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RESUMO

A classe de corantes e pigmentos sintéticos sdo utilizados em diferentes
processos industriais para aderir colora¢ao aos produtos. O uso desses compostos tém
sido relatados como causadores de danos a satde, provocando doengas como alergias,
complicagdes digestivas e cancer. Diante da necessidade de produtos de origem
natural, os carotenoides, um conjunto de aproximadamente 850 moléculas, estao
amplamente distribuidos na natureza e sdo produzidos por plantas e microrganismos,
possibilitando a produgdo em larga escala, sem causar danos ao meio ambiente e a
saude dos consumidores. Essas biomoléculas desempenham fungdes essenciais tais
como, atividade pro-vitamina A, antioxidante, fortalecimento do sistema imunolégico,
sinalizacdo celular, prote¢ao contra degeneragdo macular relativa a idade, protecao da
pele, reducdo do risco de doencas degenerativas e cardiovasculares. Considerando
esses beneficios, t€ém-se a necessidade de alternativas para a producao em larga escala
de carotenoides, e as microalgas estdo sendo apresentadas como grandes promissoras
desse potencial. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
capacidade da sintese de carotenoides totais das microalgas Chlamydomonas sp. €
Scenedesmus sp. obtidas de fontes dulcicolas da Regido Oeste da Bahia e cultivadas
sob condicdes de estresse. As linhagens das microalgas foram cultivadas por 20 dias,
em meio ASMI, sob deplecdes de 50 e 70% de nitrogénio e variagdes de temperatura,
incidéncia luminosa e homogeneizacdo. Os resultados obtidos indicam que as
condi¢des impostas influenciam na densidade celular e na producao de carotenoides
totais. Ao fim dos experimentos as melhores condigdes e produgao de carotenoides
totais por parte da microalga Chlamydomonas sp. foi de 0,972 (+ 0,049) mg/g na
condi¢ao A70% e Scenedesmus sp. foi de 0,380 (+ 0,006) mg/g na condigdo A50%.

Palavras chaves: microalgas, Chlamydomonas sp., Scenedesmus sp., carotenoides,

condigoes de estresse.
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1. INTRODUCAO

Corantes e pigmentos sintéticos sdo substancias utilizadas em processos
produtivos nas industrias téxteis, plasticas, alimenticias (humana e animal), cosméticas
e farmacéuticas para atribuir qualidade aos produtos. Esses aditivos conferem
coloragao, realga as propriedades organolépticas, influencia na aceitagao ou rejeicao,
possibilita melhorias na conservagao e promove alta estabilidade a luz, oxigénio, calor
e pH (ZANONI; YAMANAK, 2016; PALIYATH, 2003; CONSTANT;
STRINGHETA; SANDI, 2002).

Apesar da ampla utilizacdo dos corantes de origem sintética e suas vantagens
associadas, o seu uso indiscriminado tem causado efeitos potencialmente nocivos aos
seres humanos, animais € ao meio ambiente. Muitos destes apresentam carater toxico,
mutagénico, carcinogénico, genotoxico, recalcitrante e desencadeiam reagdes
alérgicas e degeneracdes celulares (MERCI et al., 2019; VELAZQUEZ, 2012).

Em contrapartida, os corantes e pigmentos de origem naturais sao tidos como
uma solucdo promissora para a substitui¢do de seus homologos sintéticos. Além de
conferir coloracdo aos produtos, estdo envolvidos em bioatividades importantes e
benéficos a satide como prote¢dao do organismo e prevengao de doengas, resultante da
diversidade de nutrientes e componentes bioativos presentes (VARGAS et al. 2017,
ROCHA; REED, 2014).

Os carotenoides, uma das familias dos compostos naturais, t€ém se destacado
por serem sintetizados naturalmente pelas plantas, algas, bactérias, fungos e insetos
(FONTANA etal., 2000). Essas substancias sao atuantes em funcdes fisioldogicas como
atividade pro-vitamina A e antioxidantes, fortalecimento do sistema imunolégico,
sinalizacdo celular, protecdo contra degeneragdo macular relativa a idade, reducio do
risco de doencas degenerativas e cardiovasculares (MAOKA, 2020; SCHWARTZ,
2010).

As microalgas sob condi¢gdes controladas de cultivo apresentam potencial para
biossintese de altas taxas de metabolitos como os carotenoides. A classe
Chlorophyceae, também conhecidas como algas verdes, sdo promissoras para
producdo dessas substincias. Existe uma biodiversidade ampla e sdo facilmente
encontradas em fontes de dgua doce. Destas, os géneros Chlamydomonas sp. e
Scenedesmus sp. tém sido associadas como produtoras dos carotenoides -caroteno,

neoxantina, loroxantina, violaxantina e luteina, em resposta a condi¢des extremas de
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cultivo, como o estresse oxidativo (PRIBYL et al.,, 2015; CHU et al., 2011;
RICHMOND, 2004).

Diante da necessidade de novas alternativas para producdo dos corantes e
pigmentos naturais, a produgdo biotecnologica de carotenoides utilizando microalgas
se torna cada vez mais promissora. A Biotecnologia possibilita a otimizagdo das
técnicas existentes, como também, obtencdo de novas técnicas e fontes
microbiologicas para favorecer a producao em larga escala dessas substancias. Para
validar essa possibilidade, o presente trabalho consta na verificacdo do potencial da
sintese de carotenoides totais das microalgas Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp.
isoladas por meio de uma Bioprospec¢do realizada em fontes dulcicolas da regido

Oeste da Bahia.
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2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos a industria bioldgica desempenhou um papel fundamental em
prol da melhoria da qualidade de vida dos seres vivos e das mudangas ambientais
ocorridas durante séculos. O uso de residuos ndo biodegradaveis e ndo sustentaveis
tem resultado na geracdo excessiva, descarte inapropriado, desequilibrio ambiental e
danos potenciais a saude dos usuarios como consequéncia dessa agao, necessitando de
alternativas que reduzam os efeitos causados até entdo, assim como evitar danos
futuros.

Os corantes e os pigmentos naturais por sua vez, apresentam vantagens em
relacdo ao uso daqueles de origem sintética, sdo substancias atoxicas, biodegradaveis,
ndo prejudiciais ao meio ambiente e podem ser obtidos a partir das fontes renovaveis
de origem animal, vegetal e microbiana. No entanto, muitos destes apresentam
desvantagens como instabilidade a luz, ao calor e a variagdes de temperatura,
necessitando de melhorias no processo produtivo (BALAN, 2017; CONSTANT;
STRINGHETA; SANDI, 2002).

A producdo biotecnologica de corantes e pigmentos naturais por meio do uso
de microrganismos vem sendo estabelecida e ganhando destaque em relagdo as demais
fontes de obtencdo. Alguns dos fatores que contribuem para essa revolucao estdo na
possibilidade do uso substratos de baixo custo, redugao de espagos para a bioproducao,
controle do cultivo e obtencao de altas taxas crescimento e acumulos de biomassa e
produtos (metabolitos), assegurando melhores resultados produtivos (SILVA JUNIOR
et al., 2018).

Visto isso, as microalgas sdo investigadas para a producao em larga escala
dessas moléculas. Esses microrganismos compdem um grupo diversificado de
microrganismos e apresentam composi¢do bioquimica variada. Naturalmente sdo
constituidas por carotenoides, pigmentos acessorios a fotossintese e protecdo ao
fotossistema (PINEROS et al., 2019). Visto isso, estudos mostram que sob privacio
de nutrientes e condi¢des ambientais ocorrem variagdes fisiologicas resultando no
acimulo substancias especificas, no qual uma destas sdo os carotenoides (DERNER,
2006).

O Brasil ¢ um dos paises mais ricos em biodiversidade e apresenta condi¢des
climaticas e ambientais favordveis para a producdo em larga escala desses

microrganismos. O pais ¢ caracterizado por duas das exigéncias vitais das microalgas,



16

recebe niveis médios de insolagdo de 8 — 22 MJ/m?.dia e constitui 10.959 km de costa,
onde aproximadamente 12% equivale a reservas de dgua doce do mundo (BRASIL,
2014).

Utilizando-se das condic¢des favoraveis do pais, associado com as tecnologias
provindas da biotecnologia, € possivel aprimorar a producao desses pigmentos, a partir
da investigacdo de novos microrganismos produtores de carotenoides. Por meio da
compreensao da bioconversdao dos nutrientes e do estabelecimento das condigdes
bioticas e abioticas, € possivel potencializar a produgao.

Com o objetivo de elucidar a biossintese de carotenoides e demais metabolitos
secundarios por parte das microalgas e identificar quais destes microrganismos sao
potenciais produtores desses metabdlitos, o grupo de pesquisa e desenvolvimento de
Bioprospeccdo de microalgas na Regido Oeste da Bahia composto por alunos do Curso
de Engenharia de Biotecnologia na Universidade Federal do Oeste da Bahia,
desenvolveram estudos e experimentos preliminares comprovando o potencial

estimado, e a partir de entdo o presente trabalho foi possibilitado.
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3. OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da sintese de carotenoides totais das microalgas

Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp. sob diferentes condi¢des de cultivo.

3.2 Objetivos especificos

= Cultivar as microalgas Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp. em deplegao de
50 e 70% de nitrogénio;

» Submeter os cultivos a diferentes condi¢cdes de incidéncia luminosa,
temperaturas € homogeneizacao;

= Investigar os efeitos das condigOes estabelecidas para avaliar a producao de
carotenoides;

= Extrair carotenoides totais (CT);
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Corantes e pigmentos

4.1.1 Defini¢do de corantes e pigmentos

Corantes e pigmentos sdo compostos quimicos de origem sintética ou natural,
que transmitem cores especificas através da absorcdo da luz nos comprimentos de
ondas entre 400 e 700 nm no espectro eletromagnético (Figura 1). A fixacdo dessas
substancias a um dado substrato se da a nivel molecular, e a ligacdo quimica entre
ambos define se a molécula tem carater de corante ou pigmento (MARTINS;

SUCURIPA; SUAREZ, 2015; GUARATINI; ZANONI, 2000).

Espectro eletromagnético

o
2 2 3
- - 2 §
g g > 5 8 °
R 5 ) 2 5 2
Z Z £ £z
= S
10-14 10-12 10-10 10-8 0-6 10-4 102 100 102
Luz visivel
violeta azul verde amarelo vermelho ‘
400 nm 700 nm

Figura 1. Espectro eletromagnético. Adaptado de NASCIMENTO (2016).

Segundo a definicdo da Colour Index (2015a) os corantes sdo substincias
organicas ou inorganicas, coloridas ou fluorescentes de modo intencional. Essas
substancias sao soluveis naturalmente ou entdo sao submetidas a tratamentos que
conferem a solubilidade, por meio da quebra da estrutura cristalina por tratamentos
quimicos ou mecanicos. Podem ser aplicadas diretamente na matéria no qual se deseja
incorporar a coloracdo, uma vez que ha afinidade entre ambos.

Os pigmentos diferem dos corantes quanto a solubilidade, necessitam de um
suporte para que seja incorporado no material. Essas substancias sao particulas s6lidas

organicas ou inorganicas, caracteristicos por serem coloridos, pretos, brancos ou
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fluorescentes, que quando em contato com a matéria a ser incorporada, apresenta

carater insoluvel (COLOUR INDEX, 2015b).

4.1.2 Corantes e pigmentos sintéticos

Corantes e pigmentos artificiais sdo aqueles obtidos por sintese quimica. A
utiliza¢do dessas substancias em detrimento daqueles de origem natural se dé pela alta
estabilidade a luz, oxigénio, pH, maior poder calorifico, menores custos de produgao,
uniformidade das cores e fixagdo, apresentam maior grau de pureza e maiores
possibilidades de sinteses com grupos cromoéforos e auxocromicos que ampliam a
diversidade de cores (ZANONI; YAMANAKA, 2016).

E notdrio as vantagens dos compostos sintéticos em relagdo aos naturais. No
entanto essas substincias sdo utilizadas industrialmente com o Unico propdsito de
conferir colorag@o aos produtos, ja que ndo ha valor nutritivo associado aos mesmos.
Por este motivo, nos ultimos anos ha uma busca por alternativas derivadas de fontes
naturais, que possam colorir e simultanecamente beneficiar a saide (CONSTANT;

STRINGHETA; SANDI, 2002).

4.1.3 Corantes e pigmentos naturais

Os corantes naturais estdo abundantemente distribuidos pela natureza. As
principais fontes de obten¢do sdo as plantas (estruturas reprodutivas, folhas, raizes,
cascas), animais (insetos) e microrganismos (fungos, bactérias e microalgas)
(MENDONCA, 2011). Sao substancias consideradas mais seguras quando
comparados aos de origem sintética, por apresentarem caracteristicas atoxicas, nao
carcinogénicas e sdo biodegradéaveis (ALI; HUSSAIN; NAWAZ, 2009).

Conforme Netto (2009) a classificagao dos corantes naturais ¢ dada em trés
grupos principais: Os compostos tetrapirrdlicos como as clorofilas, os compostos
isoprendides que constituem os carotenoides e os compostos heterociclicos que
contém oxigénio em suas moléculas, ¢ o caso dos flavonoides.

Os pigmentos naturais sdo caracteristicos por serem substincias que
desempenham fungdes bioldgicas importantes, que sdo benéficas para a saude de seus
consumidores. Algumas dessas fung¢des sao as atividades e propriedades antioxidantes,

protecao contra danos a espécies reativas do oxigénio aos componentes celulares, acao
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anti-inflamatoria, assim como prevencdo de doencas cronicas (VOLP; RENHE;

STRINGUETA, 2009).

4.1.4 Legislacao

O uso de corantes sintéticos como substancias aditivas e coadjuvantes nos
produtos tem aumentado nos ultimos tempos e tem levantado questionamentos
relativos a saude. Com isso, essas substancias sao investigadas constantemente a partir
de protocolos e legislagdes, estabelecidos por autoridades sanitarias e legisladores em
que sao feitos estudos e testes para que seja validado se sdo ou nao prejudiciais,
visando a reducdo dos riscos para os consumidores (VELOSO, 2012).

Em cada pais as leis que regem sdo especificas. O Brasil segue as legislacdes
do ministério da Saude, sob o controle de qualidade estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que determina os limites maximos, com
base nas IDAs (Ingestdo Diaria Aceitdvel), para o caso do uso em alimentos e
derivados.

A legislagdo vigente pode sofrer alteragdes conforme as determinagdes
cientificas e tecnologicas, visando a qualidade de vida e seguranca dos usuarios. As
atualizagdes podem ser de modo independente por parte da ANVISA, ou por meio de
acordos com as demais entidades do Mercosul, de acordo com o Guia para Pedidos de
Inclusao e Extensdo de Uso de Aditivos Alimentares e Coadjuvantes de Tecnologia de

Fabricacdo na Legisla¢dao Brasileira (ANVISA, 2021).

4.1.4.1 Legislagao brasileira vigente para industria de alimentos

Por meio da Resolucdo — CNNPA n° 44, publicada em 1997 os corantes sao
substancias ou misturas destas que tem o carater de conferir ou intensificar a coloracao
de um alimento, e sdo classificadas de acordo com a Tabela 1. A partir dessa resolucao
foram estabelecidos as condi¢des de elaboragdes, classificacdes, apresentacoes,
designacdes, composi¢des e os fatores qualitativos dos corantes, tendo sofrido

alteracdes por meio da portaria n°540/97 da SVS/MS.
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Tabela 1. Classificagdo dos corantes utilizados na industria brasileira de alimentos.

Classificacio Origem
. Fontes vegetais ou animais, cujo principio corante tenha sido
Corante organico natural ) )
isolado com o emprego de processo tecnoldgico adequado.
. Obtido por sintese organica mediante o emprego de processo
Corante orginico sintético .
tecnolégico adequado.
. Corante organico sintético ndo encontrado em produtos
Corante artificial )
naturais.
E o corante organico sintético cuja estrutura quimica é
Corante orginico sintético ) L .
semelhante a do principio ativo isolado de corante organico
idéntico ao natural
natural.

Obtido a partir de substancias minerais e submetido a
processos de elaboragao e purificagdo adequados a seu

Corante inorganico
emprego em alimentos.

Corante natural obtido pelo aquecimento de acucares a

Caramelo I ) .
temperatura superior ao ponto de fuséo.

Caramelo 11 Processo sulfito caustico (INS 150b)

Processo aménia (INS 150¢): E o corante organico sintético

idéntico ao natural obtido pelo processo amonia, desde que o
Caramelo III o

teor de 4-metil, imidazol ndo exceda no mesmo a 200mg/kg

(duzentos miligramas por quilo).

Caramelo IV Processo sulfito — amdnia (INS 150d)

Fonte: Adaptado de (BRASIL, 1977).

A utiliza¢do dos corantes de origem sintética para fins alimenticios segue de
acordo com a Resolucdes n° 382 a 388 de 9 de agosto de 1999 da ANVISA. Sendo

assim, ¢ permitido apenas o uso dos corantes descritos na Tabela 2, onde tem associado

a descricao da rotulagem e os valores de IDA (Ingestao didria aceitavel).
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Tabela 2. Corantes artificiais, codigo de rotulagem e valores de IDA.

CORANTE INS IDA (mg/Kg PC)
Amarelo crepisculo 110 4
Amarelo de Quinoleina 104 5
Azorrubina 122 4
Azul patente V 131 Nao alocada
Azul brilhante 133 12,5
Amaranto 123 0,5
Eritrosina 127 0,1
Indigotina 132 5
Marrom HT 155 1,5
Negro brilhante BN 151 1
Ponceau 4R 124 4
Verde sélido 143 25
Tartrazina 102 7,5
Vermelho 40 129 7

Fonte: Adaptado de (BRASIL, 1999).

A Resolugdo RDC n° 259/2002 da ANVISA/MS, determina que os aditivos
alimentares devem ser declarados com o seu nome completo ou seu nimero de INS
(Sistema Internacional de Numeragao, Codex Alimentarius FAO/OMS) e a presenca
da descricao “colorido artificialmente” no roétulo, conforme o Decreto 55.851/65 e
Decreto Lei n °986/69 (NETTO, 2009).

Presente na Tabela 3 tem a origem, e colorantes naturais permitidos no Brasil.
Essa permissao ¢ dada conforme o art.10, 1° do Decreto 55.871 de 26/03/65 que
estabelece que os corantes e pigmentos naturais para serem utilizados na industria de
alimentos devem ser extraidos de origem vegetal ou animal, ou entdo e podem ser

obtidos perante aquecimento de agucares diante o art.10, 2° do mesmo decreto.
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Tabelas 3 — Corantes e pigmentos naturais permitidos no Brasil.

Origem Corante

Curcumina, riboflavina, cochonilha; acido carminico, urzela;
orceina, orencina sulfonada, antocianinas, cacau, carmim,
carotenoides (carotenos e xantofilas), carvao, clorofila, clorofila

Plantas, animais e ) ) ) )
cuprica, sal de amoénio de clorofila cuprica, sal de potassio de

microrganismos ) ) ) .
clorofila cuprica, sal de sodio de clorofila cuprica, cochonilha,
curcuma, curcumina, hemoglobina, indigo, paprica, urzela (orceina
e orceina sulfonada), urucum, vermelho de beterraba e betanina.
Obtido pelo

aquecimento de
acucares a temperatura Caramelo [
superior ao ponto de

fusao

Fonte: Adaptado de (BRASIL, 1977).

Desde 2014 ha um consenso entre os paises membros do Mercosul com a
legislacao vigente. A Resolu¢do GMC (Grupo Mercado Comum) GMC n° 52/98 trata
dessa harmonizagdo, assim como a Resolugdo GMC N° 31/92 que se refere aos
critérios para determinar as fungdes dos aditivos e seus maximos valores para todas as

categorias de alimentos (SICE, 2021).

4.1.4.2 Legislagao brasileira vigente para industria téxtil

Assim como na industria de alimentos, os corantes sintéticos sdo muito
utilizados na industria té€xtil. A classificacdo ¢ dada de duas formas, de acordo com a
estrutura quimica ou pelo modo que sdo fixados na fibra. Ambas as classifica¢des estdao
descritas na Tabela 4.

A identificacdo dada pelo grupo quimico se da pela estrutura ou pela presenca
do grupo cromoforo. Assim como grupos cromoforos hd também agregado nas
moléculas os grupos ouxocromomos ¢ antiauxocromos. No qual os primeiros atuam
como doadores de elétrons, e os antiauxocromos atuam como receptores de elétrons.
Juntos sdo classificados como cromogénio e estdo associados com as absorgdes dos

corantes no espetro visivel (ZOLLINGER, 1991).
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Tabela 4. Classificagdo dos corantes usados na industria téxtil.

Classificacao Corantes

Corantes azo, corantes antraquinona, corantes metalizados, corantes
indigoide, corantes ftalocianias, corantes metina, polimetina e
Estrutura quimica ) o ) .
polienos, corantes di e triarilmetina e aza analogos, corantes nitro e

nitrosos, e corantes sulfurosos

Método de uso ou Corantes reativos, diretos, azoicos, acidos, a Cuba, de enxofre,

aplicacao cationicos, dispersos, pré-metalizados, solventes e branqueadores.

Fonte: Adaptado de (ZANONI; YAMANAK, 2016; ZOLLINGER, 1991).

4.1.5 Efeitos negativos associados

Sdo muitos os usos dos corantes sintéticos devido as caracteristicas fisico-
quimicas atribuidas aos produtos. Além do emprego nas industrias alimenticias e téxtil
outras aplicacdes sdo: empregados nas etapas de tingimento de couros e plasticos,
industrias de papel, cosmética e de tintas, tintas para impressao, etc. (VELOSO, 2012).
Como consequéncia da ampla utilizacdo t€ém-se o seu uso indiscriminado e sem
certificagdo de qualidade, o que pode resultar em danos irreparaveis aos seres vivos e
ao meio ambiente.

Dentre os efeitos indesejados associados ao uso desses compostos destaca-se a
potencialidade de desenvolver carcinogenicidade e toxicidade. Alguns dos corantes e
pigmentos empregados na industria alimenticia, cosmética, avicultura e aquicultura
estdo sendo relatados como causadores de problemas de saude como alergias,
complica¢des digestivas e cancer (VELAZQUEZ, 2012).

Estudo realizado por Netto (2009) para verificar a toxicidade dos corantes
tartrazina e amarelo crepusculo utilizados na producdo de refrigerantes para
condicionar estabilidade a luz, calor e pH, comprovou que os mesmos estao envolvidos
em relatos toxicoldgicos, e resultam em reagdes adversas que vao desde a urticaria até
a asma. Outra resposta ao uso da tartrazina estd no desencadeamento de hipercinesia
em pacientes diagnosticados com hiperatividade. Podendo atingir respostas de
hipersensibilidade de até 2,4% dos consumidores (CASTRO et al, 2005).

Pessoas que fazem o uso de aspirina se mostram mais sensiveis ao uso da

tartrazina, com estimativa de que de 8 a 20% terdo reacdes adversas € mesmo nao
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apresentando intolerancia estdo suscetiveis a ter reagcdes de broncoespasmo, urticaria
e angioderma (NETTO, 2009). O uso prolongado desse corante desencadeia o aumento
da producdo de linfocitos e eosindfilos na mucosa antro géstrica de ratos a nivel
experimental, no entanto ndo foi verificado alteragdes carcinogénicas na dose de 7,5
mg de corante/kg/dia durante o tempo de investigagdo (MOUTINHO; BERTGES;
ASSIS, 2007).

O potencial genotoxico do corante amaranto foi investigado por Jabeen et al
(2013). Por meio dos experimentos os colaboradores demonstraram que em
temperaturas proximas de 37 °C o corante causa lesdes na molécula de DNA.
Linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae foram expostas a solugdes de 9,76 a
5.000,00 pg/mL do corante, as amostras em suspensao apresentaram concentragoes
iguais ou superiores a 1.250,00 pg/mL e entdo submetidas a analise de eletroforese.
Os resultados indicaram danos ao material genético do microrganismo estudado.

Com abordagens metodologicas similares, Sarikaya et al (2012) avaliaram o
potencial genotoxico do corante amaranto por meio de experimentos conduzindo
larvas de moscas da espécie Drosophila melanogaster. Foi utilizado o teste de
Mutagao e Recombinagdo Somaticas (SMART) em que as larvas se alimentaram com
diferentes concentragdoes do corante (1; 1,25; 25 e 50 pg/mL). O objetivo do
experimento foi verificar se as larvas iriam apresentar mutagdes apds a ingestao do
corante, e assim foi constatado que a ingestdo de concentragdes iguais ou superiores a
1,25 pg/mL induziram mutagdes genéticas e danos ao DNA.

Assim como descrito anteriormente para o experimento utilizando o corante
amaranto, Sarikaya et al (2012) testaram o corante eritrosina B alimentando as larvas
da mosca Drosophila melanogaster. As concentragdes testadas foram de 1, 3 ¢ 6
ug/mL de eritrosina B. Os resultados para as concentragdes testadas foram
inconclusivos. Os autores reforcam a necessidade de novos estudos para que as devidas
conclusdes possam ser estabelecidas.

Objetivando verificar o potencial genotdxico e mutagénico da eritrozina,
utilizando os testes cometa (Ensaio eletroforese em gel de célula tinica) e 0 CBMN-
Cyt, Chequer et al. (2012) expuseram as cé¢lulas HepG2 em diferentes concentragdes
do corante. Os resultados confirmaram que o corante estudado tem potencial
genotoxico e mutagénico. Os maiores danos a molécula de DNA foram observados
nas maiores concentracdes por meio do teste cometa, e das sete concentragoes, seis

apresentaram capacidade mutagénica por meio do teste CBMN-Cyt.
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A categoria de corantes sintéticos usados na industria téxtil ¢ considerada uma
das que mais poluem o meio ambiente, cerca de 10% dos derivados da produgao e do
consumo sao descartados diretamente neste (GHAZI MOKRI et al., 2015). Quando os
residuos téxteis sdo descartados nos efluentes sem o tratamento adequado a tendéncia
¢ que haja o esgotamento do oxigénio dissolvido, resultando no desequilibrio do
ecossistema local. O acimulo dessas substancias impede a distribuicao da luz solar nas
aguas, modificam a atividade fotossintética, e consequentemente deteriora a agua,
reduz a solubilidade do oxigénio e gera efeitos toxicos (LALNUNHLIMI;
KRISHNASWAMY, 2016).

O corante indigo ¢ um dos mais usados utilizados na induastria téxtil,
correspondendo a aproximadamente de 3% da producdo total dos corantes
(VAUTIER; GUILLARD; HERRMANN, 2001). E caracteristico pela baixa
solubilidade que resulta na ecotoxicidade quando disperso em meios aquaticos. Essa
exposi¢do pode ocorrer a partir de sedimentos, 4guas ou biomagnificag¢do pela ingestao
dos alimentos que serdo por consequéncia bioacumulados no organismo do ser vivo
exposto, uma vez que quanto menos soluvel o corante, mais chances de ser absorvido

(ZANONI; YAMANAKA, 2016).

4.2 Aplicacdo dos corantes e pigmentos naturais

A industria de alimentos tem investido em novas fontes naturais com potencial
para producdo de corantes e pigmentos, de modo a ndo alterar a seguranca alimentar e
nem as carateristicas dos produtos (GONCALVES, 2020). O uso desses compostos
estdo empregados na industria de alimentos de modo geral, além de conferir coloragao
aos produtos atribuem valor nutricional, e estdo associados a alguma funcionalidade.
E o caso dos carotenoides, que sdo precursores da vitamina A e atuam como
substancias antioxidantes (DE SOUZA, 2012).

Recentemente, devido ao aumento dos problemas ambientais as empresas
téxteis tem demonstrado preocupagdo inserindo nos processos industriais medidas de
gestdo ambientais para amenizar os efeitos negativos causados por conta do uso dos
corantes sintéticos. Para firmar esta iniciativa, foram estabelecidos acordos cientificos
entre a Associacdo Brasileira da Induastria Téxtil (Abit), o Sindicato das Industrias

Téxteis Paulistas (Sinditéxtil-SP) e o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo
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(MCTI) afim de tornar a industria téxtil mais competitiva e sustentavel (BALAN,
2017).

A manipulagdo dos corantes e pigmentos naturais possibilita coloragdes tnicas
e harmoniosas por meio da combinagao das fontes derivadas. A cor desejada ira variar
de acordo com a origem (animal, vegetal ou microbiana), métodos de extracao (fisico-
quimicos ou bioquimicos) e aplicagdo ao substrato (NARIMATSU, 2020). Diante
disso, os testes manipulando essas substancias tém aumentado e consequentemente

tem ampliado os campos de aplicacdo conforme visto na Tabela 5.

Tabela 5. Substéancia, origem e campo de aplica¢do de corantes e pigmentos naturais.

Substincia (s) Origem Aplicacgiao Fonte
Barbosa; Queiroz
Antocianinas e Produgéo de bala de
Sorghum bicolor L. (2018)

fendlicos

Betalainas e
carotenoides
Carotenoides e

fenolicos
Bixina
Bixina
Carotenoides,
bixina, polifenois

e outros.

Carotenoides

Carotenoides

Antocianinas e

fendlicos

Carotenoides

Tacinga inamoena

Mauritia flexuosa L. f.

Bixa orellana L.

Bixa orellana L.

Curcuma longa,

Stryphnodendron, Hibiscus

sabdariffa e outros.

Chlorella vulgaris

Dunaliella salina

Syzygium cumini L.

Haematococcus pluvialis

goma de gelatina

Produgdo de iogurte

Aditivos alimentares

Coloragdo de pipoca de

micro-ondas

Industria de lacteos

Indtstria téxtil

Nutrigdo animal e

suplementa¢do humana

Nutrigdo animal e

suplementa¢do humana

Espessante e

aglutinante de alimentos

Suplemento alimentar e

produtos farmacéuticos

Silva Junior
(2018)
Morais et al
(2019)
Trombete et al.

(2020)

Constant (2020)

Narimatsu et al.

(2020)

Ahmad (2020)

Almeida (2020)

Freita (2021)

Vieira (2021)

4.3 Carotenoides
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Os carotenoides compreendem um dos principais grupos de pigmentos naturais
com cerca de 850 representantes, constituido por duas classes, os carotenos compostos
por hidrocarbonetos (p-caroteno, licopeno, a-caroteno, etc.) e as xantofilas que sdo
seus derivados oxigenados com um atomo de oxigénio (o e P-criptoxantina,

zeaxantina, luteina, cataxantina, astaxantina, etc.) (MAOKA, 2020; ERNST, 2002).

4.3.1 Biossintese dos carotenoides

Quimicamente, os carotenoides sdo moléculas de tetraterpenos (C40),
formados a partir unidades do isopreno, o isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isdmero
dimetilalil difosfato (DMAPP), compostos por cinco atomos de carbono (C5),
caracterizando uma molécula linear e simétrica, com a ordem invertida na posi¢ao
central (BHATT; PATEL, 2020).

A sintese dessas moléculas pode ocorrer através da via do acido mevalonico
(MVA) ou do metileritritol fosfato (MEP), variando de acordo com o organismo
produtor. Na primeira via ha o uso de Acetil-CoA para produzir IPP. Ja na segunda,
hé a producdo de IPP e DMAPP a partir de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (G3P),
via denominada “via independente do mevalonato”. (MESQUITA; TEIXEIRA;
SERVULO, 2017; TETALI, 2019).

4.3.2 Propriedades e fungdes dos carotenoides

Essa classe de compostos tem-se destacado por serem produzidos naturalmente
por plantas, algas, bactérias e fungos e podem ser produzidos em larga escala sem
causar danos ao meio ambiente, além de atuarem em fungdes biologicas e fisioldgicas
como atividade pro vitamina A, atividades antioxidantes, fortalecimento do sistema
imunolégico, sinalizagdo celular, protecdo contra degenera¢do macular relativa a
idade, protecdo da pele, redugdo do risco de doengas degenerativas e cardiovasculares

(FONTANA et al., 2000; MESQUITA, 2013; SCHWARTZ, 2010).

4.3.2.1 Atividade pr6 vitamina A

Alguns carotenoides como o [-caroteno, a-caroteno, o-criptoxantina e [-

criptoxantina sdo caracterizados como percursores da vitamina A (ARSCOTT;
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TANUMIHARDIJO, 2010; CARDOSO et al., 2016). Para que um carotenoide seja
percursor dessa vitamina ¢ preciso que o mesmo seja constituido por um anel-f ndo
substituido, e uma cadeia poliénica de 11 carbonos. O B-caroteno € o carotenoide que
mais se adequa para essa fun¢do, destacando-se com 100 % dessa atividade.
(MINGUEZ-MOSQUERA et al., 2002; VERONEZI; JORGE, 2011; COIMBRA;
JORGE, 2013).

A conversao desses carotenoides em vitamina A ocorre naturalmente no figado.
Os mecanismos ainda nao foram totalmente estabelecidos, o que sabe ¢ que devido sua
simetria, o B-caroteno ¢ clivado na posi¢do central da molécula, resultando em duas
moléculas de retinol (Figura 2). A clivagem ¢ realizada pela 15,15’-dioxigenase, mas
o ataque iniciando a partir da posicao 8’ também ¢ uma possibilidade (UENOJO;

JUNIOR; PASTORE, 2007).

Figura 2. Clivagem do B-caroteno em duas moléculas de retinol.
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Fonte: Adaptado de MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO (2017).

A vitamina A desempenha papel fundamental no funcionamento do organismo.
Algumas das principais fun¢des desempenhadas por esta vitamina estdo no
desenvolvimento e renovagao celular, formagao do coldgeno, funcionamento da visao,
auxilia em reparos dos tecidos epiteliais, contribui para o desenvolvimento
embriondrio e fortalece o sistema imunologico (EL-BEITUNE et al., 2003; LIRA;
DIMENSTEIN, 2010; MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2004).
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4.3.2.2 Atividade antioxidante

As ERs sao moléculas, &tomos ou ions derivados do oxigénio que possuem alta
reatividade. Sao definidos em trés classes: EROs (espécies reativas do oxigénio),
ERNs (espécies reativas do nitrogénio) e EREs (espécies reativas do enxofre)
(MAGDER, 2006; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

A desregulacdo dos compostos descritos desencadeia desequilibrio entre
substancias oxidantes e antioxidantes, que por consequéncia resulta no processo de
estresse oxidativo, que danifica muitas biomoléculas fundamentais para o organismo.
Muitas doengas estdo associadas a esse tipo de deterioracdo, algumas destas sdo:
artrite, catarata, disfuncdes cognitivas, neoplasias, AIDS, obesidade, diabetes,
cardiovasculares, neurodegenerativos e cancer (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010).

Visto isso, os carotenoides atuam retirando as espécies altamente reativas
presentes no meio, promovendo prote¢ao antioxidante. Esse mecanismo ocorrera por
meio de duas agdes especificas, por meio de acdes fisicas, que envolve a transferéncia
de energia e por mecanismos quimicos, que envolve a reacdo quimica entre o

carotenoide e a espécie reativa quimica (MESQUITA, TEIXEIRA; SERVULO, 2017).

4.4 Mercado e producao biotecnoldgica dos carotenoides

O mercado global de corantes naturais tem sido alavancado nos ultimos anos
diante da necessidade do aumento da demanda por rotulos limpos e produtos derivados
de fontes naturais (ALBUQUERQUE, 2015). Previsdoes anuais fornecidas pelo
relatorio da Credence Research (2016a) estimaram o crescimento do mercado de
corantes naturais para fins alimenticios entre o periodo de 2014 a 2022 conforme

demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Estimativa da produgdo mundial de corantes naturais segundo a Receita do mercado
global entre o periodo de 2014 a 2022.
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Fonte: CREDENCE RESEARCH (2016a)
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O faturamento do mercado mundial de corantes naturais no ano de 2014 foi de
US$1,030.00 milhdes. Em 2019 foi de US $ 1,44 bilhdo e esta projetado para atingir
US $ 1,84 bilhao até 2027, aum CAGR (taxa de crescimento anual composta) de 3,4%
durante o periodo de previsdo. Espera-se um aumento consideravel para os proximos
anos, com os EUA liderando a posi¢ao de maior mercado da América do Norte e deve
crescer a um CAGR de 7,4%. (CREDENCE RESEARCH, 2016b; FORTUNE
BUSINESS INSIGHTS, 2020).

O mercado de carotenoides tem sido impulsionado pelas mudangas de hébitos
devido ao aumento das preocupagdes com a saude e bem estar, assim como a demanda
pela substituicdo dos corantes sintéticos pelos corantes de origem naturais nos
processos produtivos. Essas exigéncias t€ém aumentado a demanda das economias
emergentes, e fontes de carotenoides como algas e alimentos funcionais tém
despertado grandes oportunidades de negocios (RAMMUNI et al., 2019).

Como visto na Figura 4 os carotenoides utilizados como aditivos para
alimentacdo animal lidera o segmento de maior aplicagdo desses corantes, com
destaque para a producdo de ragdes destinadas para alimentacdo de peixes, crustaceos
e aves. No segmento de alimentos e bebidas a utilizacao dos carotenoides tem destaque
para a producdo de alimentos processados e suplementos dietéticos, justificado pelo
aumento constante e notavel na demanda por ofertas de alimentos organicos e naturais

(FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2020).
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Figura 4. Participacdo no mercado global de carotenoides, por aplica¢cdes em 2019.
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Fonte: Adaptado de FORTUNE BUSINESS INSIGHTS (2020).

O B-caroteno representa o maior mercado de produtos apoiado pelo uso
extensivo como agente corante em varias aplicacdes, com &nfase nas industrias de
alimentos, cosmética e farmacéutica. No ano de 2014 o corante teve uma producao
global, por volume produzido de 343,72 toneladas, 40% destes foi destinado aos
segmentos de comida e bebida em termos de receita, liderado também pelos EUA com
projecao de crescimento com CAGR de 3,5% (Credence Research, 2019b).

No ano de 2015 a receita global para o f-caroteno alcangou US$432,2 milhdes,
no qual 35% da participacdo foram derivados das algas como fonte de obten¢do. Em
2019 a previsdao foi de US$ 532 milhdes, com uma taxa de crescimento anual
acumulada CAGR de 3,3% (HU, 2019).

Devido ao alto acumulo de carotenoides e a projecdo da demanda de mercado,
as microalgas sdo tidas como as principais promissoras para essa finalidade. As
microalgas Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis sdo duas das mais
promissoras fontes algal para obtencao dessas substancias (LOCH-NECKEL, 2018).

A microalga Dunaliella salina é considerada a melhor fonte de B-caroteno
produzido comercialmente, o conteido de B-caroteno pode atingir até¢ 14% da
biomassa, seguido da microalga Haematococcus pluvialis que tem destaque para
sintese da astaxantina no estagio vermelho, onde 90% dos CT corresponde a esse
carotenoide, enquanto a concentracdo média de carotenoides para a maioria das algas

¢ de apenas 0,1% -0,2% (BAJPAI, 2017; RAPOSO; MORAIS, 2015).
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A producdo biotecnologica de carotenoides utilizando microrganismos ¢ uma
consequéncia da crescente demanda mundial por essas substincias. Os processos
biotecnologicos permitem obtengdo de melhores resultados a partir do uso de
linhagens sintetizadoras de maiores quantidades de carotenoides e a otimizagao dos
processos. Alguns dos fatores que torna a produgdo de carotenoides em escala
comercial sdo: reducdo de espacos para produgdo, baixo custo associado, adaptagdo
dos cultivos (independéncia das condi¢des ambientais), sistema controlado de cultivo,

obtencdo de maiores taxas de metabolitos (VALDUGA et al., 2009).

4.5 Microalgas

As microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes, caracterizados
morfologicamente em unicelulares e multicelulares, e filogeneticamente organizadas
nos grupos procariontes que englobam as divisdes Cyanophyta e Prochlorophyta e os
eucariontes composto pelas divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta,
Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta, Cryptophyta e Dinophyta
(WOJCIECHOWSKI, 2013).

Outras caracterizagdes sdo utilizadas para classificar esses microrganismos,
como os pigmentos produzidos, a constituicdo da parede celular, a natureza dos
compostos bioativos e dos produtos quimicos, € os aspectos citologicos e morfologicos
(TOMASELLI, 2004). Do ponto de vista biotecnoldgico ¢ importante identificar a
caracterizacdo quanto a constitui¢do dos pigmentos produzidos, dado isso a Tabela 6

apresenta as divisdes e junto os principais pigmentos produzidos.
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Tabela 6. Principais pigmentos produzidos pelos grupos procariontes e eucariontes das microalgas.

Grupo Nome comum Pigmentos sintetizados
) ) Clorofila a, ficocianina e
Cyanophyta Cianobactérias o
ficoeritrina
Procariontes
Clorofila a, b, ficobiliproteinas
Prochlorophyta * o
e ficocianina
Chlorophyta Algas verdes Clorofila a, b e carotenoides
Euglenophyta Euglena Clorofila a, b e carotenoides
Clorofila a, d,
Rhodophyta Algas vermelhas ficobiliproteinas, ficocianina e
carotenoides
Eucariontes
Algas )
Haptophyta Clorofila a, ¢ e carotenoides
douradas/marrons
Heterokontophyta Heterokonta Clorofila a, ¢ e carotenoides
Cryptophyta Diatomaceas Clorofila a, ¢ e carotenoides
Dinophyta Dinoflagelados Clorofila a, b, ¢ e carotenoides

* Nome comum néo identificado
Fonte: Adaptado de ANDRADE; COLOZZI FILHO (2014); RICHMOND (2008).

Microalgas sdo microrganismos produtores primarios de energia, produzem
matéria organica utilizando luz solar, CO», carbono e agua, e fornecem oxigénio para
o metabolismo dos organismos que as consome. Habitam diferentes ecossistemas da
terra, seja em solos ou em ambientes aquaticos sob condi¢des climdticas distintas,
predominando a maior diversidade para os meios marinhos e fontes dulcicolas

(MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; LEE, 2008).

4.5.1 Chlamydomonas sp.

Microalgas do género Chlamydomonas pertencem a divisdo Chlorophyta

predominantes de fontes de &guas doces. Sdo microrganismos eucariontes

unicelulares, flagelados, suas células sao arredondadas ou ovoides com paredes finas
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e lisas, e definida com aproximadamente 20p de largura e 10pn de comprimento.
(HARRIS, 1998; VALENTE, 2012).

A temperatura 6tima para o crescimento das microalgas Chlamydomonas sp.
em escala laboratorial varia entre 20 e 25 °C, com fotoperiodo de 12/12, 14/10 e 16/8
horas (claro/escuro) e pH neutro. Por serem seres fotossintetizantes, o fotoperiodo ¢é
um dos fatores importantes na concentracdo celular, na etapa de escuriddo ¢
predominante a fase mitotica, no qual ocorre rapidas taxas de divisdes celulares.
Apresenta ciclo de vida simples, com requisi¢cao de nutrientes em baixa concentragao

e rapido crescimento (HARRIS, 2001).

4.5.2 Scenedesmus sp.

Scenedesmus sp. sdo microalgas aquaticas pertencentes a familia
Scenedesmaceae, da ordem Chlorococcales, classe Chlorophyceae e divisao
Chlorophyta (LEE et al., 2008). Taxonomicamente existem 74 espécies aceitas. Trés
dos principais subgéneros desse grupo sdo: Acutodesmus, Desmodesmus e
Scenedesmus (HEGEWALD, 1997).

Microalgas deste género apresentam alta taxa de crescimento, iniciando a
autorreproducdo (esporulacio) a partir das células individuais, e durante a replicagao,
ap6s multiplas divisdes a célula mae se torna multinucleada, derivando novas células
filhas. Os cenobios sdo planos e agrupados por 2 a 32 células com tamanhos variados
entre 3 a 31 pm, estruturados com cenobios diferentes com padrdes lineares,
costulatoides, irregulares, alternados ou actilococoides, podendo apresentar espinhos
ou nao, com um cloroplasto e um pirenoide, conforme visto na Figura 5 (ANDRADE,

2014; RAMIREZ, 2013; AKGUL, 2017).
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Figura 5. Diversidade morfologica de espécies Scenedesmaceae. a-f. Desmodesmus maximus. g-h. D.
microspina. i-j. D. perforatus. k-m. D. serratus. n-q. D. spinoso-aculeolatus. 1-t. D. subspicatus. u.
Scenedesmus arcuatus. v. S. obtusus. w-y. S. pectinatus.
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Fonte: Adaptado de HENTSCHKE; TORGAN (2010).

A morfologia das microalgas scenedesmus pode ser afetada por vérios fatores.
A formagdo de diferentes ecomorph ¢é caracterizada pelas condi¢des de temperatura,
fotoperiodo, nutrientes, pH, temperatura, densidade celular, a idade e a taxa de
crescimento e condi¢des climaticas. Outra justificativa para essa diversidade
morfologica desses microrganismos esta na liberacdo de substancias quimicas nos
habitats, fato que explica o porqué que um taxon € capaz de produzir dois morfotipos

distintos (TRAINOR, 1998; VAN DONK; HESSEN, 1993).

4.5.3 Fotossintese

Microalgas utilizam dos processos fotossintéticos e da respiragdo celular para
manter suas fungdes metabolicas. A fotossintese em si, consiste em uma série de
reagdes no qual ocorre a conversao da energia eletromagnética em energia quimica,
destinada para a biossintese da matéria organica a nivel celular (GEST, 2002). Os

compostos organicos liberados a partir desse processo sdo utilizados pelos demais
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organismos, por meio do consumo, uma vez que nao sdo capazes de realizar
fotossintese (ALBERTS et al., 1997).

As etapas reacionais da fotossintese ocorrem nos cloroplastos, onde ha os
pigmentos fotossintetizantes clorofilas, carotenoides e ficobilinas que capturam a luz,
e os carregadores de elétrons responsaveis que caracterizam as etapas fotoquimicas e
bioquimicas (STREIT et al., 2005). A etapa fotoquimica, conhecida também por fase
clara ou reacdes de luz, envolve a absor¢do dos fotons pelos pigmentos
fotossintetizantes, que migram de estagio de energia eletronica para outro (VIEIRA et
al., 2010).

O nivel de energia da excitagao dos elétrons define o comprimento de onda que
os pigmentos fotossintetizantes podem coletar. Por meio dessa energia ha o
desprendimento do elétron da clorofila, e entdo ocorre a fotolise da molécula de dgua,
para repor o elétron perdido, e assim ha a liberagcdo de duas moléculas de oxigénio e
dois hidrogénios. Por meio de uma série de transportadores de hidrogénio ocorre
reacoes até que NADP (Nicorinamida adenina difosfato) ¢ reduzido em NADPH»
(VASUDEVAN; BRIGGS, 2008).

Paralelamente ocorre o transporte o transporte de elétrons, que resulta na
conversdo ADP (Adenosina difosfato) e fosfato inorganico (Pi) a ATP (Adenonisa
trifosfato). Na fase escura os produtos derivados da fase clara NADPH: e ATP sao
utilizados para assimilar CO2 e entdo formar gliceraldeido 3-fosfato (G3P), essencial

para a sintese dos carboidratos organicos (CAMARGO, 2020).

4.5.4 Condigoes de cultivo

O crescimento das microalgas ocorre de modo exponencial assim como para
os demais microrganismos. A simplicidade de sua estrutura permite que em curtos
periodos de tempo seja possivel obter altas concentragdes de biomassa e acumulo de
metabolitos de interesse. Essa viabilidade depende das condi¢des impostas aos
sistemas cultivos e os fatores fisico-quimicos reportados em estudos como mais
importantes estdo a temperatura, iluminagdo, pH, oxigenacdo e disponibilidade de

nutrientes (SIPAUBA-TAVARES; TEDESQUE; SCARDOELI-TRUZZI, 2019).

4.5.4.1 Temperatura
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A temperatura ¢ uma variavel que tem efeito direto nas taxas de reacgdes
bioquimicas das microalgas. E imprescindivel manter o controle ideal nos cultivos,
uma vez que variagdes bruscas de temperaturas tendem a interferir na respiracdo
celular, reacdes fotossintéticas e por consequéncia na producao de metabolitos
(TORRENTERA; TACON, 1989; LOURENCO, 2006).

Para manutencao dos cultivos a faixa ideal de temperatura ird variar de acordo
com a cepa, local de origem e o meio de cultivo. Considerando as condigdes ambientais
e a origem, estudos sugerem a faixa 20 a 35°C para o cultivo das microalgas derivadas
de ambientes tropicais (DANTAS, 2013; LOURENCO, 2006). Outros estudos
confirmam também que temperaturas abaixo de 16 °C contribuem para redugdo da
atividade metabdlica, enquanto as superiores a 35 °C podem ser letais para algumas

cepas (TORRENTERA; TACON, 1989; RICHMOND, 2004).

4.5.42 pH

O potencial hidrogenionico (pH) ¢ um parametro de grande relevancia no
cultivo de microalgas, uma vez que desempenha a funcio de solubilizagdo de COz e
dos minerais no meio de cultivo. A maioria dos sistemas produtivos para esses
microrganismos sao favorecidos com o pH neutro, no entanto ha espécies que
prevalecem com o pH entre 4,0 ¢ 9,0 (BECKER, 1995; KUMAR et al., 2010).

Variagdes bruscas nos valores de pH tendem a modificar o estado fisico-
quimico das substancias que desempenham fungdes vitais, € por consequéncia alteram
as funcdes metabolicas, atuam na permeabilidade da membrana, transporte i6nico e na

velocidade das reacdes enzimaticas (WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

4.5.4.3 Tluminacao

O cultivo de microalgas exige sistemas de cultivos diferente daqueles dos
demais microrganismos, uma vez que a maioria sdo fotoautotroficas e dependem
diretamente da luz para obtencdo de energia por meio das reagdes fotossintéticas.
Nessa exposi¢ao os fotons sao absorvidos pelas células como fonte de nutrientes, e por
isso as propriedades da luz, qualidade do espectro (comprimento de onda especifico)
e a intensidade (quantidade de fotons incidentes na area) devem ser considerados para

o estabelecimento das mesmas (WANG et al, 2006; WOJCIECHOWSKI et al., 2013).
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Como a fotossintese compreende uma fase fotoquimica (clara) e uma quimica
(escura), apenas a primeira depende diretamente de luz. Essa informagao ¢ de grande
relevancia para determinar o fotoperiodo, levando em conta o tempo suficiente para
que as reagdes desta etapa ocorram, assim como tem que ser considerado a faixa do
comprimento radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), que varia de 400 a 700 nm e
possibilita que a fotossintese aconteca (MOLINA et al., 2001).

Para que a distribuicao da luz seja eficiente no cultivo das microalgas, sdo
utilizados fotobiorreatores. O uso desses equipamentos permite a passagem de alta
densidade luminosa, garantindo que a distribui¢do da luz seja uniforme e controlada,
de modo que haja formagdo de zonas escuras e resulte em fotoinibi¢ao pelo excesso
de irradiagdo e oxigénio molecular, resultando em baixa eficiéncia fotossintética

(ACIEN et al., 2017; HENDREY; HOUGHTON; BROWN, 1987).

4.5.4.4 Agitagdo e aeragao

O sistema de agitacdo e incorporagao de gases possibilita a suspensao das
células no meio de cultivo e torna a distribuicdo dos gases e dos nutrientes
homogéneos. Por meio dessa variavel ¢ possivel aumentar a produtividade dos cultivos
e obter éxito na produgao a partir do fornecimento de CO2 necessario para aumentar a

atividade fotossintética (MAZZUCA et al., 2006; SCHMIDELL, 2001).

4.5.4.5 Nutrientes

A utilizagdo dos nutrientes em proporcoes ideais, associados a otimizagdo do
processo de fotossintese sdo dois pontos essenciais para superar os desafios envolvidos
na producdo da biomassa microalgal e viabilizar a escala industrial. Quando ndo
padronizado, a concentracdo dos nutrientes afeta diretamente o desenvolvimento das
microalgas, que por consequéncia afeta o processo fotossintético e o ciclo de vida
(LEU; LIN, 2013; ESTEVES, 2011).

O meio de cultura para producdo de microalgas apresenta uma relagao
complexa entre os substratos, bioquimica, genética e os fatores ambientais. Visto isso,
para formulacdo do meio deve-se considerar tais fatores: Concentracao de sais
minerais; fonte de carbono; fonte de nitrogénio; pH adequado para a microalga

cultivada; uso do EDTA par solubilizagdo dos elementos anteriores (RUSSO, 2011).
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Com exceg¢do do carbono, o nitrogénio, fosforo e ferro sdo os principais
macronutrientes limitantes dos meios de cultura. Na auséncia dessas substincias a
producdo de microalgas ¢ submetida a estresse metabolico. Essas perturbagdes
resultam na producdo de componentes como lipideos, proteinas, carboidratos e

carotenoides (LOURENCO, 2006).

4.5.5 Sistemas de cultivo

O cultivo controlado de microalgas possibilita a inser¢cdo de melhorias no
processo produtivo. Esses ajustes permitem induzir a sintese ¢ o aumento de
metabolitos de interesse biotecnologico, com vantagens que sobressaem outros
métodos de produgdo. No cultivo de microalgas ndo hd competicdo com as cultivares
agricolas (ndo ha exigéncias de terras araveis), os microrganismos adaptam facilmente
a diferentes condigdes ambientais e climaticas, e estes apresentam alta taxa de fixacao
de CO», cerca de 10 a 50 vezes mais do que as plantas (ZENG; GUO; SU, 2015;
SIMOES, 2016).

Os sistemas de cultivos sdo projetados para obter densidade celular com altas
taxas de concentracdao de produtos por volume de colheita, levando em consideragao
as caracteristicas desejadas para deste Gltimo. A eficiéncia da producao depende de um
conjunto de diferentes parametros ambientais, fisicos e biologicos, relacionados com
as caracteristicas intrinsecas das espécies de microalgas, e a geometria do sistema
(TEBBANI et al., 2014).

Dentre os fatores mais relevantes para o sucesso do cultivo estdo a temperatura,
pH, iluminagao, agita¢do e disponibilidade de nutrientes. Assim como ¢ fundamental
a selecdo da cepa e o sistema adequado para cultivo da mesma. Para os sistemas de
cultivo fotoautotroficos dois tipos sdo predominantes, os fotobiorreatores de sistemas
abertos e fechados, e fermentadores para os cultivos heterotroficos (HENRARD, 2009;
GUIMARAES, 2012; MILANO, 2016).

4.5.5.1 Sistemas abertos
Sistemas abertos conhecidos também como open ponds, sdo caracterizados pela

simplicidade e acessibilidade da implementacdo. Geralmente sdo lagoas ou tanques

instalados em dareas externas ou sob estufas, expostos a radiacdo solar para
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fornecimento de energia. Devido essa ultima exigéncia, a instalagdo deve ser projetada
para locais com alta incidéncia solar e disponibilidade de area (COSTA, 2016).

Nos sistemas abertos sdo empregadas geometrias basicas tais como lagoas e
tanques abertos sem mecanizagdo para realizacdo da mistura, lagoas circulares e lagoas
do tipo tipo raceway, também conhecidos como high rate ponds ou raceway paddle

wheel mixed open ponds (Figura 6).

Fonte: ROCHA (2016).

Os modelos de lagoas tipo raceway sao mais empregados comercialmente, e
promove homogeneizacdo do meio a partir de pas circulares, bombas ou defletores,
que resultam taxas continuas de crescimento, ja a homogeneizagdo nas lagoas
circulares ha também a possibilidade de aeragdo, porém a capacidade de mistura é
inferior (LEAL, 2015).

Embora a utilizag¢do desse tipo de sistema seja abrangente em escala industrial
pelas condigdes econdmicas, algumas limitagdes técnicas tais como baixa
produtividade (em comparacdo aos sistemas fechados), suscetibilidade a
contaminagdes ¢ variagdes climaticas (perda por evaporacdo, baixa incidéncia
luminosa, chuva, etc.) podem interferir na obtencdo da biomassa algal e produtos
derivados. Com isso, 0 uso recomendando para produ¢do em sistemas abertos € restrito
para microalgas como Dunaliella sp., Spirulina sp. € Chlorella sp. que apresentam

rapido crescimento ou extremofilas (CARLSSON, 2007).

4.5.5.2 Sistemas fechados



42

Os sistemas de cultivos fechados, conhecidos como sistemas de
fotobiorreatores fechados sanam parte dos problemas existentes nos cultivos abertos.
Nesse tipo de cultivo a cultura ndo fica exposta ao ar livre, reduz os riscos de
contaminagdes externas e o sistema possibilita o controle das condi¢des de cultivo, que
permitem obter altas taxas de biomassa e produtos (SLADE; BAUEN, 2013;
DZUMAN, 2013).

A divisao segundo o tipo de biorreator ¢ dada em tubulares (Figura 7A) ou tipo
placas planas (Figura 7B). O material constituido pode ser de plastico, vidro ou
policarbonato, para permitir uma melhor distribui¢do e penetracao da fonte luminosa,
que ¢ fornecida natural ou artificial, dependendo da localizagdo e adequacdo do
sistema (XU et al., 2009; DZUMAN, 2013). Os sistemas fechados sao maios onerosos
em relacao aos sistemas abertos, devido ao auto custo de instalagdo ¢ manutengao

(FERNANDEZ et al., 2017).

Figura 7. Geometria dos fotobiorreatores fechados. A. Tipo tubular. B. Tipo placas.

N

Fonte: Figura 7A. EMBRAPA (2017); Figura 7B. NASCIMENTO (2016).

4.6 Carotenoides em microalgas

Pigmentos naturais como os carotenoides apresentam fungdes bioldgicas
importantes nas microalgas. A variabilidade e concentracdo destes dependem das
condigdes bidticas e abiodticas submetidas ao cultivo. Duas classes sao predominantes,
os carotenoides primarios, sintetizados em condi¢cdes de cultivo normais, com
destaque para a fun¢do de pigmento acessorio a fotossintese e auxilio no crescimento
celular, e os carotenoides secundarios que sdo produzidos como resposta do organismo
a condicdes de extremas de cultivo (TELFER, 2002; MESQUITA, 2013).

Os carotenoides secundarios produzidos em condigdes de “estress” em

resposta do organismo e sao originados a partir de fatores como incidéncia luminosa
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em excesso, variagoes de temperatura e pH, limitagdes de nitrogénio e pela presenca
ou auséncia de compostos quimicos no meio de cultivo (OROSA et al., 2001;
ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014). Diante da busca pela elucidagdo da
biossintese e acimulo dessas substancias em maiores proporcoes, as investigagoes

estdo cada vez mais frequentes.

4.7 Biotecnologia das microalgas

Microalgas sdo microrganismos base da cadeia alimentar consideradas
maquinas fotossintéticas geradoras de pigmentos. A partir de adaptacdes ecologicas e
sua plasticidade bioquimica, esses microrganismos possibilitam a bioconversao direta
da energia solar em compostos quimicos sob variadas condi¢des ambientais
(VENKATA et al, 2015).

Relatos bibliograficos que estimam que haja aproximadamente mais de um
milhao de espécies de microalgas e apenas quarenta e quatro mil sdo conhecidas e ja
estudadas. Essa diversidade remete uma fonte ilimitada de biocompostos que podem
utilizados de forma benéfica para a humanidade e ao meio ambiente, assim como ha
aqueles altamente toxicos (NEOFOTIS et al. 2016).

A Biotecnologia permite elucidar os bioprocessos e desenvolver métodos
produtivos para distintos campos de aplicagdes. Como pode ser visto na Tabela 7 o
uso das microalgas tem sido de maior destaque para fabricacdo de biocombustiveis,
producao de alimentos para humanos e animais, formulacdo de compostos como
vitaminas, lipideos, esterdis, polissacarideos, enzimas, antibidticos e farmacos

(VALDUGA, et al., 2009).
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Tabela 7. Microrganismo, metabolito produzido e campo de aplicacdo.

Microalga Biocomposto Aplicagiao Fonte
Clorofilas,
Chlorella, Spirulina e carotenodides, b 2013)
; antas
Dunaliella proteinas e Aquicultura
vitaminas
Spirulina sp., Dunaliella . Captagdo de CO2 e
Enzimas e industria
tertiolecta e . alimenticia Ores (2014)
ficobiliproteinas R
Synechococcus nidulans cosmetica e
farmacéutica
Nanoparticulas Aci )
Chlorella vulgaris . ~Agao Ferreira (2015)
metalicas antimicrobiana
Scenedesmus dimorphus e Lipideos e Biocombustivel ¢ Ferreira (2015)
Desmodesmus sp. clorofilas cosmética
Suplemento ]
Dunaliella salina Bcaroteno alimentar e Tinoco (2015)
cosmética
Chiorella minutissi Linid Zorn et al.
orella minutissima ipideos ; :
Biocombustivel (2017)
Scenedesmus L Suplemento Florez-Miranda
uteina ;
incrassatulus alimentar ¢ (2017)
farmacologia
Carotenoides,
vitaminas, dcidos Suplemento )
Spirulina sp. alimentar e Meireles (2018)
graxos e .
farmacologia
ficocianina
Chlorella sorokiniana Enzimas Biorremediagdo Slompo (2018)
Patil; Kaliwa
Scenedesmus Aminoécidos e
. , . L - Acdo antibacteriana (2019)
bajacalifornicus acidos organicos
] Suplemento Marinoa et al.
Haematococcus pluvialis Astaxantina alimentar e
" (2020)
cosmética
Clorofilas, ) .
) Agustina; Aidha;
carotenoides, Cosmética, )
Chlorella vulgaris Farmacéutica e Oktarina
proteinas e -
nutricao (2021)

vitaminas
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4.8 Fatores que influenciam na carotenogénese

A possibilidade da produgdo de carotenoides em escala industrial a partir de
microrganismos como as microalgas tém atribuido valor comercial a essas substancias
e intensificado estudos voltados para a otimizagdo dos processos e da biossintese. A
eficiéncia desta ultima depende diretamente das condi¢des de cultivo impostas, uma
vez que reflete na atividade enzimatica, responsavel pela sintese dos carotenoides

(BAUMGARTNER, 2013; OROSA, et al., 2001).

4.8.1 Composi¢ao do meio de cultivo

A limitagao de nutrientes nos meios de culturas afeta em grandes proporgoes a
composicdo quimica das algas, assim como sua taxa de crescimento. Diante disso ¢
fundamental determinar a composi¢ao dos meios de cultura, de modo que contribua
no crescimento e¢ desenvolvimento celular, assim como auxilie na producao de
bioprodutos. Atualmente, o nutriente mais utilizado para a realizagdo de estudos
fisiologicos e acumulo de metabolitos nas microalgas ¢ o nitrogénio (HAKALIN,

2014; Jl et al., 2014).

4.8.1.1 Nitrogénio

O nitrogénio depois do carbono, o macronutriente mais importante para o
desenvolvimento das microalgas. Compreende de 1 a 12% da biomassa, variando de
acordo com a espécie. E um componente fundamental das moléculas estruturais:
proteinas, acidos nucleicos e os pigmentos fotossintetizantes (BECKER, 1994;
WOIJCIECHOWSKI et al., 2013; LOURENCO, 2006).

A limitagdo de nitrogénio nas microalgas influencia na taxa de divisao celular
e por consequéncia na concentracao das proteinas e dos pigmentos fotossintetizantes.
O principal pigmento fotossintetizante dessa classe de microrganismos ¢ a clorofila
(aproximadamente 0,1-1% biomassa/volume), molécula rica em nitrogénio. O
suprimento limitado deste elemento afeta a fotossintese, que reduz o a eficiéncia da
captagdo da energia pela perda da clorofila, conduzindo metabolicamente a formagao

de pigmentos auxiliares como os carotenoides (XIN et al., 2010).
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O actmulo de carotenoides secundarios ¢ uma caracteristica de uma ampla
diversidade de microalgas que se desenvolvem em condi¢des limitadas de nitrogénio
(RICHMOND, 2004). Barros (2016) cultivou a microalga Heterochlorella
Luteoviridis em fotobiooreatores utilizando o meio “f/2” sob diferentes concentragdes
nutriente nitrato de so6dio e temperaturas. O maior teor de carotenoides totais (2,47 mg
g!) foram obtidos na condigiio de 60 mg L"! NaNO; a 27 ° C. Foi observado que o teor
dos carotenoides sdo afetados diretamente pelo aumento da concentragdo de
nitrogénio, com destaque para a all-trans-luteina com (0,77 mg g'') na biomassa.

Fré e Chies (2016) investigaram a influéncia de diferentes concentracdes de
nitrato de sodio juntamente com intensidades de luz variadas, na sintese de
carotenoides por parte da microalga Dunaliella tertiolecta cultivadas em
fotobiorreatores air/if em meio /2 padrao. As condigdes de 17,5 klx de intensidade
de luz e 300 mg L' de NaNO; resultaram em maiores teores de carotenoides
carotenoides (0,738 + 0,038 mg L! d!), biomassa (0,176 + 0,005g L"'d!) e lipidios
(16,68 + 1,50 mg L''d™).

4.8.2 Efeito do pH

Mudangas de pH nos meios de cultivos sdo caracteristicos quando estd havendo
biossintese de carotenoides e outros metabolitos. Para a maioria das microalgas, a
carotenogénese estd associada a um pH entre 6 a 7. Segundo Luo et al. (2013) nas
primeiras 72 h de bioprodug¢do hd um decréscimo dos valores de pH, seguido da
elevacdo durante a fase de carotenogénese, e posteriormente permanece constante,
indicando o término da biossintese.

Essa variavel exerce influéncia no desenvolvimento celular e formagao de
metabolitos. Visto isso, estudos voltados para comprovacao dos efeitos resultantes
estdo sendo desenvolvidos. Mayorga, Murillo e Manso (2017) verificaram o acumulo
dos carotenoides luiteina e Bcaroteno em cultivos com pH de (8,0-9,0), iluminagado de
84.49 (umol.m™s!) e salinidade de 12 -13% superior aos cultivo normal. As condi¢des
impostas resultaram em valores elevados dos carotenoides trans- Pcaroteno (295,1
ng/g), violaxantina (247,5 pg/g), neoxantina (163 pg/g) e outros carotenoides em

menores proporgoes.

4.8.3 Efeito da Temperatura
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A temperatura ¢ um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento e
crescimento das microalgas. Essa variavel reflete alteracdes nas vias biossintéticas e
por consequéncia possibilita 0 acimulo de metabolitos como os carotenoides. Cultivos
submetidos a temperaturas superiores a temperaturas normais de crescimento resultam
em taxas elevadas de carotenoides por conta do estresse foto-oxidativo (TRIPATHI et
al., 2019; JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY. 2013).

A condi¢ao de que a temperatura contribui para formagao de carotenoides ainda
ndo foi bem elucidada, alguns autores justificam que quando as microalgas sao
expostas a essa condi¢do, ocorre alteracdo nutricional e em seguida ocorre a
diminui¢do da sintese de clorofila e, por consequéncia, aumento da biossintese de
carotenoides. Estudos avaliando o efeito dessa variavel em conjunto com demais
restri¢des de cultivo tém se mostrado eficazes (MINHAS et al., 2016).

Gregory (2015) demonstrou a influéncia da temperatura e da fonte de
nitrogénio na fase de carotenogénese. Dos ensaios realizados os melhores valores de
metabolitos e biomassa foram nas condigdes de temperatura a 27 °C e nitrato de soédio

375 mg L!. A biomassa resultante foi de 3,53 g L' e carotenoides totais 2,44 mg g™’

4.8.4 Efeito da iluminagao

A sintese de carotenoides em microalgas e nos demais microrganismos sao
afetados de forma positiva pelo uso da irradiagdo da luz branca. O tempo de exposicao
e a intensidade vao variar de acordo com a espécie e o local de origem. Diante disso ¢
preciso considerar essas duas condigdes para estabelecer o fotoperiodo, levando em
consideragdo que a exposicdo prolongada a luz pode danificar o fotossistema,
resultando em fotoinibi¢do (MANRIQUE; CORZO PINEROS, 2019; BHOSALE,
2004).

As microalgas Chlorella sp., e Scenedesmus sp. foram submetidas a
experimentos com diferentes fotoperiodos para avaliar a sintese de carotenoides nos
diferentes ensaios. As melhores concentragdes de CT para a Scenedesmus sp. foram
obtidos nos fotoperiodos de 12h/12h (claro/escuro) e 16h/h8 (claro/escuro), com
rendimentos de 61,7 mg/L e 85,7 mg/L. Para a microalga Chlorella sp. o fotoperiodo

de maiores rendimentos foi de 24 horas claro, com concentracdo de 64.9 mg/L e
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7,5h/16,5h (claro/escuro) com 67,7 mg/L (CARDENAS-GUTIERREZ; MACHUCA-
MARTINEZ; GARCIA-MARTINEZ, 2021).
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5. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal do Oeste da Bahia,
Centro Multidisciplinar de Luis Eduardo Magalhdes — CMLEM, no Laboratdrio 3,
conduzidos com o suporte da equipe de Bioprospeccao de Biomoléculas de interesse

Biotecnologico da Regiao Oeste da Bahia.

5.1 Obtencao da linhagem

As microalgas Chlamydomonas sp. (Figura 8A) e Scenedesmus sp. (Figura 8B)
foram disponibilizadas pelo professor Dr. Felipe da Silva Figueira, docente da
Universidade Federal do Oeste da Bahia e coordenador da equipe de pesquisa de
Bioprospeccdo de Microalgas. A escolha desses microrganismos foi dada com base
em estudos prévios realizados por Silva (2019) comprovando o potencial da sintese de

carotenoides em condi¢des normais de cultivo.

Figura 8. Microalgas vistas no microscopio 6ptico (aumento de 100x). A. Chlamydomonas sp.
B. Scenedesmus sp.

[
B)
Sie
5

Fonte: Autora.

As linhagens foram isoladas no laboratorio, a partir de amostras obtidas das
fontes dulcicolas pertencentes a regido Oeste da Bahia utilizando uma rede de coleta
de fitoplancton (Figura 9A). Os pontos de coletas foram na Cachoeira do renondo
(Figura 9B) e Cachoeira do acaba vida (Figura 9C), localizados no municipio de

Barreiras, Bahia.
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Figura 9. Coleta das microalgas. A. Rede fitoplancton de coleta. B. Cachoeira do redondo.
C. Cachoeira do acaba vida.

5.2 Meio de cultura

O meio aquoso usado para cultivo das linhagens foi o ASM1, modificado por
Gorham et al. (1964) e Zagatto e Aragao (1992). De acordo com Rangel (2018) esse
meio ¢ especifico para o desenvolvimento de cianobactérias, mas os testes realizados
com clorofitas em laboratérios apresentaram resultas promissores.

O meio ASM1 ¢ composto por 4 solucdes estoque (Tabela 8). Para cada solugao
(A, B, C e D) os compostos sao diluidos em 1000 mL de 4dgua destilada, autoclavados

e armazenados sob refrigeracao.

Tabela 8. Composi¢ao dos reagentes utilizados no preparo da solucdo estoque do meio ASMI.

Solucio estoque Reagentes Quantidade (g)
A NaNO; 8,50
MgSOs + 7 H,O 2,45
MgCly + 6 H2O 2,05
CaCl2 + 2H>0 1,45
B KH,PO4 8,70
Na,HPO4+ 12H,0 17,8
C H3;BO3 28,4
MnCI2 + 4 H,0 13,9
FeCl, + 6 H,O 10,8
ZnCl, 3,35
CoCl,+ 6 H20O 0,19
CuCl, +2 H,O 0,014
D EDTA 18,6

Fonte: Adaptado de GORHAM et al. (1964) e ZAGATTO; ARAGAO (1992).
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5.3 Preparo do indculo

Para realiza¢do dos experimentos e verificacdo do potencial da produgdo de
carotenoides, fez-se necessario aumentar a concentracao celular da cultura. Para
manutengdo e multiplicacdo das linhagens utilizou-se reatores do tipo frasco
erlenmeyers de 1000 mL contendo o meio ASM1. O volume total do cultivo foi de
500 mL, com 450 mL de meio e 50 mL de amostra das microalgas.

As microalgas foram mantidas na incubadora automatica orbital refrigerada
MSM 130/PGA/F (Figura 10) sob condi¢des controladas de temperatura 25 °C (1),
intensidade luminosa aproximada de 23,6 pmol de fotons m™ s, fornecida por
lampadas fluorescente (20W), com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro, e agitagdo
constante (100 rpm). O crescimento celular foi acompanhado utilizando camara de
Neubauer por 14 dias. Periodo este, em que foi constatado a fase exponencial,

caracteristico por altas taxas de crescimento celular.

Figura 10. Inéculos iniciais das microalgas Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp. acondicionados na
incubadora automatica orbital MSM 130/PGA/F.

Fonte: Autora.

5.4 Condigdes de cultivo

O protocolo usado para o delineamento experimental foi adaptado de
Jacinavicius, et al. (2019); Pifieros (2019); Rangel (2018). Os cultivos foram feitos em
triplicatas, em frascos erlenmeyers de 500 mL, com 250 mL de meio ASMI,
respectivamente sob deple¢dao de 50 e 70% de nitrogénio, e 50 mL de indculo das
microalgas produzidas por 20 dias em condigdes de batelada simples.

Foram denominados meios de cultura A50% e¢ B50% (meios submetidos a

deplecdo de 50% de NaNOs3), e A70% e B70% (meios submetidos a deplecao de 70%
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de NaNO3). Cada meio foi submetido a condi¢des de cultivos diferentes, descritos na

Tabela 9.

Tabela 9. Condicdes estabelecidas pra cultivar sob condi¢des de estresse, as microalgas
Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp. durante 20 dias de experimento.

Tratamento Experimental Condic¢oes

Deplegao de 50% de nitrogénio
A50% Agitagdo com rotaqﬁ.o de 100 rpm
Temperatura ambiente 25°C

Fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro

Deplegao de 50% de nitrogénio
Agitagdo manual a cada 2 dias
Temperatura de 30 a 38 °C
Iluminacdo constante

B50%

Deplegdo de 70% de nitrogénio
Agitagdo com rotagdo de 100 rpm
Temperatura ambiente 25°C
Fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro

AT70%

Deplegao de 50% de nitrogénio
Agitagdo manual a cada 2 dias
Temperatura de 30 a 38 °C
Iluminagdo constante

B70%

Fonte: Adaptado de JACINAVICIUS et al. (2019); PINEROS (2019) RANGEL (2018).

Para o preparo das solucdes estoque com deplecdes de 50 e 70% de nitrogénio,
foram utilizadas quantidades dos reagentes estabelecidos pelos protocolos ja descritos,
exceto pela fonte de nitrogénio. A Tabela 10 mostra os valores que adotados na
pesagem do nitrato de sodio para o preparo da solucdo estoque referente a cada

limitagdo submetida.

Tabela 10. Valores referentes a quantidade de nitrato de sédio (NaNQOs) pesados para o preparo das
solu¢des estoque do meio ASM1 utilizadas nos tratamentos com deple¢do de nitrogénio.

Solucio estoque A (meio ASM-1)

Tratamento Experimental Quantidade de NaNOs (g)
A e B (50 % de deplegio) 4,25

A e B (70 % de deplecdo) 2,55
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5.5 Avaliagao do crescimento

Para avaliacdo do crescimento microalgal foi utilizado o método da
determinagdo da densidade optica (DO). O crescimento foi acompanhado do 1 ao 20°
dia. A cada dois dias foram coletados uma aliquota de 3 mL de cada unidade
experimental, totalizando 11 coletas. Os valores de DO de cada amostra foram
quantificadas em espectrofotdmetro UV/VIS (Global Trade Technology) no
comprimento de onda de 570 nm. Os valores da absorbancia foram convertidos em
concentragdo de biomassa. O pH foi determinado utilizando o phmetro e fitas de pH

(simultaneamente), ¢ a temperatura foi aferida usando o termometro de mercurio.

5.6 Extracdo e quantificagdo dos carotenoides totais

Apos 20 dias de cultivo, os meios foram adicionados a placas de petri e
posteriormente colocados na estufa LUCADEMA por 24 horas, sob temperatura de
105 °C (FREITAS, 2017). Passado o tempo de secagem, as biomassas secas foram
transferidos para o dessecador até temperatura ambiente e foram raspadas da placa

com o auxilio de uma espatula de metal (Fig.11A e Figl 1B).

Figura 11. Tratamento da biomassa. A) Biomassa seca na placa de petri apos 24h na estufa.
B) Biomassa seca raspada da placa de petri.

Fonte: Autora.

Para quantificagdo dos carotenoides totais foi utilizado o protocolo de Porra et
al. (1989), adaptado por Huang e Cheung (2011). A solu¢ao extratora usada foi acetona
90%. Foram pesados 100,0 mg de biomassa de cada linhagem e adicionados a tubos

de Falcon envoltos em papel aluminio (Fig.12).
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Figura 12. Tubos de Falcon contendo as amostras, revolvidos com papel aluminio para evitar
fotodegradacio.
]

Fonte: Autora.

Com a biomassa quantificada, procedeu-se com a adigdo de SmL do solvente
extrator. As amostras foram submetidas a ultrassom por 15 minutos e posteriormente
armazenados na incubadora refrigerada com protecdo a luminosidade a 4 °C por 24 h.
Todos os experimentos de manipulagdo da biomassa foram executados no escuro para
evitar fotodegradacdo e oxidacao dos biocompostos. Todas as analises foram feitas em
triplicata.

Apobs o tempo de repouso, agitou-se os tubos no agitador vortex GLOBAL
TRADE, e centrifugou-se em centrifuga de bancada refrigerada SOLAB, a 5 °C,
durante 30 min, a 3000 rpm. O sobrenadante (Figura 13) foi recolhido e a partir desses
extratos foram obtidas as leituras de DO nos comprimentos de onda de 440,5 nm; 646,6
nm e 663,6 nm no espectrofotdmetro. O contetido de carotenoides totais foi calculado

de acordo com a equacao 1.

Figura 13. Sobrenadantes submergidos das amostras de biomassa das microalgas Chlamydomonas sp.

e Scendesmus sp. submetidos a analise no espectrofotdmetro.
N L) /

fe e
i

Fonte: Autora.
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4,69A%405 — 4,7445466 — 19645636
Carotenoides totais = — ' ’ G0 (1
arotenoides totats concentragio da amostra (g/L) equagio (1)

Onde, A**%> ¢ a absorbancia da solu¢o no comprimento de onda de 440,5 nm;

A®%6:6 & a absorbancia da solu¢do no comprimento de onda de 646,6 nm e A3 ¢ a

absorbancia da solug¢do no comprimento de onda de 663,6 nm.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Acompanhamento do crescimento celular

O crescimento celular das microalgas Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp.
foram monitorados durante os 20 dias cultivos. As Figuras de 14 a 17 apresentam as
diferentes variacdes de cores durante o 1° e 20° dia para os cultivos da
Chlamydomonas sp.. Do mesmo modo pode ser visto a intensificacdo das cores para
Scenedesmus sp. das Figuras 18 a 21.

Essa verificacdo visual das mudancas de cores nos cultivo no decorrer dos dias,
possibilita observar o aumento da densidade celular e da provavel presenga de
pigmentos fotossintetizantes que compdem a estrutura das microalgas, sendo os
principais as clorofilas, carotenoides e ficobiliproteinas, como também a presenca de

outros compostos como lipideos, proteinas e carboidratos.

Figura 14. Unidades experimentais para Chlamydomonas sp. A) Tratamento A50% ao 1° dia de
cultivo. B) Tratamento A50% ao 20° dia de cultivo.

Fonte. Autora.

Figura 15. Unidades experimentais para Chlamydomonas sp. A) Tratamento B50% ao 1° dia de
cultivo. B) Tratamento B50% ao 20° dia de cultivo.

Fonte. Autora.
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Figura 16. Unidades experimentais para Chlamydomonas sp. A) Tratamento A70% ao 1° dia de
cultivo. B) Tratamento A70% ao 20° dia de cultivo.

Fonte. Autora.

Figura 17. Unidades experimentais para Chlamydomonas sp. A) Tratamento B70% ao 1° dia de
cultivo. B) Tratamento B70% ao 20° dia de cultivo.

Fonte. Autora.

Figura 18. Unidades experimentais para Scenedesmus sp. A) Tratamento A50% ao 1° dia de cultivo.
B) Tratamento A50% ao 20° dia de cultivo.

1;“ ointe. Autora.

Figura 19. Unidades experimentais para Scenedesmus sp. A) Tratamento B50% ao 1° dia de cultivo.
B) Tratamento B50% ao 20° dia de cultivo.

Fonte. Autora.
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Figura 20. Unidades experimentais para Scenedesmus sp. A) Tratamento A70% ao 1° dia de cultivo.
B) Tratamento A70% ao 20° dia de cultivo.

Fonte. Autora.

Figura 21. Unidades experimentais para Scenedesmus sp. A) Tratamento A70% ao 1° dia de cultivo.
B) Tratamento A70% ao 20° dia de cultivo.

Fonte. Autora.

Utilizando as aliquotas de 3 mL para cada cultivo microalgal foi possivel obter
os rendimentos de biomassa durante os 20 dias de cultivo a partir do método da
densidade optica. Apos finalizado as verificagdes, os resultados obtidos para a
microalga Chlamydomonas sp. estdo descritos na Tabela 11, assim como para a

microalga Scenedesmus sp. estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 11. Rendimento em gramas de biomassa por litro de cultivo da microalga Chlamydomonas sp.
em meio de cultivo ASM-1 no decorrer dos 20 dias de cultivo no fotobiorreator.
Dias Tratamento AS0 Tratamento BS0 Tratamento A70 Tratamento B70
Biomassa (g/L) Biomassa (g/L) Biomassa (g/L) Biomassa (g/L)

0 0,056 0,0056 0,007 0,0064
2 0,0069 0,0069 0,008 0,0077
4 0,0096 0,0084 0,011 0,0108
6 0,0110 0,0087 0,013 0,0113
8 0,0132 0,0088 0,016 0,0137
10 0,0190 0,0091 0,022 0,0137
12 0,0191 0,0086 0,023 0,0132
14 0,0209 0,0092 0,025 0,0143
16 0,0207 0,0093 0,025 0,0141
18 0,0214 0,0092 0,026 0,0134

20 0,0233 0,0098 0,026 0,0143
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Tabela 12. Rendimento em gramas de biomassa por litro de cultivo da microalga Scenedesmus sp. em
meio de cultivo ASM-1 no decorrer dos 20 dias de cultivo no fotobiorreator.

Dias  Tratamento A50 Tratamento B50 Tratamento A70 Tratamento B70

Biomassa (g/L) Biomassa (g/L) Biomassa (g/L) Biomassa (g/L)
0 0,0003 0,0001 0,0003 0,0003
2 0,0017 0,0008 0,0002 0,0001
4 0,0034 0,0020 0,0013 0,0016
6 0,0052 0,0039 0,0029 0,0030
8 0,0070 0,0059 0,0046 0,0050
10 0,0079 0,0065 0,0065 0,0060
12 0,0092 0,0068 0,0083 0,0072
14 0,0102 0,0079 0,0108 0,0080
16 0,0107 0,0083 0,0104 0,0085
18 0,0113 0,0085 0,0097 0,0098
20 0,0114 0,0081 0,0091 0,0095

Por meio destas tabelas ¢ possivel plotar os graficos e visualizar a variagdo da
concentracdo da biomassa ao decorrer dos dias. Sendo assim. As figuras seguintes

representam o resultado.

Figura 22. Crescimento em biomassa da microalga Chlamydomonas sp. nas condi¢des A50% e B50%.
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Conforme representado na Figura 22, ¢ perceptivel o melhor desenvolvimento
da microalga Chlamydomonas sp. nas condi¢des de tratamento A50% e uma baixa
produtividade a partir do tratamento B50%. A producao do tratamento B50% ¢ cerca
de 64% inferior ao tratamento A50%, indicando uma melhor adaptacdo para as
condigdes impostas para este ultimo. Ambos tratamentos ndo apresentaram fase de
inducdo do crescimento (lag), apresentando crescimento acentuado e migrando

diretamente par a fase exponencial.
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Figura 23. Crescimento em biomassa da microalga Chlamydomonas sp. nas condigdes A70% e B70%.
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Do mesmo modo, como visto na Figura 23 ha uma baixa produgao microalgal
nas condi¢des de cultivo B70%, equivalendo a 46% de reducdo de biomassa em
relacdo ao A70%. As condigdes de iluminagdo constante, temperaturas elevadas, e ndo
homogeneizagdo interferiram na concentracdo celular, indicando que esses fatores
interferem diretamente no rendimento e producao da biomassa.

Observando a sobreposicdo das curvas de crescimento dos tratamentos
aderidos a microalga Chlamydomonas sp., explicito na Figura 24, identifica-se que o
melhor desenvolvimento da microalga foi em condi¢cdes de deplecdo de 70% de
nitrogénio para o cultivo A70%, apresentando um rendimento superior de 46,1%
comparado ao tratamento B70%, 11,5% em relacdo A50% e 62,7% em consideragdo
ao tratamento B50%. A reducdo de 50% da fonte de nitrogénio, associado aos estresses
fornecidos pela iluminacgao, falta de homogeneizagao e controle da temperatura foram
os que mais afetaram o crescimento da Chlamydomonas sp., resultando em uma baixa

producdo de biomassa.
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Figura 24. Curvas de crescimentos da microalga Chlamydomonas sp. sobrepostas, resultante dos
tratamentos utilizados neste estudo.
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A Figura 25 representa o crescimento das microalgas Scenedesmus sp.
submetidas aos tratamentos A50% e B50%. Na condicdo de temperatura a 25 °C,
homogeneiza¢do constante a 100 rpm e fotoperiodo 12h claro/12h escuro foi
observado um melhor desempenho de crescimento e producdo de biomassa, com
rendimento de 29,0%. Para esse mesmo cultivo, nos dois primeiros dias € caracteristico

a fase de inducdo de crescimento (lag) e ao 18° ¢ iniciada a fase estacionaria de

crescimento.
Figura 25. Crescimento em biomassa da Scenedesmus sp. nas condi¢gdes A50% e B50%.
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Fonte: Autora.
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Assim como o crescimento celular no cultivo B50% foi afetado pelas
limita¢des do cultivo, o B70% também apresentou menor concentragdo de biomassa
em relacdo ao A70% (Figura 26). Ambos foram cultivados sob condi¢des de estresse
de intensidade luminosa, que pode resultar em fotoinibi¢ao pelo excesso de irradiagdo

por consequéncia influencia no processo fotossintético.

Figura 26. Crescimento em biomassa da Scenedesmus sp. nas condi¢des A70% e B70%.
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Fonte: Autora.

Como visto na Figura 26, as concentragdes da biomassa foram afetadas pelas
condig¢des submetidas. Os dois cultivos apresentaram fase de adaptagao ao meio (lag),
com reducdo da densidade celular nos dois primeiros dias. No tratamento A70% a fase
de crescimento exponencial foi do 4° ao 14° dia, seguido do declinio da viabilidade
das células nos demais dias de cultivo. J4 no tratamento B70% ¢ observado a fase
exponencial do 4° ao 18° dia, com inicio da fase estaciondria em seguida.

Na superposicdo das quatro curvas de crescimento para a microalga
Scenedesmus sp. descritas na Figura 27, ¢ possivel observar que o maior rendimento
de biomassa foi obtido no vigésimo dia para o tratamento A50%, rendimento esse de
0,0114¢g/L, totalizando um aumento de 17,0% quando comparado com o tratamento

B50%, 17,5% em relagdo ao tratamento A70% e 29,8% maior que o tratamento B70%.
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Figura 27. Curvas de crescimentos da microalga Scenedesmus sp. sobrepostas, resultante dos
tratamentos utilizados neste estudo.
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Fonte: Autora.

Os graficos descritos representam o comportamento do crescimento das
microalgas avaliadas, assim como o acimulo da biomassa. As variagdes caracteristicas
predominantes podem estar associadas as diferencas entre as caracteristicas
estabelecidas para os cultivos.

As condigdes para obter-se €xito no cultivo microalgal varia de microrganismo
para microrganismo. Sendo os fatores mais importantes a luminosidade, nutrientes,
temperatura, pH e homogeneidade do meio, e fatores como caracteristicas genéticas e
deficiéncia de CO2 podem estar associadas a essas oscilagdes. As condi¢des impostas
para os cultivos tende avaliar as melhores condigdes para as mesmas € assim obter um
maior rendimento da biomassa e consequentemente uma maior producdo de
carotenoides por parte das mesmas, objetivando assim a otimizagdo dos processos de
producdo.

Conforme representado na Tabela 13 ¢ possivel observar os valores de
rendimento maximo Rmax(g/L) € velocidade especifica de crescimento ux(d ') obtidos

nos cultivos das microalgas Chlamydomonas sp. € Scenedesmus sp.
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Tabela 13. Valores de rendimento maximo Rmax(g/L) € velocidade especifica de crescimento pux(d ™)
para as microalgas Chlamydomonas sp. € Scenedesmus sp. obtidos em meio de cultivo ASM-1 no
decorrer dos 20 dias de cultivo no fotobiorreator.

Chlamydomonas sp.

Tratamento A50 Tratamento B50 Tratamento A70 Tratamento B70

Rmix 0,018 g/L 0,004 g/L 0,020 g/L 0,008 g/L
i 0,083d"! 0,082d"! 0,081d"! 0,081d"!

Scenedesmus sp.

Tratamento A50 Tratamento B50 Tratamento A70 Tratamento B70

Rmix 0,811g/L 0,793g/L 1,02 g/L 0,824 g/L
i 0,105d"! 0,110d"! 0,040 d! 0,037 d"

Durante o periodo de cultivo foi possivel acompanhar a variacdo de pH para a
microalga Scenedesmus sp. na faixa de 6,0 a 8,0. Todos os cultivos foram iniciados

com pH neutro, alterando de acordo com o aumento da densidade celular.

6.2 Carotenoides totais

Por meio das extracdes realizadas utilizando a biomassa seca das microalgas

Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp. foram obtidos os valores de carotenoides totais

descritos na Tabela 14.

Tabela 15. Conteudo de carotenoides totais para as microalgas Chlamydomonas sp. € Scenedesmus sp.

Microalga Tratamento Carotenoides (mg/g)
A50% 0,619 + 0,063
B50% 0,441 + 0,003
Chlamydomonas sp.
A70% 0,972 + 0,049
B70% 0,733 + 0,025
A50% 0,380 + 0,006
B50% 0,353 + 0,006
Scenedesmus sp.
A70% 0,169 + 0,003
B70% 0,378 £ 0,011

Fonte: Autora.
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Conforme descrito na Tabela 14, a microalga Chlamydomonas sp. apresentou
uma maior produ¢do de carotenoides totais nos tratamentos com redugdo de 70% da
fonte de nitrogénio. No entanto, nas condi¢des de fotoperiodo 12h claro e 12h escuro,
agitacdo constante, e temperatura de 25 °C foi obtido um rendimento de 24,5%
superior ao B70%. Essa mesma condi¢do apontou um aumento da biomassa para ao
microrganismo avaliado, tornando-o um potencial produtor de pigmentos naturais
nesse mesmo tratamento.

No intuido de verificar o potencial de carotenoides por parte desta microalga,
alguns cientistas também testaram sob diferentes condi¢des. ElI-Mekkawi et al. (2019)
estudou a Chlamydomonas Reinhardtiie identificou a produgdo de 0,00215 (mg/g),
simultaneamente Sassi et al. (2019) verificaram a producao de metabolitos de interesse
a de tecnologia alimentos a partir de microalgas, e obteve a producao de 64,92 (mg/g)
de carotenoides para Chlamydomonas sp. valores esses que comprovam a producgdo
por parte dessas.

Os resultados das andlises de carotenoides totais com deplecdo de 50% de
nitrogénio para a microalga Scenedesmus sp. demonstram um maior rendimento do
tratamento A50%, quando comparado com o tratamento B50%, rendimento esse de
7,1% maior (Tabela 14). Quando testado a deplecdo de 70% de nitrogénio, o
tratamento B70% obteve um rendimento de 55,3% maior em relagdo ao tratamento
A70%.

Destes resultados, observa-se um maior potencial de produgao de carotenoides
por parte da microalga Scenedesmus sp. quando cultivadas em fotoperiodo 12h claro
e 12h escuro, agitagdo constante, e temperatura de 25 °C sob deple¢dao de 50% de
nitrogénio, uma vez que apresenta também, um maior rendimento da biomassa seca
em relagdo aos demais tratamentos.

Estes resultados sdo consistentes com os estudos realizados para investigar o
potencial da produgdo de carotenoides por parte da microalga Scenedesmus sp.. Silva
(2019) avaliou a producao de pigmentos fotossintetizantes (clorofilas a, b,
carotenoides e ficobiliproteinas) da microalga avaliada, obteve a producdo 0,024
(mg/g) usando o meio ASM-1, em condi¢des normais de cultivo, valor este 93,7%
menor que obtido neste estudo.

Os autores Pifieros et al. (2019) desenvolveram um estudo para avaliar a
producao de carotenoides e lipidios para a Scenedesmus Dimorphus em laboratorio,

utilizando o meio Foliagro com diferentes molaridades dos sais NaCl e KNOs.
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Concluiram o trabalho com a producao maxima de 3,35 (mg/g) para KNO3 (0,6M) e
1,79 (mg/g) para NaCl (0,6M), validando a produg¢do de carotenoides sob condi¢do de
estresse de alta intensidade de luz e salinidade.

A fotoestimulagdo em diferentes faixas espectrais também ¢ um fator que esta
sendo investigado para a maximiza¢do de carotenoides. Utilizando o planejamento
experimental Plackett-Burman, Gongalves (2019) avaliou os efeitos combinados das
taxas de iluminagao, fotoperiodo, pH e diferentes concentragdes de NaCl e nitrogénio
no cultivo da microalga Tetradesmus sp.. As maiores concentragdes foram obtidas sob
85 pmol m2s! de intensidade luminosa e 15,8h/8,2h (luz;escuro) de fotoperiodo,
totalizando 7,6 (mg/g) de astaxantina, 9,1 (mg/g) de P-caroteno e 4,8 (mg/g) de
licopeno.

Singh (2019) otimizou a producdo de carotenoides utilizando Meio Bold Basal
(BB), contendo nitrato 10 mM, fosfato 3,5 mM e salinidade 0,17 mM, sob as condi¢des
de cultivo com pH 8,5, iluminagdo fornecida com luz azul, com 60 umol m? s’
intensidade. A producdo de carotenoides utilizando a microalga Asterarcys
quadricellulare aumentou 3x mais do que quando utilizado o meio BBM ndo
modificado. O organismo produziu 118 (mg/g) na biomassa seca, sendo 47,0, 28,7,
15,5 e 14,0 (mg/g) de B-caroteno, luteina, astaxantina e cantaxantina.

Diante dos resultados apresentados, fica valido que os fatores bioldgicos,
fisicos e quimicos influenciam no crescimento microalgal e a composi¢ao bioquimica
tende a ser alterada significativamente pelas condi¢des de cultivo que podem interferir
no metabolismo das células e consequentemente na sintese dos biocompostos de
interesse.

A intensidade luminosa e o fotoperiodo sdao de grande importancia para bons
resultados da obtencao de carotenoides. O excesso de luz pode provocar foto-oxidagao
ou morte foto-oxidativa devido a formacdo de substancias toxicas para as microalgas
como o perdxido de hidrogénio na presenca de oxigénio (PENTEADO, 2014).

A luz pode ser prejudicial tanto em baixa quantidade quanto em excesso,
interferindo principalmente no crescimento celular, na velocidade especifica de
crescimento e na produtividade. Visto isso, os resultados do crescimento celular para
as duas microalgas testadas com intensidade luminosa constante apresentam
produtividade inferior aos fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, nao

obstante aprestaram valores consideraveis de carotenoides totais.
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O nitrogénio ¢ um nutriente essencial para a produgdo de biomassa de algas,
sendo uma integrante chave de muitos componentes celulares das algas, tais como
alcaldides, amidas, aminodcidos, proteinas, DNA, RNA, enzimas e vitaminas (ZHOU,
2014). Quando testado as diferentes deplecdes de nitrogénio para as microalgas
estudadas, ¢ perceptivel a variagdo no crescimento celular, densidade celular e na

composi¢ao dos carotenoides totais. Validando o objetivo deste estudo.
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7.  CONCLUSAO

O conteudo de carotenoides totais obtidos através dos estudos realizados com
as microalgas Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp. isoladas de fontes de agua doce
da Regido Oeste da Bahia e cultivadas em meio ASM1 com deplecao de nitrogénio e
variagdo nas condi¢cdes de iluminagdo, temperatura e homogeneidade foram
satisfatorios quando comparado com os estudos 4 realizados com estas.

O melhor rendimento de biomassa e acumulo de carotenoides totais para a
Chlamydomonas sp. foi na condicdo A70%, com rendimentos de 0,026 g/L e 0,972
mg/g. Ja para a microalga Scenedesmus sp. o melhor resultado foi na condicao A50%
com 0,011 g/L de biomassa e 0,380 mg/g de carotenoides totais.

Conclui-se, portanto que o acimulo de carotenoides totais por parte das
microalgas em estudo, ¢ aumentado a partir da otimiza¢do do meio ASM1, e a reducao
da fonte de NaNOs;, em conjunto com condi¢des de iluminagdo, temperatura e
homogeneidade controladas torna possivel a biossintese dessas biomoéculas. Diante
disso, ¢ possivel validar que as microalgas Chlamydomonas sp. € Scenedesmus sp.
apresentam potencial Biotecnoldgico para produgdo de carotenoides, atentando-se
para estudos mais aprofundados para aplicagdes em larga escala, uma vez que as

mesmas foram testadas em escala laboratorial.
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8. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante do trabalho desenvolvido e dos protocolos ja existentes, ¢ evidente o
potencial biotecnologico das microalgas Chlamydomonas sp. € Scenedesmus sp. em
sintetizar carotenoides em maiores proporgoes. Visto isso, sugiro a realizacao de novos
testes, com outros meios de cultivo e novas condi¢Oes de limitagdes de nutricionais
(salinidade, deple¢do ou adicdo de macro e micro nutrientes, etc.) que possam
aumentar a producdo da biomassa e os metabdlitos sintetizados, caracterizar os
carotenoides produzidos, alterar o tempo de cultivo (mais dias) em relagdo ao que foi
usado neste estudo, e realizar monitoramentos mais intensos para quantificar a
formacao de biomassa, consumo de nutrientes, velocidades de crescimento e formacao

de produtos.
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