigmentos, acidos graxos,
vitaminas, proteinas e polissacarideos (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

A producdo de compostos baseada em biomassa de microalgas tem sido
vastamente aplicada desde a industria de alimentos a produtos quimicos de elevado valor
da industria farmacéutica, como por exemplo, farmacos com atividades anti-inflamatoria,
anti-infecciosa e anticancer (PIGNOLET et al., 2013; PULZ; GROSS, 2004; ROMANO
et al., 2017). H&a também aplicacGes na industria de cosméticos, como por exemplo os
polissacarideos de cianobactérias e oligopeptideos de extratos de Chlorella sp. (GUERIN;
HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003; RAJA; HEMAISWARYA; RENGASAMY, 2007).
Além disso, também h4 interesse na producdo de biocombustiveis utilizando microalgas
oleaginosas para suprir a demanda mundial por energias renovaveis (DOAN;
SIVALOGANATHAN; OBBARD, 2011). Nessa perspectiva, tém-se cultivado
microalgas com o objetivo de produzir biomassa para obter compostos naturais com alto
valor comercial. Apesar da popularidade do cultivo comercial de microalgas ter
aumentado, somente a biomassa é processada para obtencdo desses produtos (LIU;

POHNERT; WEI, 2016).
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Enquanto isso, grandes volumes de meio derivados do cultivo desses organismos,
permanecem inexplorados apds a retirada da biomassa das culturas (LIU; POHNERT;
WEI, 2016), ainda que se tenha conhecimento de que h&d uma série de microalgas que
podem liberar numerosos metabolitos extracelulares (BERRY, 2008; DE JESUS
RAPOSO; DE MORAIS; DE MORAIS, 2013).

Os metabolitos extracelulares secretados por microalgas detém um importante
papel ecoldgico, uma vez que as microalgas marinhas secretam uma porcdo de
substancias organicas dissolvidas, que s@o utilizadas como fontes de energia por
organismos heterotrofos em interagfes simbidticas entre algas e bactérias, por exemplo
(NALEWAIJKO; LEE; FAY, 1980). Tais interacdes ocorrem entre microalgas e outros
microrganismos e alguns desses compostos alelopaticos de microalgas podem ter
aplicacOes biotecnolégicas como bioherbicidas ou agentes de biocontrole (GANTAR et
al., 2008). Ademais, existem possibilidades promissoras de aplicagfes na industria
farmacéutica de alguns polissacarideos extracelulares que possuem bioatividades como
atividade antitumoral, anti-inflamatoria e antiviral (DE PHILIPPIS; COLICA;
MICHELETTI, 2011). Sendo assim, os metabolitos extracelulares de microalgas
possuem perspectiva de aplicacdo comercial em diversas &reas como, alimentos,
cosmeéticos e industria farmacéutica (LIU; POHNERT; WEI, 2016).

A literatura dispbe de investigacOes focadas na identificacdo de metabdlitos
extracelulares produzidos por determinadas espécies sob determinadas condigdes, como
Exopolissacarideos (grupo de importantes biopolimeros de alto peso molecular),
exoenzimas como fosfatases alcalinas e proteases, fenoloxidases, acidos organicos,
acidos graxos e produtos alelopaticos como os alcaldides. No entanto, as vias
biossintéticas de tais compostos sdo desconhecidas até entdo. Além disso, 0s mecanismos
de transporte encarregados da secrecdo desses metabolitos também permanecem
inexplorados (LI1U; POHNERT; WEI, 2016).

Dentre as diversas estratégias para otimizar a producdo de compostos, hd muito
interesse na selecdo e caracterizagdo de espécies mais promissoras e no aprimoramento
de condicdes de cultivo (RIBEIRO et al., 2020; VIGEOLAS et al., 2012). Alguns estudos
demonstraram que a microalga Chlorella sorokiniana é capaz de se adaptar a condi¢des
artificiais (STEFANO et al., 2014). Essa espécie faz parte do filo Chlorophyta e pode
crescer de forma autotrofica, heterotrofica e mixotréfica, bem como em diferentes fontes
de nitrogénio e carbono (BOHUTSKYI et al.,, 2016; DE-BASHAN et al., 2008;
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RAMANNA et al., 2014). Ademais, estudos mostram que esta espécie é altamente capaz
de produzir metabdlitos extracelulares como agUcares, proteinas e obter um rendimento

elevado de 6leos em condigdes distintas de cultivo (NAABB, 2014).

Com o objetivo de otimizar as condigfes de cultivo, diversas fontes de
macronutrientes sdo investigadas. Um dos macronutrientes de maior importancia para a
cultura de microalgas € o nitrogénio, em virtude de ser indispensavel para sintese proteica,
acidos nucleicos e pigmentos. Dentre os compostos que podem ser utilizados como fonte
de nitrogénio para meios de cultura de microalgas, estdo os sais de nitrato, a ureia e
amoénia (ARUMUGAM et al., 2013). Os sais de nitrato, usualmente sdo a Unica ou
principal fonte de nitrogénio de meios de cultura sintéticos como o BG11, que é
comumente utilizado em pesquisas com Chlorella. O nitrato é assimilado pelo
transportador NRT2 (CHARRIER et al., 2015) e entdo € reduzido a nitrito pela enzima
nitrato redutase. Posteriormente é transportado para o cloroplasto e entdo reduzido a
amonio por meio da enzima nitrito redutase. Entdo o amonio € associado aos aminoacidos
por meio do ciclo GS-GOGAT (CASPI et al., 2016).

Alem dos sais de nitrato, a ureia também foi descrita como uma fonte de
nitrogénio importante para a cultura de microalgas. A molécula de ureia € composta por
uma porcentagem maior de nitrogénio do que outras fontes, possui um baixo custo e tem
apresentado eficiéncia na nutricdo de plantas (ARUMUGAM et al., 2013). Para ser
metabolizada por microalgas, a ureia é conduzida para a célula pelo transportador DUR3
(PINTON; TOMASI; ZANIN, 2016) e hidrolisada pelas enzimas ureia carboxilase e
alofanato hidrolase. Entéo, ocorre a liberacdo de moléculas de amoénio (NH4+) e uma
molécula de dioxido de carbono (CO2) em um processo que demanda ATP, Mg2+ e
K * (CASPI et al., 2016; RIBEIRO et al., 2020). Rosa et al. (2023) relataram que ocorre
geragédo de HCO3- pelo metabolismo da ureia em C. reinhardtii e que esse composto pode
ser utilizado como fonte de C para fotossintese em condicdes de cultivo mixotroficas

dessa espécie. Sendo assim, esta associado a maior producdo celular e de biomassa.

Para aprimorar e redirecionar a producdo de biomassa e compostos de interesse,

a quantidade e a fonte molecular de nitrogénio utilizadas podem ser alteradas. Quando
esse macronutriente é fornecido adequadamente, o resultado tende a ser uma ampliacdo
da producdo de biomassa e de compostos, enquanto procedimentos que envolvem
limitacdo de nitrogénio afetam de forma negativa a maquinaria fotossintética e
consequentemente o crescimento (LI et al., 2016). Existem estudos com o uso de fontes
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de nitrogénio testadas separadamente, além de testes com fontes misturadas, como
amonio e nitrato ou ureia e nitrato (LIN; LIN, 2011; SOARES et al., 2018). Um estudo
realizado por Xu et al. (2001) demonstrou que a microalga marinha Ellipsoidion sp teve
um crescimento mais acelerado com aménio como fonte de nitrogénio em comparagao
com o nitrato durante a fase pré-logaritmica e que a alga cresce pouco com ureia como
Unica fonte de nitrogénio. Além disso, mostrou que o meio contendo amdnio obteve um
rendimento maior de lipidios, porém a taxa maxima de crescimento ocorreu em meio
contendo nitrato de sodio. Ademais, um estudo mais recente realizado por Yodsuwan et
al. (2017) constatou que uma espécie de diatomacea marinha (Phaeodactylum
tricornutum) apresentou um maior percentual de lipidios em condicdes de cultivo com
menores concentracdes de nitrogénio em comparacdo com concentragdes mais altas.
Ribeiro et al. (2020) demonstraram que C. sorokiniana cultivada em meio BGU
apresentou teor de proteina, acucar soltvel e carotenoides relativamente superior aquelas
cultivadas usando meio BG11. Contudo, ainda nao foi realizado um estudo do impacto
do cultivo de C. sorokiniana em uma mistura de trés fontes de nitrogénio, incluindo dois

sais de nitrato e ureia combinados na producédo de compostos extracelulares.

Uma das técnicas utilizadas para aprimorar a producdo de compostos de interesse
é a geracdo de mutantes de microalgas que apresentam maior rendimento em comparacgéo
com as cepas selvagens (LIU; POHNERT; WEI, 2016; VIGEOLAS et al., 2012).
Experimentos realizados por de Jaeger et al. (2014) com radiagdo UV, mostraram
mutantes promissores da microalga verde oleaginosa Scenedesmus obliquous que foram
selecionados utilizando coloragdo com vapor de iodo e aumentaram a produtividade de
acido graxo total (TFA) em até 41% sem mudancas consideraveis na producdo de
biomassa. Um estudo também utilizando tratamento UV, porém em cianobactérias
(Chlorogloeopsis fritschii), realizado por Kultschar et al. (2019) avaliou as modificagdes
nos niveis de metabolitos intra e extracelulares de baixo peso molecular e mostrou que
houve uma reducdo consideravel nos metabolitos intracelulares que estdo relacionados ao
metabolismo de carbono e nitrogénio. Além disso, outro estudo, dessa vez utilizando
técnicas de mutagénese induzida por feixe de elétrons (KIM et al., 2014b) na microalga
Arthrospira platensi, revelou dois mutantes que detinham niveis aumentados de producao
de lipidios em comparacdo com a cepa selvagem da microalga, também sem mudancas
substanciais no seu desenvolvimento. Tal secrecdo de compostos que ocorre durante o

crescimento de microrganismos, é frequentemente correlacionada com mudancas no pH
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do meio, seja em funcdo do pka dos compostos liberados ou do mecanismo de transporte
(VEYEL etal., 2014).

Em vista disso, esse estudo foi realizado para avaliar o efeito de diferentes

combinacBes de fontes de nitrogénio no crescimento e na liberacdo de compostos

extracelulares no meio de cultivo de Chlorella sorokiniana, além da indugdo de

mutagénese em culturas de C. sorokiniana utilizando irradiagdo UV, para entdo

identificar e isolar mutantes mais promissores em relacao ao crescimento e producao de

compostos de interesse utilizando um indicador de pH para a triagem.

1)

2)

2. Hipoteses

Se culturas da microalga da espécie C. sorokiniana forem submetidas a diferentes
combinagOes de fontes de nitrogénio seu crescimento vai ser alterado, além de

haver a liberacdo ou acimulo de compostos extracelulares.

Se culturas da microalga da espécie C. sorokiniana forem expostas a irradiacéo
UV serd possivel identificar e isolar mutantes que apresentem alteracBes no

crescimento e producdo de compostos extracelulares.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito da alteracdo de fatores fisico-quimicos (disponibilidade de

nutrientes e irradiacdo UV) sobre o potencial biotecnoldgico de Chlorella sorokiniana.

1)

2)

3)

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de diferentes combinagdes de fontes de nitrogénio no crescimento

da microalga Chlorella sorokiniana.

Analisar o perfil de compostos extracelulares nos diferentes meios de cultivo de

C. sorokiniana utilizados neste trabalho.

Expor as culturas de C. sorokiniana a irradiacdo UV para induzir mutagénese,
para entdo identificar e isolar mutantes mais promissores em relacdo ao

crescimento e producdo de compostos de interesse.
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4. Revisao Bibliogréfica

4.1 Microalgas

As microalgas sdo organismos microscopicos unicelulares que pertencem a um
grupo polifilético de microrganismos eucariotos fotossintetizantes, que tém a clorofila
como pigmento fotossintético primordial para producéo de energia. Entretanto, existem
microrganismos procariotos fotossintetizantes que também sdo comumente incluidos
nesta classificagdo: as cianobactérias (GONG; JIANG, 2011; LARKUM et al., 2012;
MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; SUPARMANIAM et al., 2019).

As microalgas tém potencial para proliferacdo rapida, em virtude de seu sistema
reprodutivo e de crescimento celular simples. Esses microrganismos sdo capazes de
sobreviver a longo prazo em diferentes condigfes ambientais (BRENNAN; OWENDE,
2010; TAN et al., 2018), desde ambientes de 4gua doce e salgada, fontes termais ou gelo.
Devido a essa aptiddo de habitar sistemas ecoldgicos diversos e por sua susceptibilidade
a modificacBes genéticas, sdo apontadas como uma das formas de vida mais antigas e o
organismo vivo mais produtivo da Terra (RAJKUMAR; SOBRI TAKRIFF, 2016).

As algas podem ser classificadas de acordo com caracteristicas singulares, como
aspectos estruturais, composicdo da membrana, moléculas que armazenam energia e as
cores dos pigmentos (DEBIAGI et al., 2017). Contudo, h& limitagdes, pois ainda ndo
existem detalhes suficientes para viabilizar uma classificagcdo taxondmica permanente de
algas (SUPARMANIAM et al., 2019). No momento presente, as microalgas largamente
utilizadas podem ser classificadas em quatro grupos principais: Cyanophyceae (algas
verde-azuladas), Chlorophyceae (algas verdes), Bacillariophyceae (englobando as
diatomaceas) e Chrysophyceae (abrangendo algas douradas) e o género Chlorella é um
dos que possui 0 maior destaque comercial e industrial (RAJKUMAR; YAAKOB;
TAKRIFF, 2014).

4.2 Chlorophyta (Algas verdes)

As microalgas verdes fazem parte do filo Chlorophyta, cujos integrantes séo
espécies de algas unicelulares ou multicelulares, coloniais, filamentosas ou
parenquimatosas, que possuem parede celular celulésica e apresentam coloracdo verde
devido as clorofilas tipo A e B. Esses organismos detém uma pluralidade de tragos

morfoldgicos: reserva de energia em forma de amido, cloroplasto com duas membranas
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e alguns membros deste filo podem até mesmo possuir flagelos (CHOUDHARY; SAVE;
VAVILALA, 2018; FUCIKOVA et al., 2011; GUIRY, 2012). S&o organismos
taxonomicamente diversos e pertencem a uma linhagem antiga com cerca de 8.000
espécies descritas e ao menos 5.000 que ainda ndo foram caracterizadas. Além disso,
podem estar presentes tanto em ambientes marinhos, quanto em agua doce (BECKER;
MARIN, 2009; GUIRY, 2012; HADI et al., 2016).

4.2.1 Chlorella Sorokiniana

O género Chlorella estd incluso na familia Trebouxiophyceae e no filo
Chlorophyta. Existem mais de 20 espécies de Chlorella caracterizadas, com mais de 100
cepas descritas. Dentre as principais caracteristicas desses microrganismos, estao
inclusas: o tamanho das espécies, que em geral é em torno 2 a 10 pum de didmetro, uma
parede celular lisa e uma morfologia predominantemente esférica e ndo flagelada.
(FURNAS, 1990; WU; HSEU; LIN, 2001). Atualmente, as espécies de Chlorella sdo
divididas em trés tipos: C. vulgaris, C. lobophora e C. sorokiniana (KRIENITZI et al.,
2004).

Inicialmente, a subespécie Chlorella sorokiniana era considerada um mutante
termotolerante de Chlorella pyrenoidosa, quando foi isolada pela primeira vez no ano de
1953 por Sorokin (KUNZ W.F., 1972; SOROKIN C., 1953). Apenas no inicio dos anos
1990 essa classificacdo taxonémica foi alterada, quando foi analisado o perfil de
cloroplasto 16S rDNA e 18S rRNA, que distinguiu C. sorokiniana como uma espécie
diferente (DSRR; HUSS, 1990; KESSLER, 1985; KESSLER E., 1992; WU; HSEU; LIN,
2001). Esta microalga € um organismo unicelular que mede cerca de 2-4,5 um de
didmetro. Estudos mostram que esse organismo tem possibilidade de crescimento
autotrofico, heterotréfico e mixotréfico, em uma vasta faixa de temperatura (entre 36-
42°C) e em diferentes fontes de nitrogénio e carbono, sendo assim uma espécie ideal para
cultivo em &guas residuais (KESSLER E., 1992; BOHUTSKY!I et al.,, 2016; DE-
BASHAN et al., 2008; RAMANNA et al., 2014). Em vista disso, ha possibilidade para o
desenvolvimento e otimizacdo de tecnologias eficientes de tratamento para matéria-prima
residual da industria utilizando essa microalga (LIZZUL etal., 2018; YUN; KIM; YOON,
2020; ZIGANSHINA; BULYNINA; ZIGANSHIN, 2021).

Além disso, essa espécie vem despertando atencdo devido ao seu potencial para

acimulo de biomoléculas interessantes para aplicacdes industriais. Dependendo das
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condi¢cbes de cultivo, mais de 50% de sua biomassa pode ser formada por tais
biomoléculas, como carboidratos e lipideos (HUNT et al., 2010; KUMAR; DASGUPTA,;
DAS, 2014; Ll et al., 2014; ZUORRO et al., 2019).

Ao analisar o peso seco de C. sorokiniana, estudos mostraram que a biomassa da
espécie é composta por cerca de 40% de proteina, 30—38% de carboidrato e 18-22% de
lipidios (BELKOURA; BENIDER; DAUTA, 1997; GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009;
ILLMAN; SCRAGG; SHALES, 2000). Matsukawa et al. (2000) mostrou que até 0,69%
do peso seco desta microalga em condigdes extremdfilas, incluem antioxidantes como 0s
carotenoides, que também sdo compostos de relevancia comercial. Além disso, de acordo
com Kumar et al. (2011) e Mizuno et al. (2012) a biomassa de C. sorokiniana pode ser
utilizada para a producdo de commodities a granel, especialmente a fabricacdo em larga

escala de lipideos para biocombustiveis.

4.3 Principais fatores para o crescimento de Microalgas

4.3.1 Curva de crescimento de microalgas

O crescimento de microalgas assim como de outros microrganismos, pode ser
representado por uma curva de crescimento. Esta curva é composta, basicamente, por
quatro fases de crescimento: Fase de adaptacdo (lag), fase log, fase estacionaria e de
declinio ou morte (Figura 1). A fase lag é a fase inicial de crescimento, na qual ocorre o
periodo de adaptacdo metabolica das células ao meio de cultivo, que consiste na producao
de enzimas e no inicio da absorcéo dos nutrientes presentes no meio. A fase lag também
é observada quando as células sdo transferidas para meios de cultivo com formulacGes
diferentes. A fase log ou exponencial diz respeito ao periodo em que as células estdo
integralmente adaptadas, portanto, a velocidade de crescimento é méxima e constante,
entretanto a taxa de crescimento exponencial varia de acordo com o tempo de geragédo de
cada organismo. Posteriormente, no decorrer da fase estacionaria, ocorre a limitacdo de
nutrientes e os produtos tdxicos se tornam mais abundantes no meio. Nesta etapa, a taxa
de crescimento se iguala & taxa de morte. E nessa fase em que varios metabolitos
secundarios sao sintetizados. Na fase de declinio ou morte, é quando ocorre a supressao
irreversivel da divis&o celular, sendo assim, a densidade de células viaveis cai lentamente
(SCHMIDELL, 2001; WOJCIECHOWSKI J., 2013).
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Figura 1 Gréfico representando o modelo das frases de crescimento de

um microrganismo.

4.3.2 Luz

A luz é o fator mais determinante para o crescimento de organismos
fotossintéticos, sendo assim sua fonte indispensavel de energia (SOLETTO et al., 2005).
Contudo, pode ocasionar a reducdo da capacidade de fotossintese da microalga, ou seja,
a foto inibicdo, provocando o branqueamento e morte, caso ocorra exposicao a alta
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (Photosynthetic photon flux density - PPFD).
Essa exposicdo pode resultar no aumento da geracdao de espécies de oxigénio reativas
nocivas, como H.O, deteriorando a estrutura celular (MEHLITZ, 2009; MU; LI;
NIYOGI, 2001; SOLETTO et al., 2005). Porém, estudos mostram que a espécie Chlorella
sorokiniana resiste a elevada intensidade luminosa, tolerando até 2100 pmol-m=2-s sem

apresentar sinais de fotoinibicdo (CUARESMA et al., 2009).

Visto que as microalgas dispdem de uma alta eficiéncia fotossintética, estes
organismos nao demandam suplementagdo com fontes de carbono orgéanico ao longo de
seu cultivo, isso justifica seu acimulo de biomassa mais rapido e mais elevado em
comparagdo com outros organismos fotossintéticos (CHISTI, 2007, 2010; HERRERO;
CIFUENTES; IBANEZ, 2006; OTLES, 2001; RANDHIR et al., 2020; SPOLAORE et
al., 2006).

De modo geral, a fonte de carbono das microalgas é o0 CO2, que é fixado através
da fotossintese, mediante a assimilacdo fotoautotrofica (SASI D., 2009). O carbono

contribui com aproximadamente 50% da biomassa microalgal, sendo assim, apontado
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como 0 macronutriente mais importante para seu crescimento (LOURENCO, 2007). No
entanto, algumas espécies de microrganismos fotossintéticos sdo capazes de combinar a
fotossintese com a assimilacdo heterotréfica de compostos organicos (Mixotrofia), dentre
elas estdo a microalga Chlorella vulgaris e a cianobactéria Spirulina (LIANG;
SARKANY; CUlI, 2009).

4.3.3 Temperatura

A temperatura é uma varidvel determinante no crescimento das microalgas. O
aumento exacerbado da temperatura em um cultivo, é capaz de promover um crescimento
na biomassa ate certo ponto. Entretanto, também pode ser inibido em funcao da inativacao
das proteinas por choque térmico (MAHBOOB et al., 2012).

Um estudo de Chinnasamy e colaboradores (2009) mostrou que para um
crescimento elevado da microalga Chlorella vulgaris, a temperatura 6tima € 30°C.
Também ha relatos anteriores que o crescimento ideal para a Chlorella sorokiniana pode
ser alcancado em temperaturas entre 35-40 °C (DE-BASHAN et al., 2008). Entretanto,
um estudo mais recente mostrou que a Chlorella sorokiniana tem 38 °C como
temperatura ideal para crescimento da biomassa (FRANCO et al., 2012). Isso mostra que
a temperatura 6tima para o crescimento difere entre as espécies (LEE et al., 2018; MA;
LI; FU, 2020). Portanto, é importante selecionar uma espécie adequada de acordo com o

objetivo do estudo.
4.3.4 Agitacéo

A importéncia da agitagdo para um cultivo é notavel. Essa varidvel é responsavel
por assegurar uma exposicdo mais homogénea a luz e possibilitar uma maior
disponibilidade de nutrientes, pois sob uma agitacdo constante ficam suspensos e assim
ndo hé cristalizacdo. Além disso, impede que ocorra a sedimentagdo das microalgas, ou
seja, evita a subexposicdo das camadas inferiores e a exposi¢cdo excessiva das camadas
superiores a luz e nutrientes (MONTEIRO; LUCHESE; ABSHER, 2010).

4.3.5 pH

As variagOes de pH alteram o estado quimico de diversas substancias essenciais
para as algas, como o CO2, fosfato, ferro e amonia, atuando, portanto, direta ou
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indiretamente no metabolismo das algas juntamente com outros fatores, pois interfere na
permeabilidade da membrana, na velocidade das reacdes enzimaticas e no transporte de
ions (BECKER; MARIN, 2009; WOJCIECHOWSKI J., 2013). Além disso, 0 aumento
do pH ocorre devido a atividade bioldgica das células, sendo assim um indicio do
crescimento microalgal (BERENGUEL et al., 2004).

4.3.6 Tipos de cultivo

As microalgas necessitam de uma fonte de energia para seu crescimento e divisdo
celular, assim como todas as células vivas (SUN et al., 2018). Podem ser classificadas
como fotoautotroficas, heterotrdficas, mixotroficas e fotoheterotréficas, conforme as
fontes de energia e carbono utilizadas (HU et al., 2018). O modo de cultivo interfere no
crescimento desses organismos e em sua composi¢cdo bioquimica de biomassa. Deste
modo, é necessario determinar previamente seu modo de cultivo para a pesquisa de
microalgas (DANESHVAR et al., 2021).

4.3.6.1 Cultivo fotoautotrofico de microalgas

O cultivo fotoautotréfico consiste em uma condicdo de cultivo na qual a luz é
utilizada como fonte de energia, enquanto o carbono inorganico € utilizado como fonte
de carbono para obtencdo de energia quimica por meio da fotossintese. Esse é 0 método
mais corriqueiro e antigo no cultivo de microalgas (CHEW et al., 2018). As fontes de
carbono mais frequentemente utilizadas nesse modo de cultivo sdo o CO2 (dioxido de
carbono) e o bicarbonato (HCO3-) (KIM et al., 2014a). Sendo assim, é o modo de cultivo
no qual ocorre o sequestro de CO2. Em decorréncia disso, ha um interesse para o
desenvolvimento de estratégias de captura e utilizacdo de carbono (CCU) utilizando
microalgas fotoautotréficas. Tais estratégias podem auxiliar na reducdo das emissfes de
gases do efeito estufa, contribuindo assim para a atenuacdo das mudangas climaticas.
Além da producdo de compostos que podem ser utilizados em produtos de alto valor
agregado, como lipidios, proteinas e carboidratos, que sdo gerados a partir da fixacdo do
carbono na estrutura molecular das microalgas (VENKATA SUBHASH et al., 2017).
Ademais, esse modo de cultivo possui 0 menor risco de contaminagao biolégica uma vez
que ndo ha carbono organico em cultivos fotoautotréficos (CHEW et al., 2018). A
principal limitacdo desse tipo de cultivo é a dependéncia de luz. A privagdo ou escassez

de luz vai ocasionar uma menor produtividade, assim como o efeito de auto-
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sombreamento na arranjo vertical das microalgas, pois isso dificulta a distribuicao de luz

em cultivos com maior densidade de células (NITSOS et al., 2020).

4.3.6.2 Cultivo heterotroéfico de microalgas

O cultivo heterotréfico permite que as microalgas crescam na auséncia de luz.
Nesse modo de cultivo ha o consumo de carbono orgénico para obtengdo de energia
(LAM; LEE, 2012). Uma vez que ndo ha dependéncia de luz nesse tipo de cultivo, a
produtividade de biomassa € superior aos cultivos fotoautotroficos, pois nao ocorre a
fotoinibicdo (CHEW et al., 2018). Contudo, ha desvantagens que precisam ser apontadas.
Como o fato de que poucas espécies sdo capazes de crescer heterotroficamente. Além
disso, essas espécies geram CO2 no metabolismo de carbono orgéanico e ndo conseguem
consumi-lo. Sendo assim, ndao podem ser utilizadas com a finalidade de amenizar
mudancas climaticas (HU et al., 2018). Ademais, hd um alto risco de contaminacéo
biologica com diferentes microrganismos heterotréficos, como bactérias, leveduras e

fungos, que ocasiona a reducdo do crescimento das microalgas (HU et al., 2018).

4.3.6.3 Cultivo mixotrdéfico de microalgas

Microalgas capazes de crescer em condi¢bes mixotroficas utilizam carbono
inorganico e compostos organicos conjuntamente, pois possuem mecanismos celulares
para metabolismo fotoautotrofico e heterotrofico (GROBBELAAR, 2013). Entretanto,
isso ndo significa que organismos mixotréficos alterem estes dois modos de cultivo. A
utilizacdo simultdnea de CO2, compostos organicos e luz diferencia as microalgas
mixotroficas das demais. Esses organismos precisam de luz para realizar fotossintese e
de substratos organicos para respiracdo aerébica. Porem, com a auséncia de luz utilizam
o metabolismo heterotréfico (PEREZ-GARCIA et al., 2015). Sendo assim, as microalgas

mixotroficas também contribuem para a atenuacdo de CO2 por meio da fotossintese.

Estudos mostram que a produtividade de biomassa em cultivos mixotroficos €
superior a de cultivos fotoautotroficos e heterotréficos (ANANTHI et al., 2021). Um
exemplo disso é a espécie Chlorella sorokiniana, com a qual foi obtido um peso seco
méaximo de biomassa 2,4 e 5,2 vezes maior que o da mesma espécie cultivada de forma

heterotrofica e fotoautotrofica, nesta ordem (LI et al., 2014).
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Ainda que esse modo de cultivo tenha vantagens, também demonstra algumas
desvantagens: 1) a utilizacdo de substrato organico aumenta o custo do cultivo; 1) Maior
risco de contaminacdo bioldgica durante a manutencao das culturas, devido a utilizacéo
de acucares; Il11) H& dependéncia de luz, ainda que seja reduzida em comparacdo a
cultivos fotoautotroficos; 1V) Poucas espécies sao capazes de crescer nesse modo de

cultivo, isto é, hd pouca biodiversidade de organismos para investigacdo (HU et al., 2018).

4.3.6.4 Cultivo fotoheterotrofico de microalgas

Microalgas fotoheterotréficas necessitam de luz como fonte de energia e utilizam
carbono organico como fonte de carbono (YEH; CHEN; CHANG, 2012). Esse grupo de
organismos nédo sdo capazes de metabolizar o CO2 e ndo conseguem crescer utilizando
glicose sem a presenca de luz. Entretanto, a glicose é assimilada a biomassa e nao
utilizada como fonte de energia. Os organismos fotoheterotroficos geram uma quantidade
insignificante de CO2 em comparagdo com mixotréficos e heterdtrofos, uma vez que o
Ciclo de Calvin ndo est4 atuante (CHOJNACKA et. al., 2003). A principal desvantagem
desse modo de cultivo é o alto custo, pois as microalgas carecem de carbono orgéanico e
luz para crescer. Além disso, é necessario um planejamento especifico de fotobiorreator
para esse modo de cultivo (ANANTHI et al., 2021; CHEW et al., 2018).

4.3.7 Meios de cultivo

Meios de cultivo sdo solugcbes compostas por nutrientes primordiais para
proporcionar 0 crescimento, salde e manter a estabilidade das microalgas
(GROBBELAAR, 2013; PROCHAZKOVA et al., 2014). Os nutrientes s&o classificados
em macronutrientes, micronutrientes e oligoelementos, conforme a quantidade essencial
para um crescimento ideal (GROBBELAAR, 2013). Segundo Richmond (2003) os
macronutrientes mais importantes para o cultivo de microalgas, com excec¢éo do carbono,
sdo o nitrogénio, fosforo e ferro. Além de alguns micronutrientes, utilizados em pequenas
quantidades, sendo os principais cobalto (Co), cobre (Cu), manganés (Mn), molibdénio
(Mo) e zinco (Zn). Usualmente, o nitrogénio é fornecido na forma de nitratos, aménia,
sais de amonio e uréia. A auséncia ou excesso de nitrogénio pode causar diversos efeitos
nas culturas. Quando esse macronutriente estd presente em pequena quantidade, as

microalgas direcionam o fluxo de carbono da geracdo de proteinas para a producao de
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carboidratos e lipidios, por exemplo. Ja a escassez de fosforo provoca o aumento da
producdo de betacaroteno e astaxantina. Ademais, o excesso de ferro pode provocar

estresse oxidativo nas células.

Os meios comumente utilizados para o crescimento de microalgas séo 0s meios
formulados e aguas residuais (DANESHVAR et al., 2021). Os meios formulados podem
ser utilizados para o cultivo de diversas espécies de microalgas ou podem ser aplicaveis
apenas para um grupo distinto. Por exemplo, o0 meio BG11 (Blue-Green), que pode ser
utilizado para o cultivo de cianobactérias, porém, também é aplicado no cultivo de
microalgas como as espécies de Chlorella (ENAMALA et al., 2018). Além disso, existem
os chamados “Meios modificados”, cuja composi¢do ¢ alterada aumentando ou
diminuindo concentracdes de meios de referéncia. Tais meios sdo utilizados para otimizar
a producdo de metabolitos especificos ou para a investigacdo de privacao ou escassez de
nutrientes com base em delineamentos experimentais padrdo(DANESHVAR et al.,
2021).

Estudos apontam que a modificacdo ou adi¢do de nutrientes pode ocasionar
mudancas em um meio de cultivo, consequentemente afetando tanto a cinética de
crescimento, quanto a composicdo da biomassa desses organismos (CAMACHO; WIT,
2003). Por exemplo, Anand et al. (2019) utilizaram meio BG11 modificado em diferentes
concentragbes de NaCl, MgCI-6HO e CaCl-2HO para cultivo de Scenedesmus
vacuolatus. O objetivo do estudo foi testar 0 aumento da producdo de lipidios dessa

microalga a partir do estresse causado pela salinidade.

4.4 Composicao bioquimica das microalgas e suas aplicacdes Biotecnoldgicas

A partir dos componentes bioguimicos das algas sdo observadas caracteristicas
interessantes que podem ser aplicaveis (VO HOANG NHAT et al., 2018).

As algas ndo possuem estrutura de sustentacdo constituida por uma matriz
complexa de celulose, hemicelulose e lignina, uma vez que esses organismos habitam os
ecossistemas aquaticos (DEBIAGI et al., 2017; VANDAMME et al., 2012). Sendo assim,
sdo compostas principalmente por biomoléculas como carboidratos, proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (DEBIAGI et al., 2017). Estudos mostram que microalgas sdo fontes
robustas de proteinas e lipidios, enquanto os carboidratos, geralmente sdo constituintes
das macroalgas ou algas (CESARIO et al., 2018; DEBIAGI et al., 2017). No entanto, 0s
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rendimentos de biomoléculas desses organismos dependem da espécie e de sua
composicdo de biomassa, que em contrapartida é afetada diretamente por sua respectiva
condicdo de crescimento e pela disponibilidade de nutrientes (DEBIAGI et al., 2017;
OMETTO etal., 2018).

Os principais produtos da fotossintese em algas marinhas e macroalgas sdo os
carboidratos, sobretudo extracelulares, que desempenham fungdes de suporte e protecdo
(CESARIO et al., 2018). Em contrapartida, nas microalgas, os carboidratos estdo
presentes em especial em forma de celulose, que por sua vez estdo presentes na parede
celular e nos plastideos em forma de amido (CESARIO et al., 2018; CHEN et al., 2013).
Os carboidratos de microalgas podem ser uma opcéo plausivel para producéo de algumas
formas de bioenergia, como o bioetanol, devido a escassez de hemicelulose e a auséncia
de lignina em sua composi¢do (CHEN et al., 2013; CHIA et al., 2018). O bioetanol
derivado de carboidratos de microalgas tem potencial para ser um combustivel alternativo
com vasta utilizacdo, porém, ainda ha limitagcbes de matéria-prima e processos de
producdo (RAJKUMAR; YAAKOB; TAKRIFF, 2014; TRUNG et al., 2016). Para que a
producéo a nivel comercial desse combustivel seja possivel, sera necessaria uma selegdo
de espécies adequadas de microalgas, assim como processos de cultivo otimizados
(TRUNG et al., 2016). Além do bioetanol, as microalgas detém um potencial como
matéria-prima de biodiesel, devido ao alto teor lipidico desses organismos, mais
especificamente, triacilglicerideos (TAGS), que podem estar presentes na composicao de
biomassa de algumas espécies de microalgas (CHISTI, 2010).

Para além dessas aplicacdes biotecnologicas como a producdo de
combustiveis e produtos quimicos, as microalgas também tém destaque nas indudstrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética, e seus pigmentos, compostos bioativos e biomassa
ja sdo consumidos mundialmente. Ademais, ha relatos recentes de varios beneficios
destes compostos bioativos para a saide humana (BARKIA; SAARI; MANNING, 2019;
YAN et al., 2016). Um estudo com ensaios clinicos de Fallah et al. (2018) mostrou que a
suplementacdo com Chlorella melhorou os niveis de colesterol total, niveis de colesterol
de lipoproteina de baixa densidade, pressdo arterial sistolica, pressdo arterial diastdlica e
niveis de glicose no sangue em jejum. Embora as informagdes sobre os compostos
bioativos de Chlorella de 4gua doce ainda sejam escassas, seus suplementos dietéticos ja

estdo disponiveis para comercializacdo mundialmente (BITO et al., 2020).
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4.7 Metabolémica e Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de

massas (GC-MS) e suas aplicacdes

A complexidade e a ampla heterogeneidade quimica dos compostos obtidos na
analise de metabdlitos dos organismos integram um dos desafios centrais da
metabolémica (FERNIE et al., 2004; KOPKA et al., 2005; OKSMAN-CALDENTEY;
INZE; ORESIC, 2004). A estimativa é que cerca de 4.000 - 25.000 compostos podem
constituir o metaboloma de qualquer organismo (FERNIE et al., 2004; KOPKA et al.,
2005; TRETHEWEY, 2004), sendo que no reino vegetal, constam cerca de 200.000
metabdlitos (FIEHN, 2002; TRETHEWEY, 2004).

O método analitico mais vastamente aplicado para definir perfis de metabolitos é
a Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), uma vez que
possibilita uma forma efetiva de quantificar centenas de metabdlitos (consultar Tabela
suplementar 4) em uma Unica execucdo de amostra (FERNIE et al., 2004; GULLBERG
et al., 2004). Além de que, ha otimizacdo e desenvolvimento frequentes de métodos de
analise de dados, além dos protocolos de extragdo robustos que ja existem (CUADROS-
INOSTROZA et al., 2009). Usualmente, metabdlitos de materiais biolégicos séo
analisados utilizando técnicas cromatograficas associadas a espectrometria de massas
(MS) ou espectroscopia de ressonancia nuclear (NMR) (BAIDOO; TEIXEIRA
BENITES, 2019; DUNN, 2008; OBATA; FERNIE, 2012).

O método de GC-MS ja foi utilizado para perfis de metabdlitos desde a década de
1970 (GOODMAN- et al., 1977; JELLUM et al., 1976). Além disso, a técnica ja foi
validada como uma abordagem de fenotipagem metabdlica demasiadamente relevante na
pesquisa de plantas (FIEHN et al., 2000; LISEC et al., 2006).

Muitos dos compostos precisam ser modificados quimicamente para 0 aumento
da sua volatilidade e estabilidade antes das analises, por isso sdo aplicados métodos de
derivatizacdo (HALKET et al., 2005; LITTLE, 1999). Para perfis de metabolitos vegetais,
um dos metodos de derivatizacdo usualmente utilizado é realizado em duas etapas,
englobando a oximagao de grupos “ceto” com a subsequente trimetilsililacdo de grupos
funcionais reativos (ALLWOOD et al., 2009; HALKET et al., 2005). Devido a
derivatizacdo, a GC-MS € capaz de detectar metabdlitos polares menores, como

aminoéacidos, acidos organicos, acgucares, alcoois de acucar e poliaminas, embora a
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técnica detecte preferencialmente compostos menos polares, como os hidrocarbonetos ou
derivados de &cidos graxos (HALKET et al., 2005; SCHAUER et al., 2005).

A fim de evitar equivocos na identificagdo de compostos detectados a partir da
CG-MS, deve ser analisada a combinacao de tempo de retencéo especifico do composto
e Seu respectivo espectro de massa, uma vez que podem existir espectros de massa de,
por exemplo, isémeros conformacionais (KOPKA, 2006; WAGNER; SEFKOW;
KOPKA, 2003).

Softwares como o MetAlign sdo utilizados para processamento primario de dados
brutos de cromatogramas GC-MS e possibilitam uma analise comparativa ampla de perfis
de metabdlitos por meio do alinhamento de valores quantitativos de picos de massa
distintos nas amostras analisadas (LOMMEN, 2009). Como resultado, é obtida uma
matriz de dados que pode ser submetida diretamente a andlises estatisticas para a
realizacdo de comparacGes. No entanto, essas matrizes de dados podem ter dezenas de
milhares de picos de massa detectados, ou seja, sdo excessivamente grandes. Embora seja
possivel fazer essas anélises, pode haver alguns problemas de redundancia das variaveis,
uma vez que cada metabdlito sera caracterizado por diversos picos de massa diferentes.
Além disso, as informacdes da estrutura de um metabdlito, ou seja, 0 espectro de massa
no caso de GC-MS, ndo sdo fornecidas diretamente como resultado do alinhamento,
sendo assim, dificilmente seria possivel realizar uma interpretacdo direta dos resultados
experimentais. O MSClust é uma ferramenta que pode ser utilizada para minimizar essas
complicagdes, uma vez que esse algoritmo é capaz de diminuir a redundancia de sinal por
metabdlito em variaveis representativas Unicas, além de reestruturar os espectros de
massa originais, dessa forma, concede informacdes estruturais dos metabdlitos, tudo isso
por meio do agrupamento dos picos de massa alinhados em metabdlitos reestruturados
(TIKUNOV et al., 2012).

O perfil de metabdlitos tem sido aplicado em diversos casos, desde a exploracao
dos efeitos de herbicidas em plantas até em aplicacdes farmacolodgicas, fisiologia
molecular e genémica funcional, sendo assim uma técnica vantajosa para deliberar
problemas biol6gicos, além de ser uma 6tima ferramenta para compreensdo dos processos
celulares (BINO et al., 2004; CLAUDINO et al., 2007; FIEHN et al., 2000; LINDON et
al., 2004; SAUTER; LAUER; FRITSCH, 1991; STEPHANOPOULOS; ALPER,;
MOXLEY, 2004).
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O GC-MS € uma ferramenta que pode ser utilizada para monitoramento e
rastreamento de poluentes organicos no meio ambiente. Como por exemplo, para
identificar clorofenois na &gua e no solo, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH),
herbicidas, fendis, pesticidas, entre outros (AMIRAV et al., 2008; BLIESNER, 2006).
Além disso, também possui aplicacdes para analise de alimentos e bebidas, com o
objetivo de identificar compostos aromaticos como ésteres e acidos graxos e para
deteccdo de contaminantes ou adulteracdo de alimentos e outros produtos como 6leos
essenciais, azeite, manteiga e etc. (ADAMS, 2007; ALON; AMIRAYV, 2006). Essa
técnica ainda é utilizada na industria quimica para andlise de diversos produtos
petroquimicos, combustiveis e misturas de hidrocarbonetos, incluindo gasolina, diesel,
biodiesel e uma série de amostras geoquimicas (GROB; BARRY, 2008). O GC-MS
também é empregado para analise de solventes arométicos, alérgenos em cosmeticos,
bem como fibras sintéticas e tecidos (COLE, 2013).

Ademais, a técnica também ¢é utilizada para analise de urina de atletas em
laboratorios antidoping esportivos para identificacdo de esteroides anabolizantes. Além
de ser frequentemente utilizada em toxicologia forense para solucionar problemas
relativos a amostras bioldgicas de suspeitos, vitimas ou falecidos, como por exemplo
utilizacdo de venenos e esteroides (CHAUHAN, 2014; STEIN; SCOTT, 1994). Ainda
com objetivos voltados para a area de saude, sua utilizacdo também € importante para
bioanalise de sangue e urina para deteccdo de drogas como narcoticos, anestésicos e
alcool (THERMO FISHER SCIENTIFIC, (2011). Também é utilizada para detectar
doencas metabdlicas congénitas em recém-nascidos, bem como em inddstrias
farmacéuticas para pesquisa e desenvolvimento de processos e métodos, analise
farmacéutica, ou seja, testes de estabilidade e perfil de impureza de medicamentos,
aperfeicoamento e desenvolvimento de formulagdes, além da biotecnologia farmacéutica
(CHAUHAN, 2014).

A tecnologia de andlise no CG-MS possibilita também analises de novos

compostos e sua caracterizacdo e identificacdo (ZIEGENHALS et al., 2008).

Veyel et al. (2014) apresentaram uma revisdo critica com dados experimentais
acerca dos protocolos utilizados para perfis de metabdlitos intracelulares em um género
de microalgas verdes (Chlamydomonas), utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Além disso, Kind et al. (2012) relataram secrec¢des

lipidicas de metabdlitos extracelulares de uma especie do género Chlorella e conseguiram
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observar cerca de 1000 compostos empregando técnicas de cromatografia liquida e
gasosa acopladas a espectrometria de massa. No entanto, grande parte dos compostos nao
foram identificados, principalmente por consequéncia da falta de abrangéncia de
repositorios de compostos e sua escassez em bancos de dados, assim como ocorre em
diversos estudos nos quais 0s compostos sao desconhecidos e as analises sdo feitas por
meio de comparacdes de espectros de massa (SPANIK; MACHYNAKOVA, 2018).

5. Material e Métodos

5.1. Local de realizacdo dos experimentos

O trabalho foi realizado no laboratorio de Bioguimica Vegetal do Instituto de

Biologia da Universidade de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro, Brasilia — DF, Brasil.

5.2. Cepa de microalgas e condig¢es de cultivo

A cepa da microalga Chlorella Sorokiniana (acesso GenBank - KM061456.1) que
foi utilizada nesse trabalho foi obtida na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
Embrapa (Brasilia-DF). E uma cepa tropical que foi isolada do Cerrado e identificada por
(HADI et al., 2016). Esta cepa foi conservada na Colecdo de Microrganismos e
Microalgas para Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa (Embrapa_LBA # 39). A cepa
é mantida em Erlenmeyer em meio liquido BG11 (BOUSSIBA; VONSHAK, 1991) e
condicionadas em camara de crescimento com fotoperiodos de 16h/8h, sob temperatura
fixa de 25 ° C.

Embora a cepa ja estivesse isolada e sendo cultivada previamente, antes do inicio
dos experimentos, foi realizada uma diluicdo seriada da cultura. Essa metodologia
consiste basicamente em diluir a amostra de microalgas até obter uma amostra limpa,

livre de outros microrganismos e unialgal (uma colbnia isolada) da alga de interesse
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Figura 2 Metodologia de diluicdo seriada, utilizando a propor¢édo 1/10, para isolar uma coldnia da

microalga utilizada na pesquisa.

(Figura 2). O procedimento foi executado pipetando 1 mL da cultura original em um tubo
de ensaio contendo 9 mL de meio de cultivo BG11 estéril. A partir dessa primeira
diluicdo, pipetou-se 1 mL em outro tubo de ensaio contendo 9 mL de meio de cultivo
estéril e assim sucessivamente. Posteriormente, as amostras diluidas foram incubadas e
supervisionadas durante 7 dias. Para garantir a pureza da cultura, esse processo foi
realizado duas vezes consecutivas. Apds esse procedimento, foram inoculados 100uL da
amostra mais diluida em placas de petri contendo meio BG11 e agar (1,5%) e entdo as
placas foram incubadas e, em alguns dias, as col6nias se tornaram visiveis e foi possivel
confirmar que ndo havia contaminacdo de outro microrganismo. Uma das col6nias
visiveis foi coletada e ressuspendida em meio de cultivo liquido e estéril (BG11) e a partir

dessa cultura foram feitos os experimentos.

5.3 Meios de cultivo

Foram utilizados quatro formulagdes diferentes nos meios de cultivo liquido para
testar as diferentes fontes de nitrogénio no crescimento e liberacdo de compostos
extracelulares de Chlorella sorokiniana (Tabela 1), foram as seguintes: 1) O meio de
cultivo padréo utilizado para esta espécie, Blue Green 11 (BG11), que foi utilizado como
controle; I11) meio similar ao BG11, porém com uma fonte de nitrogénio distinta, pois o
nitrato de sdédio foi substituido pela quantidade correspondente de nitrogénio na forma de
Ureia, descrito como “Blue Green Urea” por (RIBEIRO et al., 2020); 111) meio similar ao
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BG11 porém, com a principal fonte de nitrogénio sendo o nitrato de potassio; 1V) meio
com uma formulacéo similar ao BG11, porém com trés fontes de nitrogénio combinadas
(ureia, nitrato de potassio e nitrato de amonio), aqui referido como BGCON, “Blue Green
combination of nitrogen”, preservando a composicao elementar de N, P, Mg e Ca presente
no meio BG11, sendo que neste meio a quantidade de nitrogénio de cada uma das fontes
(Nitrato de sodio, Nitrato de potassio, Nitrato de amdnio) foi equivalente a 1/3 do total.
(Tabela 1).

Tabela 1 Lista com as formulac8es dos quatro meios que serdo testados para o crescimento e secrecao de
metabolitos.

Meios de cultivo

. Composicéo BG11 BGU BGK BGCON
Macronutrientes ]
guimica (mg /L) (mg /L) (mg/L) (mg/L)
Nitrato de sodio NaNO 3 500 - - -
Ureia CH4N20O - 530 - 176
Fosfato de dihidrogénio
o KH2PO4 0 40 40 40
potéssio
Nitrato de potassio KNO 3 - - 1736 595
Sulfato de Magnésio Hepta-
) MgSO 4-7H20 5 75 75 75
hidratado
Cloreto de célcio dihidratado CaCl,.2H, 0O 36 36 36 36
Nitrato de amonio NH 4NO 3 - - - 235
Carbonato de Sodio Na,CO; 20 20 20 20

Micronutrientes

Acido dissédico
etilenodiaminotetracético EDTA Na 1 1 1 1

desidratado

Nitrato de cobalto (II) hexa-

) Co(NO3)2.6H, 0 0,05 0,05 0,05 0,05
hidratado

Molibdato de sédio

o Na,MoO4:-2H, 0O 0,39 0,39 0,39 0,39
dihidratado
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Acido bérico H3;BO; 2,86 2,86 2,86 2,86

Sulfato de cobre (111)

. CuSO4.5H,0 0,08 0,08 0,08 0,08
pentahidratado
Cloreto de
) MnCl, .4H, O 1,81 1,81 1,81 1,81
manganés tetrahidratado
Sulfato de zinco
) ZnS04.7TH, O 0,22 0,22 0,22 0,22
heptahidratado
Citrato férrico de amonio
C sHsg FeNO 7 6 6 6 6
verde
Acido Citrico CsHsO7 6 6 6 6

5.4 Delineamento Experimental

5.4.1. Pré-in6culo

Inicialmente foi feita uma medicdo por densidade otica (D.O) na faixa de 680nm,
para constatar o estagio de crescimento que a cultura estava e entdo ajustar a dilui¢do para
0,1, para realizar o pré-inéculo da cultura utilizando os trés meios formulados (BGK,
BGU e BGCON) e o meio controle (BG11). O pré-inoculo de todos os meios foi
executado em paralelo utilizando Erlenmeyer de 250mL, com volume de meio de 125 mL
para cada tratamento. O tempo de cultivo foi de 8 dias e o cultivo foi feito utilizando uma
réplica apenas para cada meio. Ao longo dos 8 dias, a cdmara de crescimento foi mantida
a 25 °C com um fotoperiodo de 16h/8h, com intensidade luminosa de 100umol fétons
m 2s ! e as culturas foram agitadas em uma mesa agitadora a 150 rpm. Apds os 8 dias
de cultivo todo o volume de cada Erlenmeyer foi centrifugado utilizando tubos Falcon de
50mL a 12000 g por 15 min e o sobrenadante foi descartado. A biomassa de algas foi
ressuspendida em 5mL de cada um dos respectivos meios para ser utilizada no

experimento de crescimento e analise dos metabdlitos.

5.4.2 Crescimento em diferentes fontes de nitrogénio e separacéo da biomassa

do meio

Os experimentos com os trés meios formulados e o controle foram executados em
paralelo utilizando Erlenmeyer de 250mL, com volume de meio de 125mL para cada

tratamento. As microalgas utilizadas para o cultivo foram as que cresceram durante o pré-
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inoculo. O indculo das microalgas nos seus respectivos meios foi feito respeitando uma
proporcao de diluicdo para garantir que todos 0s meios nos Erlenmeyer estivessem com
0 mesmo valor de densidade 6tica (0,1) no inicio do crescimento. O tempo de cultivo foi
de 8 dias e os testes foram feitos em quadruplicata para garantir que serdo réplicas
bioldgicas independentes. Ao longo dos experimentos, a caAmara de crescimento foi
mantida a 25 °C com um fotoperiodo de 16h/8h, com intensidade luminosa de 100umol
fotons m 2 s 1 e as culturas foram agitadas em uma mesa agitadora a 150 rpm. O
crescimento foi monitorado por densidade Optica (O.D) utilizando um espectrofotdmetro,
durante os 8 dias de cultivo. Foram utilizados 300uL de amostra - em triplicata - de cada
Erlenmeyer com os diferentes meios. As amostras foram inseridas em placas de 96 pocos
para a medicéo, que foi realizada nas faixas de 680 nm e 750 nm, respectivamente. Porém,
para fins de anélise foram considerados os valores 750 nm, uma vez que € o ideal para
organismos fotossintéticos, para evitar a absorcao de clorofila (KEMPA et al., 2009).

Além disso, também foi realizado o procedimento de contagem de células
utilizando camara de Neubauer em dois estagios do crescimento (Dia 3 e dia 6), sendo
que a contagem foi feita em 4 quadrantes diferentes para cada réplica de cada meio e
depois foram calculadas as médias dos valores. Para determinar a densidade celular foi

utilizada a seguinte formula:

N° de células/mL = n° total de células / n° de quadrantes contados x fator de diluicdo x
10*

Ap0ds os 8 dias de cultivo todo o volume de cada Erlenmeyer foi centrifugado a
12000 g por 15 min utilizando tubos Falcon de 50mL e o sobrenadante de cada um deles
foi coletado e filtrado para analise dos metabdlitos extracelulares, utilizando filtro de
seringa de Nylon (Didmetro 25mm, poro 0,20um) para garantir que ndo haveria células

em suspensao.

A biomassa recuperada (o pellet) foi submersa em nitrogénio liquido e depois
liofilizada (48h) para retirar a agua e em seguida foi feita a pesagem dessa biomassa para
calcular sua respectiva produtividade (Determinada através do peso seco da massa celular
que foi obtida). O sobrenadante de todos os meios também passou pelo processo de

liofilizagdo para analise posterior utilizando cromatografia gasosa. Para isso, também

35



foram liofilizadas amostras somente com os meios de cultura de cada um dos tratamentos
(branco), com a finalidade de distinguir ruidos que podem ser gerados no cromatograma
devido a alguns compostos dos meios de cultura formulados. O material liofilizado dos
meios de cultivo foi reidratado com 5mL de agua Milli-Q e entdo, foi separado em
aliquotas de 1mL em tubos eppendorf e foram adicionados 60uL de de Ribitol
(0,2mg/mL) que foi utilizado para normalizacdo das amostras. Os tubos foram

armazenados a -20°C até o preparo para analise no GC-MS.

5.4.3 Preparo e anélise das amostras para o GC-MS

O método utilizado para separar 0s compostos presentes no meio extracelular foi
a cromatografia gasosa (GC), que diferencia compostos volateis com base em seu
tamanho e polaridade (VEYEL et al., 2014). O GC-MS (cromatografia gasosa acoplada
com espectrometria de massas) detecta de preferéncia compostos menos polares, como
derivados de &cidos graxos ou hidrocarbonetos, em virtude dos adutos de massa gerados
por derivatizacao, metabdlitos polares menores, como acucares, alcoois de agucar, acidos

organicos, poliaminas e aminoécidos (VEYEL et al., 2014).

O método de cloridrato de metoxiamina e N-methil-N-trimetilsilil
trifluoroacetamida (MSTFA) (LISEC et al., 2006) foi utilizado para a derivatizagdo das
amostras para gerar o perfil de metabdlitos. Foram utilizadas aliquotas de 1mL de cada
réplica de cada um dos meios de cultivo (sobrenadante apds a centrifugacéo e filtracao)
para as analises por GC / MS. Antes da adi¢cdo do MSTFA, os tubos eppendorfs com as
aliquotas foram deixados no Speed-vac por 12hr a 30°C para secar as amostras que
ficaram no congelador e remover qualquer resquicio de agua. Depois das amostras
estarem secas, foram adicionados 40 pL de cloridrato de metoxiamina (20 mg/mL em
piridina) e as amostras foram incubadas num dri-block, com agitacéo, por 2 horas a 37°C.
Em seguida, foi acrescentado 70 uLL. de MSTFA e as amostras foram incubadas no dri-
block, com agitacdo, por 30 minutos a 37°C. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas (10 minutos em 10000g) para retirar particulas insoltveis e 100 pL do
sobrenadante de cada amostra foram transferidos para tubos de vidro (vials) para analise
no aparelho de GC-MS (Agilent Technologies). O GC-MS foi equipado com uma coluna
HP-5MS de 30 m com 0,25 mm de didmetro ¢ 0,25 um de espessura do filme. Os
pardmetros operacionais foram: temperatura do injetor 230 °C, inje¢do de 1 puL no modo

splitless, temperatura da coluna de 70 °C por 5 minutos, programada para aumentar 5 °C
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por min, até 330 °C. O gés de arraste utilizado foi o Hélio a 0,6 mL * min-1. Os parametros
do espectrometro de massas foram: temperatura da linha de transferéncia 250°C,
temperatura do quadrupolo 150°C, temperatura do detector MS 250°C. Os espectros
foram coletados no modo scan entre 50 e 600 m/z. Cada amostra foi injetada duas vezes
no modo Splitless: uma injecdo com “solvent delay” longo para identificacdo e
quantificacdo dos 4 meios simultaneamente (BG11, BGK, BGU e BGCON) e uma
injegdo com “solvente delay” curto apenas com 0s meios que ndo contém ureia (BG11 e
BGK) para tentar identificar diferencas no perfil de metabdlitos nos meios que nao

contém esse macronutriente.

5.4.3.1 Limpeza das amostras para segunda analise

Foi feita uma limpeza de 8 amostras de BG11 e BGK (4 réplicas de cada uma),
para uma segunda analise de perfil de metabdlitos apenas entre esses dois meios, 0 meio
controle e 0 meio com resultado de maior crescimento de acordo com a quantificacdo de

biomassa seca, respectivamente.

A limpeza dessas amostras consistiu em colocar 1mL de cada amostra em um tubo
de ensaio, acidificar essas amostras utilizando &cido cloridrico (HCI) para atingir uma
faixa de pH entre 1-2. Em seguida, foi adicionado 3 mL de Acetato de etila, o solvente

utilizado para a limpeza das amostras, em cada um dos tubos.

Os liquidos foram misturados e posteriormente houve a particdo das duas fases
(aquosa e solvente). Em seguida, ap0s a separacao das fases, a superior (aproximadamente
1mL de volume) foi transferida para outro tubo utilizando uma pipeta. Depois disso, as
amostras foram secas durante 150 min a 30°C utilizando o Speed-vac. Em seguida, foram
ressuspendidas em 1mL de agua e colocadas em micro tubos para, em seguida, passarem

pelo processo de secagem novamente utilizando o Speed-vac, durante 14 horas a 30°C.

Ap0s essa secagem, as amostras foram preparadas para analise no CG-MS como

descrito no topico anterior.

O objetivo dessa limpeza é obter picos mais simétricos e finos, além de aumentar
a resolucéo e sensibilidade da analise através da retirada das grandes quantidades de sais

presentes do meio de cultivo que permanecem na fase aquosa.
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5.4.4. Identificacdo dos metabolitos

Os metabdlitos foram identificados por comparacdo dos espectros de massas
utilizando a biblioteca NIST, utilizando match > 90% e a quantificagéo foi feita utilizando
o software MetAlign (LOMMEN, 2009). Apo6s o alinhamento dos cromatogramas
utilizando o software MetAlign, foi utilizado o algoritmo MSClust, com o objetivo de
eliminar a redundancia de sinal dos metabdlitos em tabelas de picos de massa alinhados
(TIKUNOV et al., 2012).

5.4.5. Andlises de dados estatisticos

Cada experimento foi feito em quadruplicata, e a analise de variancia (ANOVA)
de uma via e o Teste-t foram utilizados para testar diferencas significativas entre os

tratamentos nos experimentos.

Para proporcionar uma visdo geral sobre diferengas significativas entre o perfil
dos metabdlitos nos diferentes meios foram utilizados: ANOVA com HSD de Tukey a
posteriori e Test-t, ambos feitos utilizando a plataforma MetaboAnalyst (PANG et al.,
2021).

5.4.6 Mutagénese UV

Para o experimento de mutagénese, 25mL de culturas de C. sorokiniana
em fase exponencial de crescimento cultivadas em meio BG11, foram adicionados em
triplicata em placas de Petri abertas (Figura 3). Apos a inoculacdo das células, as placas
foram submetidas a uma sessdo mutagénica com exposicao a irradiacdo UV (Lampada
254nm, 15W) por 1 minuto a 34 cm de distancia (Galloway, 1990), sendo essa condi¢édo
definida como uma dose letal para 50% das células (Figura 3). Foram utilizadas
triplicatas de placas em diferentes dilui¢Bes (1/10, 1/102, 1/103 e 1/104) para observar se

a diluicdo teria influéncia sobre o crescimento das algas apds a mutagénese.

Apobs a sessdao mutagénica, as placas foram mantidas por 24h no escuro para
reduzir os mecanismos de reparo impelidos pela luz (Figura 3). Posteriormente as
culturas foram transferidas para placas de 96 pogos com meio semissélido (1,5% p/v agar
com meio BG11) e posteriormente as placas foram cultivadas sob luz constante por 2
semanas até o desenvolvimento de coldnias geneticamente iguais (VIGEOLAS et al.,
2012).
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Figura 3 llustracéo representando os passos para a realizacdo da mutagénese, baseado em Vigeolas et
al. (2012)

5.4.7 Triagem dos mutantes

O método para realizar a triagem dos mutantes foi feito de acordo com Patil et al.
(2016). Inicialmente as col6nias foram transferidas para placas de 96 pocos contendo o
meio semissolido BG11 com 1.5% (p/v) agar e 0.008% (p/v) de vermelho de fenol como
indicador de pH. O crescimento foi mantido durante 1 més sob condic¢des padrdo da sala
de crescimento: 25°C, fotoperiodo de 16h/8h e com intensidade luminosa de 100umol
fotons m ~2s 1. O pH do meio foi monitorado com base na cor do indicador, ao redor das
colbnias que pudessem apresentar alteraces em comparacao com células que ndo foram

expostas a radiacdo UV.

6. Resultados e Discussao

6. 1. Curvas de crescimento

Houve crescimento em todos os meios com diferentes fontes de nitrogénio
(Figura 4) que aumentou de forma constante entre os dias 3 e 7. Pequenas barras de erro
mostram que ha uma boa reprodutibilidade dos resultados em todas as comparacdes de
crescimento. A ureia (BGU) foi a fonte mais eficaz de nitrogénio para o crescimento em

comparagao com o meio controle no intervalo entre os dias 1 ao 8 (BG11).
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H& muitos estudos que mostram que fontes de nitrogénio sdo essenciais para 0
crescimento de algas (ARUMUGAM et al., 2011; HSIEH; WU, 2009; LI et al., 2016;
LIN; LIN, 2011; RIBEIRO et al., 2020). Porém, estudos mostram que altas concentraces
de Nitrato de amonio se dissociam em solugdo em aménio e nitrato e isso pode inibir o
crescimento da microalga. A hipdtese € que isso pode ocorrer devido a incapacidade das
células de microalgas de controlar a difusdo passiva da amonia, que esta em equilibrio
com o amonio, através da membrana plasmatica. E quando isso ocorre em altas
concentraces, os intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) estardo esgotados
e/ou serdo desviados para que ocorra a assimilagdo do aménio, uma vez que ndo pode
haver acimulo de am6nia no metabolismo vegetal, pois pode interromper a respiracao
celular e consequentemente o crescimento (CAIl; PARK; LI, 2013; CHEN et al., 2011;
RAMANNA et al., 2014). E possivel que seja esse 0 motivo pelo qual os meios que
contém Nitrato e nitrato de aménio (BG11, BGK e BGCON) possibilitaram um menor
crescimento em relacdo ao meio BGU, no qual a principal fonte de N é a Ureia. Esse
resultado esta de acordo com diversos estudos que mostram que a ureia pode ser uma
fonte de N muito eficaz para o crescimento de microalgas (ARUMUGAM et al., 2013;
LIZZUL et al., 2014).

40



Crescimento de C. Sorokiniana (BG11, BGK, BGU e BGCON) (750nm)
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Figura 4 Curvas de crescimento de Chlorella Sorokiniana em escala logaritmica em diferentes meios de
cultivo medido por Densidade dtica (D.O) a 750nm. Em azul, curva de crescimento de BG11 com barra de
erro (Desvio padrdo). Em laranja, curva de crescimento de BGK com barra de erro (Desvio padrédo). Em
laranja, curva de crescimento de BGK com barra de erro (Desvio padrao). Em verde, curva de crescimento
de BGU com barra de erro (Desvio padrédo). Em amarelo, curva de crescimento de BGCON com barra de
erro (Desvio padrao). As médias comparadas dos 4 meios ndo apresentaram diferenca significativa por
ANOVA One-way. As médias comparadas do controle (BG11) com cada um dos meios separadamente no
intervalo do dia 1 ao 8, também ndo apresentaram diferenca significativa utilizando Test-T, exceto na
comparacdo entre BG11 e BGU, na qual o valor de p < 0,05, assim como na comparacao individual do
meio BGU com BGK e BGCON, na qual também houve diferenca significativa em ambas as comparacdes

com p < 0,05.

Ao comparar as caracteristicas de crescimento e rendimento de cultivo de C.
sorokiniana em diferentes meios (aguas residuais e meio BBM), Lizzul et al. (2014)
constataram que essa espécie de microalga mostrou preferéncia por aménio como fonte
de nitrogénio ao invés do nitrato e isso ocorre, pois ndo ha reacdo redox necessaria para
assimilacdo de amonio e, assim sendo, demanda uma menor quantidade de energia. Em
meios que contém os dois compostos, as microalgas s utilizam o nitrato como fonte de
energia quando o amonio estiver totalmente consumido no meio (CAI; PARK; LI, 2013).
Possivelmente, foi devido a esse fato que houve diferenca significativa no crescimento
das microalgas no meio BGCON em comparacao ao meio que dispunha apenas da Ureia

como Unica fonte de nitrogénio (BGU).

41



6.2. Contagem de células

A contagem de células foi feita utilizando uma camara de Neubauer. Como
mostra a Figura 5, a contagem foi feita em dois pontos do crescimento, no dia 3 e no dia
7. O objetivo da contagem foi confirmar os dados de crescimento que foram obtidos por
meio de densidade Optica, uma vez que ndo é possivel diferenciar células mortas e vivas
utilizando D.O. De acordo com o resultado da contagem de células no 7° dia de cultivo,
0 meio BGK foi o que apresentou maior densidade celular, com mais de 430 mil

celulas/mL e o meio BGU apresentou 0 menor nimero com pouco mais de 220 mil

celulas/mL.
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Figura 5 Crescimento de C. Sorokiniana a partir de dados de contagem de células. As barras azuis
representam o primeiro ponto de contagem (Dia 1) e as barras laranjas representam os valores do segundo
ponto de contagem (Dia 7). As barras de erro representam o desvio padrdo. Nao houve diferenca
significativa na comparagdo entre os meios utilizando ANOVA One-way ao nivel de 5% de probabilidade
(p <0,05). As médias comparadas do controle (BG11) com cada um dos meios separadamente nos dias 3
e 7, também ndo apresentaram diferenca significativa utilizando Test-T, exceto na comparagédo entre BG11

e BGK, na qual o valor de p < 0,05.

6.3 Quantificacdo de Biomassa seca

As microalgas produzem quantidades promissoras de biomassa (LIN; LIN, 2011).

Sobretudo em comparacao com plantas terrestres, pois retem energia solar e fixam CO;
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até vinte vezes mais e possuem maior produtividade de biomassa, uma vez que assimilam

carbono inorgéanico dissolvido para seu crescimento.

Na Figura 6, pode-se observar que a média de quantificacdo de biomassa seca da
microalga C. sorokiniana para cada meio apds 8 dias de cultivo foi de: 8,23 mg + 3,0 mg
(BG11), 16,6 + 1,6 mg (BGK), 11,3 + 2,9 mg (BGU) e 12,1 + 2,3 mg (BGCON) em
relacdo a quantidade de meio de cultivo, que foi de 125 ml. De forma proporcional, o
rendimento em 1L de meio, considerando os 8 dias de cultivo seria aproximadamente
igual a: 65,84mg.L* (BG11), 132,8mg. L* (BGK), 90,4mg. L™ (BGU) e 96,8mg. L™
(BGCON).

Os valores obtidos de biomassa seca nesse estudo (Figura 6) ndo estdo de acordo
com os dados das curvas de crescimento (Figura 4) pois 0 meio BGK foi 0 que apresentou
a maior quantidade de biomassa seca em relagéo ao meio controle (BG11). Para se igualar
aos dados das curvas de crescimento, o BGU deveria ter obtido um maior rendimento.
Isso pode ter ocorrido devido a perda de material de BGU que houve durante a

centrifugacdo dos meios.

Biomassa seca de C. sorokiniana
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Figura 6 Valores de biomassa seca de C. Sorokiniana em mg. As barras de erro
representam o desvio padréo. Houve diferenca significativa na comparagao entre 0s meios
utilizando ANOVA One-way ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05). As médias
comparadas do controle (BG11) com cada um dos meios separadamente ndo apresentaram
diferenca significativa utilizando Test-T, exceto na comparacgao entre BG11 e BGK, na qual
o valor de p < 0,05.
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Segundo Weyer et al. (2010), o potencial tedrico maximo de producdo de
biomassa para o género Chlorella é estimado em 196 mg-L ~* -d ~*. No entanto, estudos
mostram que os rendimentos de biomassa do cultivo em larga escala dessa microalga
variam de 30 a 42 mg-L ~!' -d ~* (LAURENS; LIEVE, 2017; WEYER et al., 2010).

N&o foi possivel obter dados de produtividade, pois o experimento foi feito em
erlenmeyers com pequenos volumes. Sendo assim, ndo houve analise de biomassa
diariamente, apenas no final do processo. No entanto, os valores de produtividade
presentes na literatura variam de 12 a 68 mg-L !.d !para cepasde C.
sorokiniana cultivadas em diferentes tipos de &guas residuais e em bagago de cana (DE
LOURDES et al., 2017; MANZOOR et al., 2021; PARK; CRAGGS; SHILTON, 2011).

De acordo com as curvas de crescimento, os dados de contagem de células e o
peso de biomassa seca € possivel inferir que todos os meios possuiam nutrientes
suficientes para o crescimento das microalgas e para um rendimento satisfatério de
biomassa, uma vez que os valores obtidos foram semelhantes comparados ao meio BG11
como controle, que € 0 meio padrdo para a especie e que proporciona um crescimento

ideal.

6.4 ldentificacdo dos metabolitos

O método utilizado para separar, identificar e comparar 0s compostos presentes
no meio extracelular foi o GC-MS (Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas), que diferencia compostos volateis com base em seu tamanho e polaridade.
Existem desafios para utilizar esse método para determinar um perfil de metabolitos, por
exemplo, os apices dos picos precisam estar relativamente separados no tempo, pois
apenas assim, podem ser corretamente atribuidos a metabdlitos Unicos; caso contrario, a
coeluicdo de picos pode ocasionar deteccdo de pico falso-negativo (FIEHN, 2008).
Embora os metabolitos presentes em maior quantidade sofram menos com essa
contaminacédo espectral, os metabdlitos desconhecidos ou pouco abundantes necessitam
de uma separacgéo apropriada para deteccdo positiva e para sua caracterizagao estrutural
(FIEHN, 2008). Para identificar esses metabdlitos sdo realizadas analises que ja foram
apontadas como muito eficientes (GOODACRE et al., 2007; SUMNER et al., 2007). A
maneira mais direta € utilizar um alinhamento de indice de retengdo de cromatogramas
para reduzir os deslocamentos cromatograficos de forma eficiente (FIEHN;
WOHLGEMUTH; SCHOLZ, 2005). Porém, neste estudo o alinhamento dos
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cromatogramas foi realizado utilizando o software Metalign, que embora ndo faca o
alinhamento utilizando indices de retencdo, é um software adequado para célculos de
massa, modificacdo de formato de dados, retificacdo de linha de base, triagem de picos,
além de possibilitar por meio do alinhamento, uma reducao de dados de 100 a 1000 vezes
(LOMMEN, 2009).

Ap0s o alinhamento dos cromatogramas e o pré-processamento dos dados, o input
gerado foi analisado utilizando o software Metaboanalyst para analises estatisticas e

identificacdo das diferencas significativas entre as amostras.

A Tabela 2 mostra o resultado da ANOVA seguida de um HSD de Tukey que foi
feita para identificar diferencas significativas na comparacdo das amostras dos quatro
meios diferentes, utilizando um FDR (False Discovery Rate) de 0.05 como limite. Foram
utilizados dados de 13 amostras e 752 picos cromatograficos analisados (Centrotypes).
No total, a analise mostrou 30 compostos com diferengas significativas. A coluna 2
(Tabela 2) mostra 0 nome de cada um dos compostos que foram identificados utilizando
a biblioteca NIST destacados com a cor laranja (7, 10 e 28). Os outros compostos ainda
ndo foram identificados. A coluna 3 mostra os valores de p, confirmando a significancia
destes compostos e embora 0 composto 1 seja a mais significativa, pois tem o menor valor

de P, o composto néo foi identificado (XU et al., 2001).

A coluna 4 (Tabela 2) mostra os valores de FDR (False Discovery Rate). Essa
técnica foi proposta por Benjamini & Hochberg (1995) e vem sendo empregada com 0
objetivo de reduzir o numero de conclusdo de falsos positivos para manipular apenas
variaveis mais promissoras em experimentos posteriores. Quanto menor o valor de FDR,

mais significativas sédo as diferencas.
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Tabela 2: Caracteristicas importantes identificadas na comparacdo dos quatro meios diferentes por
ANOVA one-way e andlise post-hoc usando HSD de Tukey. A coluna 2 mostra o nome de cada um desses
compostos, a coluna 3 mostra os valores de p do teste, a coluna 4 mostra os valores de FDR e a coluna 5
mostra as comparacdes feitas a partir do HSD de Tukey. Ex: Para o composto n® 7 houve diferenca
significativa entre BGU comparado a BG11, BGCON e BGK. Os compostos que ndo foram identificados

estdo na Tabela suplementar 1.

N*do Identificaciao Valordep FDR HSD de Tukey
composto
[1]1Benzothiopyrano[4,3- . .
7 b]benzo[elindole 2,16E-02 000023221 DCU-BOLL BGU-BGC,

(C1sHu1NS) BGU-BGK;

Acido propan6ico
10 (Propanedioic acid, ethyl-, 6,21E-02 0.00046703
bis(trimethylsilyl) ester/Ci1H2404Siz2)

BGU-BG11; BGU-BGC;
BGU-BGK; BGU-BGK

Benzofurane-5-carboxamide, 2,3- 0.0015811 0042463 BGC-BG11; BGU-

& dihydro-N-phenyl (C:sH::NOx) BG1L: BGU-BGK;

A Figura 7 mostra quatro graficos gerados a partir da analise estatistica ANOVA
do MetaboAnalyst da comparacdo dos 4 meios. A Figura 7a mostra 0 composto com a
maior diferenca significativa. A Figura 7b mostra a comparacao relacionada ao composto
n°7 da Tabela 2, a Figura 7c mostra a comparacéo relacionada ao composto n° 10 e a
Figura 7d mostra a comparacéo relacionada ao composto n® 28. O composto n° 1 (Figura
7a) possui uma diferenca muito notavel do meio BGU em relacao aos outros meios, assim
como também ha uma diferenca significativa do meio BGU em compara¢do aos outros
meios relativos aos compostos n°7 e n° 10 (Figura 7b-c). Em relacdo ao composto n° 28
essa diferenca significativa ocorreu nos meios BGU e BGCON (Figura 7).
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a) Composto n°1 (Tabela S1) b) Composto n° 7 (C:sHuNS)
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Figura 7 Graficos gerados no MetaboAnalyst mostrando diferengas significativas entre
4 compostos diferentes comparados nos 4 meios.

O composto n° 10 ja foi encontrado em estudos anteriores recentes de perfil
metabolico utilizando GC-MS para analises, porém em espécies de macroalgas marinhas
(CAl etal., 2021; HE ID et al., 2019).

Ha relatos na literatura de que o metabdlito n® 7 (Tabela 2) é um composto
heterociclico (Figura 8) que faz parte de um grupo de compostos com potente atividade
anticancerigena in vitro (ISHIBASHI et al., 2021). Uma vasta quantidade de compostos
heterociclicos e fragmentos heterociclicos pertencem a formulagdes de muitas drogas, em
razdo da sua versatilidade e propriedades fisico-quimicas singulares e consequentemente
se tornaram componentes importantes para a quimica medicinal (CHAND et al., 2017).

Também ha relato de que esse composto e alguns de seus andlogos foram utilizados para
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testes comportamentais em ratos e revelaram que esse composto reduz a hiperatividade
induzida pela anfetamina, uma propriedade que estd presente em todas as drogas
antipsicoticas (GERARD et al., 2002).

Figura 8 Estrutura quimica do composto n° 7:
Benzo[g][1]benzotiopirano[4,3-b]indole (Tabela 2). Fonte:
https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/70057.

O metabolito n°® 28 (Tabela 2) também pertence a classe de compostos
heterociclicos. Compostos que contem anéis de benzofurano (Figura 9) estdo presentes
em diversos farmacos (RADADIYA; SHAH, 2015). Essa estrutura quimica atraiu muita
atencdo em razdo de suas atividades bioldgicas e o potencial uso de seus derivados para
farmacos clinicos (RADADIYA; SHAH, 2015). Tais compostos estdo abundantemente
presentes em plantas superiores, como por exemplo nas familias: Asteraceae, Rutaceae,
Liliaceae e Cyperaceae. Sendo que o maior nimero desses compostos foi descoberto em
Asteraceae (KHANAM; SHAMSUZZAMAN, 2015). H4 relatos de diversas atividades
bioldgicas desses compostos, incluindo: antitumoral, antibacteriana, antioxidante,
antiparasitarias, antiacetilcolina e anti-inflamatorias. Além disso, recentemente, um
analogo de benzofurano mostrou um potencial de atividade de agregacao anti-amildide,
sendo assim, pode auxiliar em um tratamento alternativo para a doenca de Alzheimer
(ABDEL-MOTAAL et al., 2017; ASWATHANARAYANAPPA et al., 2013; FURSE,
2017; HIREMATHAD; CHAND; KERI, 2018; LIANG et al., 2016; THEVENIN et al.,
2013; XU et al., 2017).

48



Figura 9 Estrutura quimica do composto n° 28: Benzofurane-
5-Carboxamide,  2,3-dihydro-N-phenyl ~ (Tabela  2).
Fonte:https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/8200476

A Tabela 3 mostra o resultado do Test-t que foi feito para identificar diferencas
significativas na comparagdo das amostras do meio BGK com o meio controle (BG11).
O objetivo é comparar os compostos dos meios nos quais a Ureia ndo esta presente como
fonte de nitrogénio. Foram dados de 8 amostras e 599 compostos analisados. No total, a
analise mostrou 11 compostos com diferencas significativas. A coluna 2 (Tabela 3)
mostra cada um dos compostos que foram identificados utilizando a biblioteca NIST e
que estdo destacados com a cor laranja (n° 4, 7 e 8). Os outros compostos ainda ndo foram

identificados.
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Tabela 3 Compostos significativos identificados pelo teste t, comparando o meio BGK com o BG11. A

coluna 2 mostra o nome de cada um dos compostos que foram identificados, a coluna 3 mostra o valor de

p do teste para cada um dos compostos e a coluna 4 os valores de FDR. Os compostos que ndo foram

identificados estdo na Tabela suplementar 2.

N° do composto Identificaciao Valor de p FDR
2,4,5-Trifluoro-3-methoxybenzamide, N-(4-

4 fluorophenyl) 4,08E-01 0.0061099

(C1«HsF4NO,)
Uréia

7 N,N'-bis(trimethylsily1) 0.00016046  0.01373
C7H20N>0S12)

8 Jreia 0.00019979  0.014959

N,N'-bis(trimethylsilyl) (C7H20N-0Si2)

N&o ha relatos na literatura sobre o composto n° 4 (Tabela 3) e ndo foi encontrada

nenhuma evidéncia de estudos anteriores sobre producdo de ureia por microalgas em

meios de cultivo utilizando nitrato como fonte de nitrogénio.

A Figura 10 mostra dois gréficos gerados a partir da analise estatistica Test-T

realizada no MetaboAnalyst da comparagcdo dos compostos dos meios BG11 e BGK

(meios que ndo contem ureia). A Figura 10a mostra o composto n° 4 e a Figura 10b

mostra a comparacao relacionada ao composto n°7, ambos descritos na Tabela 3, e a

diferenga significativa que houve na abundancia desses compostos nos dois meios

comparados.
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Figura 10 Graficos gerados no MetaboAnalyst mostrando diferencas significativas de

abundancia entre 2 compostos identificados na comparagdo entre o meio BG11

(controle) e 0 meio BGK.

A Tabela 4 mostra o resultado do Test-t que foi realizado para identificar

diferencas significativas na comparagéo das amostras do meio BGK com o meio controle

(BG11) apos a limpeza das amostras utilizando acetato de etila. O objetivo foi comparar

0s compostos com diferencas significativas apos a limpeza das amostras. Foram dados de

8 amostras e 486 compostos analisados. No total, a analise mostrou 108 compostos com

diferencas significativas. A coluna 2 (Tabela 4) mostra 0os compostos que foram

identificados utilizando a biblioteca NIST e que estdo destacados com a cor laranja (n° 8,

25, 72). Nao foi possivel identificar os outros compostos.
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Tabela 4 Amostras significativas identificadas pelo teste t, comparando o meio BGK com 0 BG11 apés a
limpeza das amostras. A coluna 2 mostra o nome de cada um desses compostos (apenas os que foram
identificados). A coluna 3 mostra os valores de p do teste e a coluna 4 mostra os valores de FDR. Os

compostos que ndo foram identificados estdo na Tabela suplementar 3.

N° do composto Identificaciao Valordep FDR

Acido fosforico

(Silanol, trimethyl-, phosphate/CoH2704psi3) 2000125 0,00688

Acido octadecanéico
(Octadecanoic acid, 2,3-

= bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl GRS DRy
ester/C27H5804Si2)
Acido palmitico

72 (Hexadecanoic acid, trimethyIsilyl 0,020848 0,12769

ester/C19H4002Si)

Dentre os nove compostos que foram identificados entre todas as analises, trés
deles sdo acidos graxos: &cido propanoico, acido hexadecanodico (palmitico) e acido
octadecandico (estearico). Muitas microalgas ja sdo utilizadas industrialmente em virtude
da sua capacidade de produzir alguns compostos, como os acidos graxos, que podem ser
utilizados no enriquecimento de racdes para peixes, producdo de biodiesel, além da
possibilidade de serem consumidos como fonte de acidos graxos essenciais para a salde
humana (VASCONCELOS COSTA; BRESSAN; SABARENSE, 2006).

Fatores como luz, temperatura, concentracdo de nitrogénio e didxido de carbono
podem influenciar a composi¢do de acidos graxos em microalgas (GREQUE DE
MORAIS; VIEIRA COSTA, 2008).

Ha estudos anteriores que mostram que o &cido palmitico pode estar presente
e ser predominante nos cultivos de microalgas (DESHNIUM et al., 2000; MARIA
COLLA; ELITA BERTOLIN; ALBERTO VIEIRA COSTA, 2004; OLGU ON et al.,
2002). O é&cido palmitico é encontrado em animais e plantas. Como indicado por seu
nome, é encontrado em altas quantidades em Gleo de palma. Este acido graxo esta
presente no leite materno (20 a 30%), sendo assim uma fonte essencial de energia na
alimentacdo infantii (GREQUE DE MORAIS; VIEIRA COSTA, 2008). Porém,
geralmente é utilizado na producédo de cosméticos e produtos de limpeza, uma vez que ha
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evidéncias que pode ser prejudicial para a saide humana (VASCONCELOS COSTA;
BRESSAN; SABARENSE, 2006).

O 4cido propanoico (propibnico) ja € utilizado para diversos fins, por exemplo,
como conservante de alimentos e como agente esterificante na producgdo de
termoplasticos. No entanto, a maior parte dessa producdo é petroquimica, sendo assim,
h& uma crescente demanda por uma producéo biologica e mais eficiente deste composto
(M. GAUTIER, 2014). Uma vez que foi encontrado no meio extracelular de C.
Sorokiniana, uma espécie de microalga que ja € utilizada industrialmente, ha

possibilidade da sua producéo utilizando esses organismos.

Ademais, estudos mostram que 0 acido estearico geralmente compde o perfil
metabdlico de diversas espécies de microalgas, inclusive espécies de microalgas verdes
(DUONG; THOMAS-HALL; SCHENK, 2015; WEIXIAN CHEN, 2021). Dessa forma,
os resultados foram condizentes com o que ja esta disponivel na literatura, porém para a

espécie de C. Sorokiniana.

A Tabela 5 e a Tabela 6 mostram o perfil de metabolitos identificados
nos meios BG11 e BGK. E possivel observar que grande parte dos compostos s&o acidos
graxos, um fato que ja é bastante citado na literatura (FERREIRA et al., 2019). Tais
compostos que sdo secretados por microalgas usualmente séo acidos carboxilicos comuns
com cadeias de hidrocarbonetos entre 4 e 36 carbonos. S&0 comumente classificados
como é&cidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados
(PUFA) (D’ALESSANDRO; ANTONIOSI FILHO, 2016). O &cido graxo saturado mais
comum encontrado em microalgas é o Acido palmitico (C16:0), porém, também s&o
encontrados desde o acido butandico (C4:0) ao octandico (C28:0) (D’ALESSANDRO;
ANTONIOSI FILHO, 2016), sendo que ambos foram identificados no meio BG11 e no
meio BGK nesse estudo. Embora o &cido oleico (C18:1), popularmente conhecido como
O0mega-9, seja usualmente o acido graxo monoinsaturado mais presente na composigdo
das microalgas, ndo foi identificado nesse estudo. No entanto, o acido linolénico (C18:3),
popularmente conhecido como émega-3, foi secretado no meio BG11 por C. sorokiniana.
Esse composto é um acido graxo poli-insaturado e corresponde a um componente lipidico
de alto valor agregado (D’ALESSANDRO; ANTONIOSI FILHO, 2016).
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Tabela 5 Perfil de metabdlitos que foram identificados do meio BG11 (controle), utilizando a biblioteca
NIST. Na coluna 2 estdo os nomes dos compostos e na coluna 3 o tempo de retencéo referente a cada um
deles. Em destaque (cor laranja) esta o Acido linolénico (6mega-3). Os compostos identificados na analise

das amostras apenas com meio de cultivo (Branco) foram retirados da lista.

Meio BG11

N° Nome Tempo de retengio

Acido 1,4-benzenodicarboxilico, éster bis (trimetilsililico) (Acido .
1 . 30.139 min
tereftalico)

2 1,2-etanodiamina, N,N,N',N'-tetrametil- 15.466 min
3 3,6,9-Trioxa-2,10-disilaundecano, 2,2,10,10-tetrametil- (Dietileno Glicol) 16.831 min
4 Acido 1,2-benzenodicarboxilico, éster bis(trimetilsilil) 27.994 min
5 Acido 2,3,4-trihidroxibenzoico, tetra-TMS 25.456 min
6 Acido 2-butenodidico, (E)- 19.616 min
7 Acido azelaico, éster bis(trimetilsililico) 30.184 min
8  Acido benzéico, 3-metoxi-4-[(trimetilsilil)oxi]-, éster trimetilsililico 26.528 min
9  Acido butanodidico, éster bis(trimetilsilil) 18.678 min
10 Acido decandico, éster trimetilsililico 22.418 min
11 Acido dodecandico, éster trimetilsililico 27.045 min
12 Acido eicosanoico, éster trimetilsililico 41.853 min
13 Acido heptanodidico, éster bis(trimetilsilil) 25.944 min
14 Acido L-trednico, éter tris(trimetilsililico), éster trimetilsililico 25.456 min
15  Acido nonandico, éster trimetilsililico 19.897 min
16 Acido n-Pentadecandico, éster trimetilsililico 33.205 min
17  Acido octanodioico, éster bis(trimetilsilil) 28.073 min
18 Acido octandico, derivado de TMS 17.258 min
19 Acido pentanodidico, 2-[(trimetilsilil)oxi]-, éster bis(trimetilsilil) 21.082 min
20 Acido propanoico, 2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]-, éster trimetilsililico 19.431 min
21 Acido propidnico, 2-(trimetilsiloxi)-, éster trimetilsililico 11.434 min
22 Acido tetradecanoico, éster trimetilsililico 31.223 min
23 Acido a-linolénico, éster trimetilsililico 38.141 min
24 D-(-)-Tagatose, pentakis(trimetilsilil) éter, metiloxima (anti) 28.286 min
25 Glicerol, 2-O-galactopiranésido, TMS 40.589 min
26 Silanol, trimetil-, fosfato (3:1) 17.853 min
27 Trimetilsilil ((trimetilsilil)oxi)acetato 11.861 min
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28 Uréia, N,N'"-bis(trimetilsilil)-

16.645 min

Tabela 6 Perfil de metabdlitos que foram identificados do meio BGK utilizando a biblioteca NIST. Na

coluna 2 estdo os nomes dos compostos e na coluna 3 o tempo de retencéo referente a cada um deles. Os

compostos identificados na analise das amostras apenas com meio de cultivo (Branco) foram retirados da

lista.
Meio BGK
N° Nome Tempo de retencio
L 3,6,9-Trioxa-2,10-disilaundecano, 2,2,10,10- 11.120 min
tetrametil- (Dietileno Glicol)
2 Acido 1,4-benzenodicarboxilico, éster bis(trimetilsililico) 30.145 min
3 Acido 2-butenoditico, (E)- 19.610 min
A Acido benzéico, 3-metoxi-4-[(trimetilsilil)oxi]-, éster 26.534 min
trimetilsililico

5 Acido benzoico, TMS 16.696 min
6 Acido butanodioico, éster bis(trimetilsilil) 18.678 min
7 Acido dodecandico, éster trimetilsililico 22.424 min
8 Acido heptanodioico, éster bis(trimetilsilil) 25.956 min
9 Acido L-trednico, éter tris(trimetilsililico), éster trimetilsililico 25.450 min
10 Acido nonanoico, éster trimetilsililico 19.902 min
11 Acido octandico, derivado de TMS 17.263 min
12 Acido propanoico, 2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]-, éster trimetilsililico 19.425 min
13 Acido propi6nico, 2-(trimetilsiloxi)-, éster trimetilsililico 11.429 min
14 Acido tetradecandico, éster trimetilsililico 31.251 min
15 D-(-)-Lixose, tetraquis(trimetilsilil)éter, metiloxima (syn) 28.281 min
16 D(+)-Sacarose, TMS 45.868 min
17 Glicerol, 2-O-galactopiranésido, TMS 40.589 min
18 Octacosano 32.823 min
19 Silanol, trimetil-, fosfato (3:1) 17.774 min
20 Trimetilsilil trimetilsiloxiacetato 11.861 min
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O consumo de dmega-3 tem sido associado a diversas questdes fisiologicas do
corpo humano, sendo assim um valioso suplemento alimentar. No entanto, 0 organismo
humano néo é capaz de produzir esse &cido graxo, sendo assim, € fundamental consumir
porcdes adequadas desse composto que usualmente estdo presentes em derivados de 6leo
de peixe (SWANSON; BLOCK; MOUSA, 2012). Contudo, as microalgas podem atuar
como uma fonte alternativa desse suplemento alimentar, sobretudo para pessoas que

possuem uma dieta vegetariana ou vegana.

Apesar da maioria das microalgas que possuem alto teor de 6mega-3 serem
espécies marinhas, como Schizochytrium sp. e Nannochloropsis sp., estudos ja mostraram
que espécies de agua doce, como microalgas do género Chlorella podem ser possiveis

substitutos para a producao desse composto (FERREIRA et al., 2019).

6.5 Mutagénese UV

A mutagénese foi realizada de acordo com os métodos descritos, mas
apenas uma das tentativas obteve sucesso, ou seja, houve de fato modificagdes do nimero
de celulas vivas ap0s a exposicao a luz UV. Apenas o teste com as microalgas na diluicdo
de 10® mostrou o resultado esperado. Sendo assim, foi feito o indculo dessas algas em
uma placa de 96 pocos em triplicata, porém ndo houve distingdo na mudanca de cor no
meio entre o controle e as algas que foram submetidas ao tratamento. Caso as colénias
tivessem apresentado alteracdes, seriam transferidas para Erlenmeyer com meio liquido
de cultivo para anélises posteriores de crescimento, perfil metabolico do meio extracelular
e pH.
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7. Considerac0es finais

A metaboldmica pode ser utilizada para auxiliar na taxonomia e rastreamento de
cepas de microalgas, além da construcdo de modelos metabolicos desses organismos,
tudo isso utilizando GC-MS para as analises, uma vez que é um método utilizado para
perfis de metabdlitos ha mais de 50 anos e além disso, a técnica ja é bastante relevante na

pesquisa com plantas.

Os resultados desse estudo mostraram que independente do meio, o perfil de
crescimento da espécie foi muito parecido, assim pode-se observar como C. Sorokiniana
€ uma espécie capaz de se adaptar a condigdes diferentes e manter seu crescimento e
produtividade. Além disso, houve a confirmacdo que BGK pode ser um bom meio de
cultivo para essa espécie, tanto para obtencdo de biomassa seca, quanto para tracar perfis
metabdlicos, uma vez que o maior numero de compostos com diferencas significativas
foi encontrado comparando o controle (BG11) com esse meio. Estudos posteriores
poderdo apresentar a producdo em larga escala de biomassa ou de algum dos compostos

identificados neste trabalho, utilizando a espécie e 0s meios descritos.

Futuramente, a analise do crescimento e da producdo de biomassa de C.
Sorokiniana poderé ser feita realizando a medi¢éo de nitrogénio consumido durante todo
o crescimento do organismo, para que assim seja possivel calcular o quanto de nitrogénio
foi de fato transformado em biomassa, até mesmo verificando se ha diferencas desse
consumo em relacdo ao meio e a fonte de nitrogénio. Dessa forma, a producdo de
biomassa e de alguns compostos podera ser otimizada, além disso, as vias biosintéticas
de tais compostos e 0s mecanismos de transporte encarregados da secrecdo desses
metabdlitos também poderdo ser elucidados, logo, haverd um conhecimento maior sobre

0s mecanismos bioquimicos utilizados por C. Sorokiniana.
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9. Material suplementar

9.1 Tabelas

Tabela suplementar 1 Caracteristicas importantes identificadas na comparacdo dos quatro meios
diferentes por ANOVA one-way e analise post-hoc usando HSD de Tukey. A coluna 2 mostra A coluna 2
mostra o nimero de identificacdo de cada um desses compostos, que é uma combinagdo do ndmero de
Scan onde esta localizado o respectivo pico de cada ion, em laranja. 0 nome de cada um dos compostos
que foram identificados, a coluna 3 mostra os valores de p do teste, a coluna 4 mostra os valores de FDR
e a coluna 5 mostra as comparac0es feitas a partir do HSD de Tukey. Ex: Para o composto n° 7 houve
diferenca significativa entre BGU comparado a BG11, BGCON e BGK.

coﬁp(izto Ic(lle :;'22:?30 Valordep FDR HSD de Tukey
1 222 103 2,00E-07 2,18E-04 BGU'BBcéljjggz'BGC;
2 154 206 3,04E-06 1,14E-03 BGU‘BB(élj_’BBGGéJ;'BGCv
3 4493_73 5,72E-04 1,43E-01 BGC'BB%ljiggc'f'BGCf
4 2305_232 4,35E-04 8,18E-01 BGU‘%%%_’BBSE'BGQ
5 3428_206 1,10E-02 0.00016543 BGU'BB%J_?BBSE'BGC?
6 2299_103 2,00E-02 0.00023221 BGU'BB%lj_’BB&’;'BGC,
7 [1]Bbe]gze?1tzh<;([)5)ilrr132?e[4'3- 2,16E-02 0.00023221 PCUBO BEUBCC,
(C1sH1:NS) :
8 2278_114 4,18E-03 0.00035407 °OU BRI AR BOC
9 3392_262 4,24E-02 0.00035407 BGU'%%lul_’ggz'BGC,

Acido propandico

(Propanedioic acid, ethyl-, BGU-BG11; BGU-BGC;

= bis(trimethylsilyl) 6,21E-02 0.00046703 "5y pGK: BGU-BGK
ester/C11H2404S12)
BGK-BG11; BGU-BG11;
11 5145 221 795E-01 0.004986 o BOC
BGU-BG11: BGU-BGC;
12 2510160 7.98E-01 0.004986 U BOK
BGU-BG11: BGU-BGC;
13 3610 314 8.80E-01 0.004986 BGU-BGK: BGK-BGC: BGU-
BGK
BGC-BG11; BGK-BG1L:
14 1660_281 0.00010239 0.004986 BU oL
BGC-BG11; BGK-BGC;
15 4978 361 0.0001039 0.004986 U Beo.
BGU-BG11: BGU-BGC;
16 2505_129 0.00010846 0.004986 BOUBOK.
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17

18

19

20

21

22

23

24

25
26
27

28

29

30

7453_352

2395 216

4134343
2120 103
241 191
3461 522
710_103
3074_129

1083 217
227 173
5077_75

Benzofurane-5-
carboxamide, 2,3-dihydro-
N-phenyl (Ci1sHisNO-)

1849 319

1297 206

0.00011272

0.00025008

0.00031576

0.00032516

0.00059904

0.00067009

0.00088908

0.00099702

0.0012065
0.0012673
0.0013628

0.0015811

0.0018325

0.0019397

0.004986

0.010448

0.012226

0.012226

0.021451

0.022905

0.029069

0.03124

0.036292
0.036654
0.037957

0.042463

0.047518

0.048622

BGC-BG11,; BGK-BGC;
BGU-BGC,;
BGU-BG11; BGU-BGC,;

BGK
BGC-BG11,; BGK-BG11,
BGU-BGL11; BGU-BGC,;
BGK-BG11; BGU-BG11;

BGK-BGC,;
BGU-BG11; BGU-BGC,;
BGU-BGK;
BGK-BG11; BGK-BGC,;
BGU-BGK;
BGC-BG11; BGK-BG11,
BGU-BGL11;
BGC-BG11; BGK-BG11,
BGU-BGK;
BGC-BG11; BGK-BG11,
BGU-BG11;
BGU-BGL11; BGU-BGK;
BGU-BG11; BGU-BGC,;
BGU-BGK;

BGC-BG11,; BGU-BG11,
BGU-BGK;

BGK-BG11; BGK-BGC,;
BGU-BGK;
BGC-BG11,; BGK-BG11,
BGU-BG11;

BGU-BGK; BGU-BGC; BGU

Tabela suplementar 2 Compostos significativos identificados pelo teste t, comparando o meio BGK com o0 BG11. A

coluna 2 mostra o nome de cada um dos compostos, que é uma combinac¢éo do ndmero de Scan onde esta localizado

o pico do respectivo fon. A coluna 3 mostra os valores de p do teste para cada um dos compostos e a coluna 4 mostra

os valores de FDR.

N*do Identificacao (Ion-Scan) Valor de p FDR
composto

1 2082_245 5,62E-02 0.0031711

2 3997_205 1,09E-01 0.0031711

3 3902_160 1,59E-01 0.0031711

2,4,5-Trifluoro-3-methoxybenzamide, N-(4-

4 fluorophenyl) 4,08E-01 0.0061099
(C1sHsFaNO2)

5 3737_215 8,77E-01 0.010501

6 3741 258 0.00015082 0.01373

Uréia

7 N,N'-bis(trimethylsilyl) 0.00016046 0.01373

C7H20N20$iz)
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10
11

Uréia

N,N'-bis(trimethylsilyl) (C;H20N20Si2)

3718 67
3748 201
1393 68

0.00019979

0.00045689
0.00052996
0.00079455

0.014959

0.030409
0.031745
0.043267

Tabela suplementar 3 Amostras significativas identificadas pelo teste t, comparando o meio BGK com 0 BG11 ap6s

a limpeza das amostras. A coluna 2 mostra o nimero de identificacdo de cada um desses compostos, que é uma

combinagdo do codigo de processamento derivado do alinhamento (Centrotype) com o ndmero de Scan onde esta

localizado seu respectivo pico. A coluna 3 mostra os valores de p do teste e a coluna 4 mostra os valores de FDR.

coljnp‘(i)(;to (Cf:i:ﬁ?;;ifggan) Valor de p FDR
1 19296_9105 2 14E-06  0,0004718
2 18922 8844 2 14E-06  0,0004718
3 19047 8724 1,66E-05  0,0024405
4 19187 9086 0,000125  0,00688
5 18796_8540 0,000125  0,00688
6 18921 8673 0,000125  0,00688
7 13647 5395 0,000125  0,00688
. (Silanol, trimetﬁﬁl-?%;gzgigfe(;cgH2704PSi3) OROtiEs - GRoes
9 19286_9039 0,000236  0,0094695
10 18300_8965 0,000236  0,0094695
11 19150_8875 0,000236  0,0094695
12 18830_9057 0,000395  0,010257
13 18385_8972 0,000395  0,010257
14 5553_4666 0,000395  0,010257
15 11891 3430 0,000395  0,010257
16 2066_5999 0,000395  0,010257
17 6201_6518 0,000395  0,010257
18 19089_9004 0,000608  0,014898
19 10414 5187 0,000879  0,019381
20 18550_8346 0,000879  0,019381
21 18387 9070 0,001212  0,023231
22 135613500 0,001212  0,023231
23 13643 5333 0001212  0,023231
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18964 8631 0,001609 0,029563
Acido octadecanéico

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

(Octadecanoic acid, 2,3- 0,001894  0,033417
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester/C27H5804Si2)
19151 8890 0,002073 0,034049
14866_2567 0,002085  0,034049
4998 5672 0,002453 0,038208
19173 8502 0,002604 0,038208
3428 4636 0,002604  0,038208
15855 5174 0,002686 0,038208
19184 9048 0,003204 0,041563
7353_4666 0,003204  0,041563
7274 2164 0,003204  0,041563
17023 3764 0,003873 0,0488
3088_1423 0,005414 0,064524
19007_8995 0,005414  0,064524
16174 6263 0,006451 0,071463
6061_3527 0,006583  0,071463
14955_4709 0,006709  0,071463
6075_3746 0,006709 0,071463
11915 3667 0,006806 0,071463
2300_4976 0,007218  0,073525
13670_5872 0,007336  0,073525
18761 8921 0,008215 0,078756
15683_3874 0,008215  0,078756
19368_9015 0,008701  0,081642
10067_7196 0,009273 0,085193
19161 9077 0,010335  0,086134
14882_2853 0,010389  0,086134
11327_2650 0,010885 0,086134
18317 _7712 0,010885 0,086134
19123 8834 0,010885  0,086134
12368 5561 0,010885 0,086134
2648004 0,010885 0,086134
9621_1358 0,010938  0,086134
12979 6297 0,013448 0,102
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

72

73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
01

15760_3222
7061_7114
14508_4731
10245_7000
17794 9044
6507_5001
11529 5607
14568_2952
18982_9097
3725 7376
19427 6822
14366_9010
2407_239
2512 6261

Acido palmitico
(Hexadecanoic acid, trimethylsilyl
ester/C19H4002Si)

13627_5197
14015_7804
9651_3035
18734_9095
13278 _4925
6460_4466
11905_3588
2240 131
16714 1677
19148_8806
18473_6760
12627_5083
18970_8867
18004_5182
10125 3357
14765_1940
18716_8157
17119 5315
3931 3333

0,013458
0,013646
0,014066
0,016428
0,016428
0,016428
0,016428
0,016428
0,017895
0,018182
0,01964
0,019825
0,019825
0,019825

0,020848

0,021136
0,022669
0,023429
0,023676
0,023676
0,024025
0,024235
0,02561
0,025833
0,026541
0,02746
0,02746
0,028008
0,028538
0,029114
0,029114
0,030792
0,030792
0,030792

0,102
0,102
0,10338
0,11146
0,11146
0,11146
0,11146
0,11146
0,11957
0,11968
0,12314
0,12314
0,12314
0,12314

0,12769

0,12769
0,1351
0,13529
0,13529
0,13529
0,13529
0,13529
0,14065
0,14065
0,14274
0,14417
0,14417
0,14531
0,1459
0,1459
0,1459
0,14922
0,14922

0,14922
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92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

7297 3060
2134 8270
18235_8980
18740_4448
4826 5873
19061_8785
13918_3866
11476_4812
5068_6573
4639 6220
11640_7700
19426_6812
16972_2039
9036_2672
5043 6214
2257 384
18974 8937

0,032378
0,032847
0,032847
0,035679
0,035993
0,038214
0,038214
0,038407
0,039103
0,040443
0,041326
0,043453
0,044128
0,04413
0,04413
0,044867
0,048886

0,1541
0,1541
0,1541
0,16534
0,16534
0,17109
0,17109
0,17109
0,17245
0,17659
0,17867
0,1836
0,1836
0,1836
0,1836
0,18492
0,19962
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Tabela suplementar 4 Classes de compostos e seus respectivos métodos analiticos de separagéo/identificagéo.
Adaptado de Medeiros & Simoneit (2007).

Classe dos compostos Meétodos analiticos de deteccgéo
Compostos lipidicos insaturados GC, GC-MS
Acucares/polissacarideos GC, GC-MS, GC-MS/MS
L-Aminoé&cidos/peptideos GC, Py-GC, GC-MS
Nucleotideos, bases, etc. Métodos especificos
Biopolimeros Py-GC — MS, métodos especificos
Hidrocarbonetos alifaticos GC, GC-MS, GC-IRMS

Acidos alifaticos, Alcoois, Cetonas GC, GC-MS, GC- IRMS
Isoprendides GC, GC-MS, GC-IRMS
Esteroides GC- MS, GC- IRMS
Triterpendides GC-MS, GC- IRMS
Diterpendides GC- MS, GC- IRMS

Pigmentos HPLC- MS, HPLC- IRMS

. . GC- MS, Py-GC - MS, GC- IRMS, NMR,
Biomarcadores novos e desconhecidos :

Raio-X

GC-MS, GC (ECD), GC-CIMS,
métodos especificos

GC-MS, HPLC - MS, HRMS, métodos
especificos

Compostos halogenados

Drogas, horménios, suplementos
Plastificantes e outros produtos quimicos industriais GC-—MS, métodos especificos

GC, Py-GC, GC- MS, GC- IRMS, HPLC,

D/L-Aminoéacidos LC.MS

Alcoois alifaticos, acidos, ésteres, amidas,
hidrocarbonetos

Hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHs) GC, GC-MS, GC- IRMS

GC, GC-MS, GC-IRMS

GC = cromatografia gasosa (varios detectores, geralmente FID), Py = pir6lise, MS = espectrometria de
massa, IRMS = espectrometria de massa de razdo isotépica, HRMS = espectrometria de massa de alta
resolucdo, HPLC = cromatografia liquida de alta pressdo, ECD = detector de captura de elétrons, Cl =
ionizagdo quimica, RMN = ressonancia magnética nuclear.
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