UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

CULTIVO, TAXONOMIA E POTENCIALIDADES DE
APLICACOES EM BIOTECNOLOGIA DE CEPAS DE
DIATOMACEAS MARINHAS DO ESTADO DA PARAIBA

RENATA BARBOSA FELISBERTO

Orientador: Prof. Dr. Roberto Sass
Co Orientador: Profa. Dra. Cristiane Francisca da Costa Sass

JOAO PESSOA- 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

CULTIVO, TAXONOMIA E POTENCIALIDADES DE
APLICACOES EM BIOTECNOLOGIA DE CEPAS DE
DIATOMACEAS MARINHAS DO ESTADO DA PARAIBA

RENATA BARBOSA FELISBERTO

Orientador: Prof. Dr. Roberto Sass
Co Orientador: Profa. Dra. Cristiane Francisca da Costa Sassi

Trabalho realizado como exigéncia parcial
para a obtencdo de grau de Bacharelado em
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
da Paraiba.

JOAO PESSOA- 2014



RENATA BARBOSA FELISBERTO

CULTIVO, TAXONOMIA E POTENCIALIDADES DE
APLICACOES EM BIOTECNOLOGIA DE CEPAS DE
DIATOMACEAS MARINHAS DO ESTADO DA PARAIBA

Data dedefesa: 21de Agosto de 2014
Resultado:

BANCA EXAMINADORA

Dr. Roberto Sass
(Orientador) Departamento de Sistemética e Ecologiad CCEN/UFPB — Campus |.

Dr. George Emmanuel Cavalcanti de Miranda
Departamento de Sistemética e Ecologiadd CCEN/UFPB — Campus |.

Ms. Clediana Dantas Calixto
Programa de Pés Graduacdo em Quimica CCEN/UFPB — Campus .

Ms. Katharina Kardinele Barros Sass
Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos CT/UFPB —
Campus I.

JOAO PESSOA- 2014



Dedico a todos que me fizeram e fazem
seguir o caminho do bem: meus pais,
irmdos, sobrinha, tios, primos e amigos —
amores incondicionais!

“Tudo o que fizeres de bom no teu dia: o
faca com amor, pois este é o teu presente
e futuro!” (Maria Eugénia Barbosa

Felisberto).



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a todos 0s seres superiores que me acompanham no
camnho davida

Aos meus pais, Agnaldo de Almeida Felisberto e Maria Eugénia Barbosa
Felisberto — meus primeiros mentores—, que se dedicaram em amar e educar a mime
meus irmaos da forma mais magnifica, nos tornando pessoas unidas e do bem. A meus
irmaos, Ana Paula Barbosa Felisberto e Thiago Barbosa Felisberto, por todo o apoio,
carinho e ajuda. A minha graciosa sobrinha Alanna Y areth Felisberto Ibarra que, ainda
ndo sabendo, é parte de toda essa forga! Vocés sdo os lagos mais amorosos e firmes que
carrego ao meu lado.

Agradego, imensamernte, aos meus amigos. Aos doces cafés com minha irmé e
amiga Michelle, as descontragbes com Allyne que incansavelmente nunca deixou de
perguntar: “Ei, B. Tu num vai se formar ndo?” (quanto a isto...bom...agora eu poderei
ter uma resposta mais exatal!). Aos amigos que conquistei durante essa jornada
académica: a companhia, os risos, conversas, siléncio, forcas e apoio. Em especial a
minha grande amiga Maria Augusta (minha impetuosa ‘Neguinha” de todos os dias) por
ter sido impar... Nunca esquecerei a completude que senti ao ouvir vocé me falar “Vocé
tem potencial!”,em momentos dificeis e inseguros, essa frase ecoa em meus
pensamentos e coracdo. Vocés todos foram e sdo essenciais em minha existéncia.

Ao meu orientador Dr. Roberto Sassi por me guiar, me ensinando e incentivando
toda a minha vontade de busca pelo conhecimento. Aos meus amigos de laboratério que
mostram todos os dias que o0 crescimento académico se faz com a cooperacdo; todos nds
podemos ensinar aprender e somar em conjunto. Em especial agradeco a Aline
Lourenco por todo o tempo e amizade fornecido a mim, se preocupando, conversando e
ajudando, vocé tem minha leal gratiddo!

Aos colegas e educadores que estiveram presentes e contribuiram para o meu
crescimento. A contribuicgo diéria das técnicas de laboratdrio, que ajudam muito nossas
pesquisas. A todos que contribuem em certos ambitos para que a universidade exista —
a quem devemos sempre lembrar de dar retornodo que aprendemos, tanto em nossas
pesquisas quanto como pessoas, pois a universidade é um espago onde, também,
crescemos pessoamente!

Ao Dr. Roberto Antoniosi Filho do Laboratério de Métodos de Extracdo e
Separacdo da Universidade Federal de Goias e sua equipe, pelas analises
cromatograficas das amostras de diatoméceas estudadas.

Ao Prof. Dr. Sandro Marden Torres e aos colaboradores do Departamento de
Engenharia de Materiais pela simpatia em nos receber para fazer as fotografias em
microscopio eletrénico de varredura.



Ao CNPq pela concessdo de bolsa ITI-A através do projeto “Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagiio na Producdo de Biodiesel de Oleos Derivados de
Microalgas”, financiado pelo MCTI/FINEP.

E por fim, aos deliciosos momentos boémios de filosofia com os amigos, sou
eternamente grata...

Renata (Tchutchuca)!



RESUMO

Foram estudadas espécies de diatoméceas marinhas isoladas de amostras de agua
das praias do Cabo Branco, | ntermares e Seixas e de invertebrados benticos dos recifes
do Cabo Branco, estado da Paraiba, e cultivadas em laboratério em meio sintético,
visandoo seu estudo taxondmico e a caracterizacéo da composicao de &cidos graxos das
espécies em cultivo laboratorial. As amostras coletadas foram inoculadas em meio
Conway preparado com agua do mer filtrada e esterilizada e mantidas em camara de
cultivo climatizada no Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas da Universidade Federal da Paraiba (LARBIM/UFPB). As diatomaceas
isoladas foram codificadas e incluidas na Colecdo de Microalgas do
LARBIM/UFPB.Todas as cepas foram identificadas ao menor nivel taxondmico
possivel com utilizacdo de microscopia Optica e eletrbnica de varredura. Os ensaios
laboratoriais, desenvolvidos em camara de cultivo a 25° C com fotoperiodo de 12 horas,
foram realizados em balfes de vidro com 5L de meio de cultura acrescidos de um
volume inicial de 5 x 10°cél. mLsob aeracso, com injecéo continua de ar (2,0 mL.min
1Y & pressio ambiente. O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por contagem
celular em camara Fuchs-Rozenthal, por fluorescéncia in vivoou por densidade ptica.
A velocidade de crescimento () foi determinada na fase exponencial para cada cepa
testada. Os ensaios foram interrompidos no inicio da fase estacionaria para obtencéo da
biomassa seca e posteriores andlises dos teores de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMEs) por cromatografia gasosa Um total de 8 cepas de diatoméceas foram
estudadas, pertencentes 5 géneros (Amphora, Entomoneis, Navicula, Odontella
eThalassiosra) com duas espécies identificadas: Entomoneis alata e Thalassiosira
minima. A maior velocidade de crescimento foi apresentada pela cepa M7C (Navicula
sp 1.) com uma media de 1,79 divisdes por dia. Os maiores rendimentos em biomassa
seca foram obtidos pelas cepas M56C (Biddulphia sp.), M10C (Thalassiosira minima) e
M17C (Thalassiosira sp.) totalizando 2070, 1732 e 1714mg.L™, respectivamente. A
quantidade de FAM Es por grama de biomassa foi maior nas cepas M19C (134 mg.g*t) e
M7C (120,6 mg.g™). A produtividade estimada de FAM Es por litro de cultivo foi maior
na M56C, M17C e M10C apresentando, respectivamente, 183, 166,6 e 123 mg. L. A
cepa M7C apresentou a maior variagdo de acidos graxos, sendo 26 do total de 39
diferentes tipos encontrados. A cepa M10C (Thalassiosra minima) mostrou-se
promissora para producdo de biodiesel por apresentar uma média de velocidade de
crescimento de 1,43 divisdes por dia, 0 segundo maior rendimento em biomassa (1732
mg.L™?) e elevada produtividade de &cidos graxos por litro de cuitivo (123 mg. LY).

Palavras chaves:Microalgas. Bacillariophyceae.Biomassa. Meio Conway. FAME.
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1. INTRODUCAO

Diatoméceas s80 organismos eucaridticos microalgais unicelulares que podem
existir sob formas coloniais (ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990), geralmente
alcancando tamanhos entre 2 a 200pum (HASLE; SYVERTSEN, 1996; KOOISTRA et
al., 2007). Séo seres mgoritariamente autotrofos (REVIERS, 2006), mas algumas
espécies podem tornar-se heterétrofas, através da absor¢do de carbono inorganico, e
poucas sd0 heterotroficas obrigatorias ndo possuindo clorofila, sendo incapazes de
sintetizar substancia de reserva através da fotossintese (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
1996; ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990).

As diatoméceas estdo incluidas na classe Bacillariophyceae da divisio
Ochrophyta do grupo Stramenopiles, apresentando em torno de 285 géneros englobando
10.000 a 12.000 espécies conhecidas (REVIERS, 2006), mas estima-se que existam
cerca de 200.000 espécies (ARMBRUST, 2009).

Congtituem umdos tipos mais comuns do fitoplancton, encontrando-se em maior
ou menor namero nos bidtopos marinho, dulcicola e de aguas salobras, onde vivem
como organismos plancténicos ou benténicos. Também ocorrem em ambientes com
temperatura altas e baixas, diferentes pH, e até mesmo em habitats hipersalinos. Podem
ser epifiticas, epizdicas, endozodicas, endofiticas, cavernicolas, viver sobre detritos
flutuantes, nos sedimentos, na neve, em ambientes terrestres Umidos e podem ser
encontradas em simbiose com foraminiferos e esponjas (HASLE; SYVERTSEN, 1996;
LOURENCO, 2006; REVIERS, 2006).

A principal caracteristica desse grupo € a utilizacdo de silica (SiO,.nH,O) como
material estrutural para composicao de uma parede celular dividida em duas metades
geometricamente ornamentadas, a fristula, que possui grande valor taxondmico
(ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990). Baseado na simetria dessas fristulas, as
diatoméaceas sdo agrupadas em duas ordens: Penales, que possuem simetria bilateral, e
as Centrales, que possuem simetria radial.

O principal carboidrato de reserva das diatoméceas € a crisolaminarina
(BEATTIE;, HIRST; PERCIVAL, 1961) e estas apresentam como pigmentos a clorofila
a, cie c; e uma grande quantidade de fucoxantina e outras xantofilas como a
diadinoxantina e diatoxantina como pigmentos acessorios, que dd a coloracdo
caracteristica marrom dourada as células (LEE, 2008; REVIERS, 2006).
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Este grupo desempenha um papel fundamental nos oceanos através da fixacdo de
grande quantidade de dioxido de carbono e da sintese de carboidratos. Estima-se que as
diatomaceas contribuam com cerca de 20 a 25% da producdo priméria liquida do
planeta (WERNER, 1977), sendo responsaveis por cerca de 40% da producdo priméria
liguida marinha (FALKOWSKI; BARBER; SMETACEK, 1998), representando 0s
membros mais importantes do fitoplancton que subsidiam a vida animal nos oceanos,
fornecendo carboidratos essenciais, acidos graxos, esterdis e vitaminas. (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2013).

No ambiente marinho ariqueza e abundancia das diatomécess varia em fungdo
da caracteristica oligotrofica ou eutréfica da agua. Em mar aberto, onde a agua é
tipicamente oligotréfica, a populacdo de diatomaceas possui um grande nimero de
espécies cada qual com baixo ndmero de organismos. Em contraste, proximo a costa as
diatomaceas estdo em maior nimero, porém a quantidade de espécies na populagdo é
baixa (LEE, 2008).

A principal forma de reproducdo das diatoméceas ocorre por propagacao
vegetativa através de sucessivas mitoses (areproducdo sexual ocorre em ocasifes mais
raras). Desta forma as diatoméceas florescem rapidamente aumentando o nimero de
células por varias ordens de magnitude em poucos dias (ARMBRUST, 2009). Apesar
da abundancia e diversidade encontrada nos ambientes naturais algumas espécies sdo
cultivadas para fins como aquicultura e extragdo de produtos biotecnologicamente
relevantes (LEBEAU; ROBERT, 2002).

As diatoméceas tém recebido mais atencéo recentemente, devido ao seu enorme
potencial econdmico. Nas Ultimas décadas a pesquisa mundial acerca das diatoméceas
tem crescido além da perspectiva ecoldgica e taxondmica, somando-se a estas a busca
sobre 0s usos praticos em aplicagdes comerciais e industriais (BOZARTH; MAIER;
ZAUNER, 2009).

Diversas areas de aplicacbes tém se desenvolvido como a producéo de silicio
provindo das frustulas para aplicacfes tecnoldgicas em nanotecnologia, na remediacéo
de poluentes, para aplicacOes farmacéuticas, cosméticas e quimicas, através de seus
metabdlitos intracelulares acumulados nas células como os &cidos graxos para producdo
de biocombustiveis, além de metabdlitos extracelulares liberados no meio como, por
exemplo, Vérios pigmentos e antibidticos (LEBEAU; ROBERT, 2002).

Com o avango das tecrnologias, da biologia molecular, da caracterizacéo

gendmica de espécies modelo de diatoméaceas, da melhoria dos meios de cultura, bem
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como da melhoria nas condigdes hidraulicas e de engenharia dos sistemas de cultivos
abertos (lagoas, canais profundos, unidades com circulacdo, etc.) e fechados
(fotobiorreatores) a producdo de diatoméaceas vem se tornando uma fonte promissora de
novas substancias com relevancia generalizada (BOZARTH; MAIER; ZAUNER, 2009;
CORTES, 2009; KROTH, 2007).

As perspectivas sobre o potencial do cultivo, que trazem beneficios tanto
econdmicos quanto ambientais, sugerem uma importancia em explorar areas de
pesquisas tanto acerca da diversidade das diatomaceas da Paraiba como através da
caracterizacdo dos cultivos laboratoriais e/ou em médias e largas escalas visando o
conhecimento sobre taxonomia, crescimento celular e metabdlitos produzidos pelas
espécies de diatoméceas locais.

Os vérios fatores como a diversidade de espécies conhecidas e estimadas de
diatomaceas, a variedade de respostas que podem ser obtidas através de diferentes
condicdes de cultivos, além da localizac&o intertropical da Paraiba que prové condicdes
de clima, como temperatura e incidéncia solar, favoraveis ao cultivo microalgal tornam
promissores 0s estudos sobre a bioprospeccdo deste grupo.

Desta forma, este trabalho busca isolar cepas de diatoméceas do ambiente
marinho paraibano visando a caracterizacdo das mesmas atraves de cultivo laboratorial
como intuito de conhecer o desempenho da cultura e os &cidos graxos produzidos pelas

espécies locais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter cultivos monoespecificos de diatoméceas marinhas do estado da Paraiba,
isoladas de diferentes tipos de habitats, visando a sua caracterizagcdo taxondmica e
capacidade de producdo de ésteres metilicos de &cidos graxos importantes para a

producdo de biodiesel ou outros usos biotecnoldgicos.

2.2 Objetivos especificos

a) Coletar amostras de agua e de sedimento de ambientes marinhos costeiros e
estuarinos do estado da Paraibba e fragmentos de diversas espécies de
invertebrados bénticos dos recifes costeiros do Cabo Branco com o propésito de
isolar diatoméceas que vivemn nesses diferentes tipos de habitats;

b) Obter cultivos monoespecificos de diatoméceas isoladas dos meteriais coletados
que apresentam crescimento em meio de cultura Sintético;

c) ldentificar taxonomicamente ao menor nivel possivel as cepas isoladas;

d) Caracterizar a velocidade de crescimento e o rendimento maximo em biomassa
das espécies de diatoméceas isoladas, em condicbes experimentais de cultivo;

€) Determinar os teores e a diversidade dos ésteres metilicos de é&cidos graxos nas

cepas cultivadas, avaliando seus potenciais usos emaplicactes biotecnoldgicas.
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3FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cultivo de microalgas

O cultivo microalgal corresponde a experimentos com populacdes de microalgas
gue podem ser preservadas vivas em condicbes artificiais e controladas de
desenvolvimento para diversos fins, podendo prover informagdes Uteis para a agregacao
de conhecimento sobre as espécies. As condigbes controladas sdo geralmente bastante
promissoras para 0 desenvolvimento das espécies, fazendo do cultivo uma ferramenta
essencial paraaproducdo de biomassa (LOURENCO, 2006; RICHMOND, 2004).

Historicamente o primeiro registro que é considerado como cultivo de microalga
foi realizado pelo alemdo Ferdinand Cohn em 1850 que manteve viva em seu
laboratério a Haematococcus, espécie de alga verde flagelada de &gua doce. Porém, o
desenvolvimento dos primeiros estudos experimentais sobre o cultivo de microalgas é
atribuido a Famintzin em 1871(ANDERSEN; PREISIG, 2005).

As pesguisas iniciais sobre o cultivo microalgal foram importantes na descoberta
das relacbes das microalgas com o meio fisico e quimico. A partir de entdo os cultivos
foram sendo cada vez mais elaborados, e, aliados as pesquisas ciertificas paralelas
realizadas em diversas areas, 0s experimentos de cultivos foram se tornando mais
promissores. Durante o final do século XIX Miquel elaborou estudos fundamentais
sobre o isolamento e cultivo de diatoméceas marinhas e de agua doce, introduzindo
técnicas como o uso de micropipetas e diluicdo sequencial para o isolamento de
diatoméceas(ANDERSEN; PREISIG, 2005; LOURENCO, 2006).

Em meados do século XX muito conhecimento havia sido gerado pelas
pesquisas e as diversificagdes intensificaram-se surgindo mais estudos — sobre a
bioquimica, fisiologia, ontogenia, ecologia e genética — acerca da biologia das
microalgas. A partir deste periodo novas pesquisas comegaram a surgir rumando para a
producdo de biomassa algécea com o objetivo de aplicagdo comercial, onde, a priori, foi
estabelecido o interesse em produzir alimento para animais e humanos. A producéo em
grande escala de microalgas obteve resultados promissores alavancando alguns estudos
sobre o cultivo intensivo de microalgas em varios paises. Foram desenvolvidos modelos
de cultivos em massa e a produgdo de biomassa em maior quantidade era Util para

andlises quimicas das espécies. A producdo literaria acerca do cultivo de microalgas
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cresceu conjuntamente as pesquisas estimulando o interesse de outros pesquisadores
(ANDERSEN; PREISIG, 2005; LOURENCO, 2006).

A realizagdo de experimentos, durante os anos de 1960 e 1970, sobre o
crescimento microalgal em condicbes variadas de fatores abibticos evidenciou a
plagticidade de respostas de diversas espécies as variaveis testadas levando ao
conhecimento que populacbes de uma mesma espéecie, proveniente de localidades
diferentes, poderiam apresentar respostas muito diferentes em experimentos
virtualmente iguais. Tais resultados mostraram que as microalgas possuiam variedades
genéticas entre as véarias linhagens de uma mesma espécie, fato que evidenciava um
potencial quase infinito de possibilidades de respostas aos experimentos de acordo com
as cepas utilizadas e condigdes empregadas (LOURENCO, 2006).

Apo6s 1970, impulsionada pela crise energética internacional, estudos sobre
aplicagbes biotecnologicas de microalgas, além da producdo alimenticia, foram
estimulados passando as microalgas a serem consideradas como conversores eficientes
de energia. Andlises sobre a composicdo centesimal das microalgas foram sendo
incorporadas as pesquisas. E como influéncia dos estudos em ciéncia e tecnologia de
alimentos, analises do perfil de &cidos graxos de microalgas utilizadas na aquicultura
foram cada vez mais valorizados. Em um contexto geral o final do século XX e inicio
do XXl foram marcados pelo aumento das pesquisas biotecnoldgicas acerca das
microalgas para estudos abrangendo diversos enfoques como na producdo alimerticia,
energética, farmacéutica, bioquimica, nanotecnolégica e no tratamento de residuos e
efluentes. (ANDERSEN; PREISIG, 2005; BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA,
2008; LOURENCO, 2006).

Emambientes naturais s80 escassos 0s eventos em que a quantidade de biomassa
microalgal disponivel é suficiente para a extracdo e utilizagdo comercial e industrial,
logo, os cultivos mostramrse como ferramentas essenciais que viabilizam o
aproveitamento das microalgas para uma vasta diversidade de aplicacdes. Em condicdes
climaicas adequadas e nutrientes suficientes, as microalgas tendem a crescer
vorazmente. O método de cultivo mais utilizado baseia-se na composicéo de condigoes
eutréficas que possibilita o rdpido crescimento populacional. Através desse método um
meio de cultivo, composto com elementos necessarios ao crescimento microalgal, é
inoculado com uma por¢do de microalgas da espécie-alvo promovendo um ambiente
propicio para o crescimento populacional em um curto espaco de tempo (LOURENCO,
2006).



18

O emprego de novas tecnologias no cultivo em grande escala somedo a
variabilidade de compostos bioquimicos sintetizados pelas microalgas permitem que
determinadas espécies sejam utilizadas para elaboracdo de alimentos e para a obtencdo
de compostos naturais com alto valor no mercado mundial (BIANCHINI et al., 2006).
Vé&rias das substancias produzidas pelas microalgas também se encontram nas plantas,
mas o0 cultivo de microalgas se destaca por algumas vantagens como: velocidade de
crescimento — maior que a das plantas terrestres para muitas espécies de microalgas,
possibilitando maiores rendimentos anuais em biomassa; diferente das plantas terrestres
gue apresentam compostos localizados em partes especificas como o fruto, as
microalgas, por serem unicelulares, produzem umabiomassa com a mesma composicao
bioquimica; os cultivos podem desenvolver-se com &gua marinha, estuaring, agua
proveniente de diversos processos de producdo (agropecudria, indistrias, deseos
domésticos, etc); além da possibilidade da manipulacdo das condigdes de cultivo que
podem induzir a sintese de compostos de interesse (BIANCHINI et al., 2006;
RICHMOND, 2004).

Os tipos de sistemas e técnicas de cultivo variam de acordo com a necessidade
de producdo e irdo abordar uma gamade variaveis que influenciardo o desenvolvimento
da cultura (LEBEAU; ROBERT, 2002). Fatores como a biologia da microalga, a
energia necessria, nutrientes, clima e o tipo do produto final devem ser considerados
antes que um sistema de cultivo seja escolhido. O principal problema enfrentado para a
comercializagdo de microalgas e seus produtos sd0 0s custos de manutencdo dos
sistemas de cultivo que necessitam de clima artificial e dos reagentes quimicos usados
para elaboracdo do meio de cultura, o que torna a producdo expensiva (BERTOLDI;
SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008; BOROWITZKA, 1999). Como solucdo a estes
problemas sistemas de cultivos vém sendo otimizados e meios de culturas alternativos,
como esgoto doméstico esterilizado, efluentes de biodigestores, lodo digerido, despejos
industriais purificados, vinhaga, etc, estédo sendo introduzidos para a minimizagéo do
custo de producdo (BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008). Em alguns casos
os cultivos sdo realizados com algas heterotroficas, evitando os custos com iluminagéo,
porém nem todas as algas e seus produtos podem se desenvolver nessas condicles
(BOROWITZKA, 1999).

A medida que o conhecimento sobre o cultivo de microalgas cresce, novas
tecnologias vao somando para otimizar a producéo. Cultivos tém sido desenvolvidos em

fotobiorreatores apresentando varios formatos para melhoramento da producéo,
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construidos com tubos de plastico, vidro ou policarbonato, onde € possivel controlar as
condic¢des do cultivo aumentando a produtividade e consequentemente a viabilidade da
producdo de microalgas e seus produtos de interesse biotecnologico (BIANCHINI et al.,
2006).

3.2Cultivo e potencial biotecnolégico de diatomaceas

Os cultivos com diatoméceas de interesse biotecnologico tém se desenvolvido
durante os Ultimos anos, com excecdo do cultivo comercial voltado para a aquicultura
(BOZARTH; MAIER; ZAUNER, 2009; LEBEAU; ROBERT, 2002). E, apesar do
sucesso adaptativo das diatoméceas em diversas partes do planeta, conferindo-lhes
enorme diversidade e abundancia, apenas poucas espécies sdo cultivadas e usadas
biotecnologicamente (LEBEAU; ROBERT, 2003).

Véarios sistemas de cultivo sdo utilizados para o crescimento de diatomaceas e as
vantagens e desvantagens estéo ligadas diretamente ao tipo de cultivo, sendo entéo
necess&ria a escolha que melhor represente o custo-beneficio da producéo e do produto
de interesse final. Em todo caso, fatores bésicos sd0 a chave para o cultivo cono a
biologia da diatomécea, a iluminagcdo, a temperatura, 0s nutrientes, o pH, entre outros;
fatores que quando bem controlados proporcionam a otimizacdo do cultivo (LEBEAU,
ROBERT, 2002).

Diatoméceas produzem naturalmente diversas substancias de interesse
econdmico, tornando-as um recurso valioso para a aquisicdo de suplementos
alimentares e substitutos para substancias sintéticas que vao desde produtos quimicos e
cosméticos até combustiveis para aviagdo (BOZARTH; MAIER; ZAUNER, 2009).
Aplicacbes comerciais e industriais incluem biofertilizantes, energia renovavel (através
da producdo de biocombustiveis), produtos farmacéuticos, biomoléculas, materiais
relevantes para aplicacbes em nanotecnologias ou chips de computador, uso de
diatomitos (para filtros, isolamento, absor¢éo, materiais de construcdo, cargas minerais
e como abrasivo fino, e em diversos tipos de industrias como de alimentos, bebidas,
produtos farmecéuticos, quimicos e agricolas, entre outros), além de agregados
econdmicos e ecoldégicos como bioremediadores de agua contaminada, sintese de
carbono e desintoxicacdo de residuos industriais que sdo wtilizados como substrato
(BOZARTH; MAIER; ZAUNER, 2009; LEBEAU; ROBERT, 2002, 2003; LOPEZ et
al., 2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de microalgas

Foram realizadas coletas de agua visando a obtencéo de culturas de microalgas em
periodos aleatorias ao longo de 2009 e 2012 nas praias do Seixas, Intermares e Cabo
Branco, obtendo- se nesta Ultima localidade amostras da &gua do mar, da areia dapraiae
de invertebrados bénticos recifais (Cinachyrellasp. e Siderastrea spp.). A coleta foi feita
manualmente usando garrafas pet para amostras de &gua e sacos de pléstico reforgado
para amostras de areia e de exenmplares dos invertebrados.

As amostras foram mantidas em um recipiente fechado para o transporte e
subsequente armazenamento para cultivo no Laboratério de Ambientes Recifais e
Biotecnologia com Microalgass da Universidade Federal da Paraiba
(LARBIM/DSE/UFPB). O meterial coletado foi inoculado em balGes ou erlenmeyer de
vidro de 250 ml contendo o meio de cultura, Conway preparado com agua do
mar,especifico para crescimento das diatoméceas. Os exemplares de Cinachyrella sp
foram macerados em placas de Petri com &gua do mar filtrada e os fragmentos de
Sderastrea sp. tiveram seus tecidos removidos por jatos de compressdo aar usando um
waterpick®. O material obtido por esses procedimentos foi inoculado em baldes ou
erlenmeyrs de 250m contendo meio de cultura para diatoméceas.

Todos os indculos foram mantidos em uma camara de cultura para aclimatacéo e
crescimento, a 25 + 1 °C com sistema de iluminagdo fornecida por lampadas
fluorescentes tipo luz do dia de 40W com fotoperiodo de 12 horas montadas em
prateleiras abertas com iluminacdo acima dos frascos de cultivo, sendo o sistema
controlado por uma fotocélula externa. As prateleiras séo revestidas de material branco
assim como as paredes da camara com o propésito de maximizar o aproveitamento da

luz.

4.2 Preparacéo do meio de cultura

Para 0 isolamento e posterior cultivo das diatomaceas foi utilizado o meio de

cultura Conway (WALNE, 1966), elaborado com &guado mar filtrada em filtro de fibra
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de vidro Whatman GF/C de 47mm de diametro, sendo em seguida autoclavada e
deixado em repouso durante 24h em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, o
meio € constituido adicionando-se nutrientes em concentragdes pré-estabelecidas,
necessarias para o crescimento de algas. As formulacBes desse meio sdo apresentadas
nes tabelas 1 e 2.

Tabela 1— Composicéo do meio Conway (WALNE, 1966) preparado com &gua do mar
filtrada eesterilizada

Componentes Volume

I. Aguado mar 1.000 mi
[1.  Soluc&o principal (estoque) 10ml
1. Solucdo de vitaminas (estoque) 10ml
IV. Solugdo desilicato (estoque) 20 ml

Fonte: WALNE (1966)

A composicdo da solucdo principal foi feita atraves da dissolugdo dos
componentes da mesma em 900 ml de 4gua destilada complementando o volume até
1000 ml. Para a composicdo da solucéo de metais, usada como componente da solucéo
principal dissolveu-se os comporentes da mesma em 90 ml de &gua destilada
(acrescentando cada sal apds a dissolucéo completa do sal anterior) completando o
volume até 100 ml. Na solugdo de vitaminas dissolveram-se 0s componentes da mesma
em 90 ml de &gua destilada completando o volume até 100 ml. Para a solucéo de silicato
dissolveu-se 0s 4,0 g de NaSiO3.5H,0O em 100 ml de &gua destilada (esta solucéo €
adicionada na composicdo do meio quando este € utilizado para o cultivo de
diatomacess e silicoflagelados). Na composicéo no meio Conway primeiro adiciona-se
1,0 ml da solucdo de metais na soluc&o principal. Para cada litro de agua do mar foram
adicionados 1,0 ml da solucéo principal, 2,0 ml da solucdo de silicato e 0,1 ml da

solucdo de vitaminas.
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Tabela 2: Componentes que integram a formulagdo do meio Conway (WALNE, 1966)

Componente Quantidade
Solucéo principal
EDTA 45049
FeCl;.6H,0 130g
MnCl,.4H,0 036 g
H3;BOs 336 ¢g
NaH,PO,4.2H,0 2004g
NaNO, 100 g
Solucdo de metais* 10ml
Aqgua destilada 1000 ml
* Solugéo de metais
ZnCl, 21g
CoCl,.6H,0 2049
(NH,)6M0,05,4.4H,0 090¢g
Cus0,.5H,0 2049
Agua destilada 100 ml
Solucéo de vitaminas
Tiamina (B1) 100mg
Cianocobalamina (B12) 5mg
Biotina (H) 05
Agua destilada 100ml
Solucéo de silicato
N&,Si0s.5H,0 4049
Agua destilada 100 ml

Fonte: WALNE (1966)

4.3 Isolamento das diatomaceas a partir das amostras coletadas e desenvolvimento

dos cultivos

O processo de isolamento de cepas contidas nas amostras inoculadas visou a
obtencdo de cultivos monoespecificos de diatoméceas. Este procedimento foi realizado
por meio de micropipetagem e diluigdes sucessivas. Uma gota da amostra coletada era
colocada em uma lamina para observacdo no microscépio éptico comum (aumento
10x). Com ajuda de uma micropipeta capilar! acoplada a uma mangueira de laex as

amostras eram pipetadas e separadas sendo geradas por¢des cada vez menores de forma

'™ icropipeta capilar produzida em laboratério com um tubo de vidro de pequeno calibre auxiliado pelo
bico de Bunsen.
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gue nessas diluicbes uma sO célula de diatomécea fosse capturada e reinoculada em um
tubo de ensaio contendo o meio Conway. O tubo de ensaio era levado para a camara de
cultura e armazenado para crescimento e posterior analise em microscépio. Caso ndo
fosse verificado o crescimento unialgal 0 processo de micropipetagem era repetido
tantas vezes quanto necessario fosse, até que culturas monoespecificas fossem obtidas.
As culturas unialgais obtidas a partir das amostras coletadas foram codificadas e
incluidas na Colecdo de Microalgas do LARBIM/UFPB. Repicagens mensais das cepas
mantidas em cultivo séo efetuadas com o propésito de manter as espécies isoladas

sempre em condicBes Gtimas de crescimento.

4.3.1 Ensaioslaboratoriai sde producdo de biomassa para analisesde acidosgraxos.

Os ensaios laboratoriais de producdo de biomassa foram desenvolvidos na
camara de cultura climatizada do LARBIM (temperatura 25 + 1° C) em baldes de vidro
com capacidade de 6L contendo 5L de meio de cultura no qual foram adicionadosB um
volume inicial de células de cada espécie que estavam sendo otimizadas em balbes de
250 ml. A densidade celular inicial dos cultivos foi em torno de5 x 10%cél.mLde
diatoméaceas. Os cultivos foram desenvolvidos sob aeracdo, com injecdo continua de ar
(2,0 mL.min) a pressfo ambiente, usando um minicompressor de membrana Resun
AOC2.

O acompanhamento do crescimento de cada espécie de diatoméceas nos cultivos
foi realizado através de contagens celulares em camaras de Fuchs-Rozenthal em
microscopio Optico binocular Leica DM 2500, ou por medidas da fluorescéncia in vivo
usando o fluorémetro Turner Design 10005R e/ou ainda atraveés de medidas da
densidade Optica em um espectrofotdmetro Evolution 60.

Os dados dos cultivos foram organizados em planilha Excel e as curvas de
crescimento de cada espécie foram obtidas. Os cultivos foram interrompidos no inicio
da fase estaciondria e a biomassa produzida foi centrifugada em centrifuga refrigerada a
18°C e em seguida congelada a -40°C e posteriormente liofilizados em liofilizador
Terroni resultando na biomassa seca que foi pesada e armazenada em recipiente
hermético para andlises dos ésteres metilicos de &cidos graxos.

A velocidade de crescimento (W), que exprime o numero de divisdes celulares
por unidade de tempo, usando a equacdo proposta por Stein (1973)(1).

k = (3,322/(T>— T1).(Log N2/N1)(1)
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onde: k é a velocidade de crescimento, 3,322 € o fator de conversdo do logaritmo base 2
abase 10, T»-T; € o intervalo de tempo em dias, N;€ a densidade celular inicial, N, € a
densidade celular final, e Log é o logaritmo na base de 10.

Os ésteres metilicos de &cidos graxos, também chamedos de FAMEs (Fatty
Acids Methil Ester) foram analisados quanto ao seu teor e composicéo no Laboratério
de Métodos de Extracéo e Separacdo da Universidade Federal de Goias (LAM ES/UFG)
através de cromatografia gasosa com Cromatografo a gas Agilent 7890 equipado com
detector FID einjetor split/splitless conforme proposto por (MENEZES et al., 2013).

4.4 Taxonomia

Todas as cepas de diatomaceas cultivadas foram observadas e fotografadas em
microscopio optico Leica DM 2500 com camera digital acoplada DFC 295 e sisterma de
captura de imagens em computador. Aliquotas da biomassa de cada espécie foram
submetidas a0 processo de oxidacdo através do método deMULLER-MELCHERS e
FERRANDO (1956), visando com isso efetuar a limpeza das frustulas para melhor
visualizagdo dos caracteres taxondmicos Utilizados para aidentificacdo das espécies.

A técnica de oxidacdo consiste em manter a biomassa de diatoméceas em
permanganato de potéssio por 24h, e quando passado esse tempo uma pequena
guantidade de per6xido de hidrogénio é colocado seguido de gotas de écido sulfarico
até que a solucdo contendo a suspensdo de células fique incolor, indicando, neste ponto,
gue toda matéria organica foi oxidada. Lavagens sucessivas com agua destilada em
centrifuga sdo efetuadas a fim de remover a acidez da amostra. O material assim
preparado é mantido em frascos de vidro com formol a 4%, devidamente etiquetados,
para andlises em microscopia Optica, e em alcool isopropilico para andlises em
microscopia €eletrbnica de varredura.

Laminas permanentes foram preparadas com o material oxidado usando a resina
Cumar R-9 (Cumarone, indice de refracdo 1,6). As laminas foram observadas em
diversos aumentos em microscopio optico Leica e cada espécie foi fotografada em
varios aumentos. Fotografias em aumentos de até 40000x também foram obtidas num
microscopio eletrénico de varredura de marca FEI Quanta 450, pertencente ao
Departamento de Engenharia de Materiais da UFPB, sendo as fristulas colocadas em
stubs metélicos sem recobrimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Espécies em cultivo monoespecifico

Foram isoladas e mantidas em cultivos monoespecificos 8 cepas de microalgas
pertencentes a 5 géneros (Amphora, Entomoneis, Navicula Odontellae Thalassiosira)
provenientes da praia do Cabo Branco, | ntermares e Seixas, estas foram codificadas e
preservadas no banco de cultura de Microalgas da UFPB localizada no Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB). Ostaxons, bem
como a procedéncia, a data de isolamento e o cddigo na qual estas se encontram no

banco de cultura de microalgas estéo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 —Cepas diatoméceas marinhas do estado da Paraiba mantidas em cultivo
monoespecifico em meio Conway no banco de culturas de microalgas do LARBIM/UFPB
com seus respectivos taxons, procedéncia, codigos de armazenamento e data de

isolamento.
Espécie Procedéncia Cadigo Datade
isolamento
Amphora sp. Cabo Branco (extraido da M19C 10/3/2012
esponja Cynachrellasp.)
Entononeisalata Cabo Branco (agua do mar) M1C 21/08/2009
Navicula spl.cf. N. Cabo Branco (extraida do M7C 14/03/2010
perminuta coral Sderastrea spp.)
Navicula sp2. cf. Cabo Branco (dgua do mar) M27C 28/06/2011
N.reinhardti
Navicula sp3. Praiado Seixas (dguado mar) M16C 01/10/2010
Odontella sp. cf. O. Cabo Branco (areiadapraia) M56C 03/06/2011
longicruris
Thalassiosiramnima Cabo Branco (4gua do mar) M10C 22/05/2010

Thalassiosira sp. Intermares (dgua do mar) M17C 21/08/2009
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5.2 Taxonomia das espécies em cultivo monoespecifico

5.2.1 GéneroAmphora Ehrenberg

Filo OchrophytaCavalier-Smiith & E.E.Chao, 1996.
Classe Bacillariophyceae Haeckel, 1878.

Ordem Thalassiophysales D. G. Manmn, 1990.
Familia Catenuaceae Mereschkowsky, 1902.
Amphora Enrenberg ex Kiitzng, 1844.

O ¢érero Amphora tem uma distribuicdo cosmopolita. Estéo presentes
principalmente em ambientes marinhos, com poucos menbros continentais e alta
diversidade em lagos salinos. Em sua maioria os representantes do género séo epifiticos,
epiliticos e perifiticos (ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990; SALA; MAIDANA,
2003). As valvas sdo assimétricas em relagdo ao eixo apical e simétricas em relagdo ao
eixo transapical. Na margem dorsal o0 manto € mais profundo ou superior do que na
regido da margem ventral. Como resultado as fristulas tem formato cuneiforme. Tal
formato limita o foco total em um plano focal. A rafe pode ser reta, arqueada, ou
ligeiramente sigmoide. Dependendo da posicéo da valva, as estrias na margem ventral
podem ser dificeis de serem visualizadas (KOCIOLEK ; SPAULDING, 2003).

A. Amphora sp.(M19C)

Descricdo: Apresenta simetria bilateral com valvas isopolares e assimétricas em relacéo
ao eixo apical e com extremidade cuneiforme. Rafes lineares estéo presentes nas duas
valvas. Estrias dificilmente visivel em microscopia éptica. Células solitarias, mas
comumente formando grumos em cultivos. Coloracdo marrom-dourada. Tamanho entre
8al15pum (Figura 1 A-C).
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Figura 1- Fotografias em microscopio optico da cepa M 19C (Amphora sp.) cultivada e
mantida no banco de microalgas da UFPB. A e B — diatoméceas vivas. C — frastula da

diatomécea
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5.2.2GéneroEntomoneis Ehrenberg

Filo OchrophytaCavalier-Smiith & E.E.Chao, 1996.
Classe Bacillariophyceae Haeckel, 1878.

Ordem Surirellales D. G. Mann, 1990.

Familia Entomoneidaceae Reimer, 1975.
Entomonei sEhrenberg C. G, 1845

A. Entomoneisal ataEhrenberg, 1845. (M1C)

As células sdo solitérias, torcidas sobre o eixo apical quando em vista pleural.
Geralmente aparecem bilobadas. A tor¢do da célula significa que a frustula pode se
apresentar em uma variedade de aspectos dependendo do plano focal que se observa.

Entomonels alata se encontra em baias, plataformas continentais e zonas
pelagicas (ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990). Sua distribuicdo inclui aEuropa:
Mar Adriaico, Mar Negro, Alemanha, Irlanda, Roménia, Espanha. Ilhas do Atlarntico:
Ilhas Candrias. América do Norte: Grandes Lagos, Estados Unidos da América
Amé&rica do Sul: Brasil, Colonmbia Audtralia e Nova Zelandia: Nova

Zelandia(ALGAEBASE, 2014a)

Descricdo: Apresenta simetria bilateral com a frustula em formato eliptico com uma

constricdo transapical. Valvas elipsoidais em vista valvar, com lados concavos e apices
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ligeiramente apiculados. Encontrada como células solitarias, diametro variando entre 12

al7um Apresenta plastidios com coloracdo marrom-dourada (Figura 2 A-Ce 3).

Figura 2 — A-C Fotografias em microscopio optico da cepa M 1C (Entomoneis alata)
cultivada e mantida no banco de microalgas da UFPB.
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Figura 3 — Fotografias em microscopio eletronicode varredurada cepa M 1C (Entomoneis
alata) cultivada e mantida no banco de microalgas da UFPB.
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5.2.3 Género NaviculaBory

Filo OchrophytaCavalier-Smiith & E.E.Chao, 1996.
Classe Bacillariophyceae Haeckel, 1878.

Ordem Naviculales Bessey, 1907.

Familia Navicuaceae Kitzing, 1844.
NaviculaBory de Saint-Vicent, 1822.

O ¢érero Navicula pertence a familia Naviculaceae Kitzing, que é a maior
familia de diatoméceas dulcicolas apresentando também representantes em agua salgada
e salobra. Seus representantes sd0 caracterizados principalmente porque vao desde
células pequenas a grandes, de finas a grosseiramente estruturadas. Os trés eixos: apical,
transapical e pervalvar sdo geralmente isopolares e retos; os folhetos sfo lineares,
lanceoladas ou elipticas e os ramos da rafe se localizam no centro e estdo bem
desenvolvidas em ambas as valvas (TOLEDO; COMAS, 2008). Trés morfétipos deste
género foram isoladas das amostras coletadas e se acham mantidas em cultivos unialgais
no banco de cuitura de microalgas do LARBIM/UFPB.

A. Naviculasp 1. cf. N. perminuta Grunow, 1880. (M7C)

Descricdo: Apresenta simetria bilateral e fristula isovalvar com rafe central e estrias
perpendiculares ao serntido desta. Encontrada em células solitarias. Coloragdo marrom-
dourada. Tamanho entre 7 a9 pm (Figura 4). Vistas em microscopia eletronica de
varredura as estrias apresentam-se como poros retangulares estreitos e longos e arafe

filiforme, reta, comfissuras terminais voltadas para a mesma direcéo (Figura 4e5).



30

Figura4— Fotografias em microscopio optico dacepaM 7C (Navicula sp 1. cf. N.
perminuta ) cultivada e mantida no banco de microalgas da UFPB. A e B — diatoméceas
vivas. C - frustula da diatomacea.
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Figura 5-Fotografias em microscopio eletrénico de varredura da cepa M 7C (Navicula sp
1. cf. N. perminuta ) cultivada e mantida no banco de microalgas da UFPB.
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B. Naviculasp 2. cf. N.reinhardti Grunow, 1880 (M16C)

Descricdo: Apresenta simetria bilateral fristula isovalvar com rafe central retilinea.
Estrias perpendiculares ao sentido das rafes. Encontrada em células solitarias. Coloracéo
marrom-dourada. Tamanho entre 6 a 9 um.Ao microscépio éptico pode-se observar a
posicéo das estrias na frustula. Sendo possivel visualizar também que na area central da

fristula, proximo a rafe, o angulo entre as estrias centrais diminui, caracteristica

semelhante a espécie Navicula reinhardti Grunow 1880 (Figura 6)

Figura 6— Fotografias em microscopio optico da cepaM 16C (Navicula sp 2. cf.
N.reinhardti) cultivada e mantidano banco de microalgas daUFPB. A e B — diatomaceas
vivas. C — frustula da diatoméacea
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C. Naviculasp 3.(M27C)

Descricdo: Apresenta simetria bilateral com a frastula no formato isovalvar com rafe
central efiliforme, retilinea. Edtrias perpendiculares ao sentido das rafes. Coloracéo
marrom-dourada. Tamanho entre 7 a8 pm (Figura 7 A-C).

Figura 6 — Fotografias em microscopio optico da cepa M 27C (Navicula sp 3) cultivada e
mantida no banco de microalgas da UFPB. A e B — diatoméceas vivas. C — frastula da
diatomacea

Aumento 200x Aumento 1000x Aumento 1000x
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5.2.4 GéneroOdontella C. Agardh

Filo OchrophytaCavalier-Smiith & E.E.Chao, 1996.

Classe Coscinodiscophyceae Round & R.M.Crawford, 1990.
Ordem Triceratiales, Round & R.M.Crawford, 1990

Familia Triceratiaceae (Schitt) Lemmermann, 1899.
Odontella C. Agardh, 1832.

Os representantes do género Odontella podem ser marinhos, plancténicos e
epifiticos. Apresentam células alongadas na visdo da cintura, com espinhos longos e
elevagdes apicais. Muitas vezes formando cadeias pelos processos, com os espinhos
tubulares atravessando o outro. Numerosos plastideos pequenos e discoides. Valvas
elipticas ou lanceoladas, sem separacdo entre o rosto e 0 manto. Face valvar simples ou
com granulos finos, espiculas, as vezes com duas cristas. Parede loculada com poros
externos finos(ALGAEBASE, 2014b).

A. Odontelasp.cf. O.longicrurisHoban, 1983 (M56C)

Descricéo: Céula robusta contendo varios plastidios. Frustua com valvas retangulares.
Porcéo central que interliga as duas bandas mais elevada e com poros presentes.
Superficie com protuberancias espinhosas. Coloragdo marrom-dourada. Tamanho entre
10a25 pm. Em cultivo os representantes desta espécie exibem elevado grau e
polimorfismo, mas formas tipicas bastante semelhantes a espécie Odontella longicruris

Greville , 1859 podem ser observadas (Figura 8 A-C).

Figura 7: Fotografias em microscopio éptico da cepa M 56C (Odontella sp. cf. O.
longicruris) cultivada e mantida no banco de microalgas da UFPB. A e B — diatoméceas
vivas. C — frustula da diatomécea
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5.2.5 GéneroThalassosira Cleve

Filo OchrophytaCavalier-Smiith & E.E.Chao, 1996.

Classe Coscinodiscophyceae Round & R.M.Crawford, 1990
Ordem Thalassiosirales Glezer & Makarova 1986

Familia Thalassiosiraceae Hadle, 1973.

ThalassosiraCleve, 1873.

E um gérero grande com a maioria das espécies marinhas, algumas foram
registradas em agua doce. Possui humerosas especies bem representadas nas regioes
tropicais, subtropicais, temperadas e polares (PRASAD; FRYXELL; LIVINGSTON,
1993; ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990). Apresentam células discoides a
cilindricas, solitarias ou unidas por fios ou conexdes entre as valvas formando cadeias,
ou massas mucilaginosas. Valva circular. Aréolas normalmente com Ioculos dispostos
em linhas radiais, tangenciais ou em arcos, variando em tamanho e proeminéncia.
Espécies dentro do género sdo diferenciadas com base no arranjo e densidade da aréola
e do tipo, posicdo e disposicdo dos processos frustulares (JOHANSEN; FRY XELL,
1985; ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990; TORGAN; SANTOS, 2008)

A. ThalassosiraminimaGaarder, 1951(M10C)

Descricao: Apresenta simetria radial com formato discoide-cilindrico. Encontrada em
células solitarias. Numerosos processos séo observados na face valvar externa. Dois
processos tubulares caracteristicos na porcdo central (strutted process) (Figura 10),
NUMErosos pProcessos tubulares e um processo labiado na por¢do marginal. Coloracéo
marrom-dourada. Didmetro de5a 10 pm (Figura 9 A-C e 10).
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Figura 8 — Fotografias em microscépio 6ptico da cepa M 10C (Thalassiosira minima)
cultivada e mantida no banco de microalgas da UFPB. A e B — diatoméceas vivas. C —
frustula da diatomécea
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Figura 9— Fotografias em microscopio eletrénico de varredura da cepaM 10C
(Thalassiosira minima) cultivada e mantida no banco de microalgas da UFPB.

WD HV | mag O curr | 6/18/2014 | det |spot| —————— 4 ym ——— |
7.4 mm [10.00 kV |21 648 x |15 pA |4:23:22 PM |ETD | 2.0 Quanta
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B. Thalassosirasp.(M17C)

Descricdo: Apresenta simetria radial com formato discoide-cilindrico. Encontrada em
células solitérias. Coloragdo marrom-dourada. Aréolas e processos frustulares de dificil

visualizagdo em microscopia Optica. Didmetro de 4 a9 pm (Figura 11 A-C).

Figura 10- Fotografias em microscopio opticodacepaM 17C (Thalassiosira sp.) cultivada
e mantida no banco de microalgas da UFPB. A e B — diatoméceas vivas. C — frustula da

diatomacea
A o B C
=
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| P
Aumento 200x Aumento 1000x Aumento 1000x

5.3 Dados dos cultivos

Os dados de cultivo das 8 cepas estdo evidenciados na Tabela4 . A maior e
menor média da velocidade de crescimento foi constatado na cepa M7C (Naviculasp
lcf. N. perminuta) e na M19C (Amphorasp.) apresentando, respectivamente,
1,79+1,19 e 0,32+0,18 divisdes por dia. A cepa M1C (Entomoneis alata) teve a mais
duadoura fase exponencial de crescimento (fase Log) encerrando 11 dias, em
contrapartida a fase Log mais répida foi apresentada pelas cepas M7C (Navicula sp 1.
cf. N. perminuta), com 3 dias, e M17C (Thalassiosira sp.) com 4 dias de
duracéo(Tabela 4).

Os maiores rendimento em biomassa seca foram obtidos pelas cepas M56C
(Odontella cf. O. longicruris), M10C (Thalassiosira minima) e M17C (Thalassosira
sp.) totalizando 2070, 1732 e 1714 mg.L™, respectivamente. O menor valor em
biomassa, 224 mgL ™ foi apresentado pela cepa M7C (Navicula sp 1. cf. N.
perminuta)(Tabela 4).
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Tabela 4— Dados de cultivo em laboratério das 8 cepas de diatomaceas marinhas do
estado da Paraiba, apresentando: velocidade de crescimento (n), duracio da fase
exponencial de crescimento em dias (fase L og), total de biomassa seca produzida (mg.L ™),
total de ésteres metilicos de &cidos graxos(FAM Es) (mg.g™), estimativa de FAM Es por
litro de cultivo (mg.L™).

Especie Cepa n Duracéo Biomassa totd Tota de Estimativade

(média) dafase (mgLY FAMEs FAMEs
Log (dias) (mgg™) (mgL™)

Amphora sp. M19C 0,32+0,18 7 279 134 374

Entomones alata M 1C 0,67+0,32 11 567 86,9 49,3

Naviculaspl.cf. M7C 1,79£1,19 3 224 120,6 27,0

N. perminuta

Navicula sp 2cf. M 16C 1,11+0,01 8 494 97,2 48,0

N.reinhardti.

Navicula sp 3. M27C 0,60+0,05 5 444 107,6 47,8

Odontella sp. cf. M 56C 0,72+0,40 8 2070 88,4 183,0

O. longicruris.

Thalassiosira M 10C 1,43+0,23 7 1732 71 123,0

minima

Thalassiosirasp. M 17C 0,71+0,32 4 1714 97,2 166,6

A quantidade de ésteres metilicos de écidos graxos (FAMES) por grama de
biomassa foi maior nes cepas M19C (134 mg.g*) eM7C (120,6 mg.g*) mes estimando-
se o total de FAM Es em mg.L™* de cultivo observa-se que essas espécies apresentaram a
menor produtividade, com 37,4 e 27,0 mg.L™, respectivamente (Tabela 4). As cepas que
apresentaram as maiores estimativas de FAMES por litro de cultivo foram M56C,
M17C e M10C, com 183, 166,6 e 123 mg.L’, respectivamente. Essa relacdo de
produtividade torna-se essencial para aescolha da cepa a ser cultivada em médiae larga
escala para fins tecnoldgicos, visto que ndo é s o teor de FAMES que ira influenciar no
rendimento final da producdo, mes a capacidade que cada espécie possui em produzir
maiores concentragdes desses é&cidos por unidade de volume. Além disso, a composicéo
e quantidade de &cidos graxos é um ponto chave para a escolha da cepa adequada para o

fim que se desgja do cultivo.

5.3.1 Anélise Cromatografica Do Perfil De Acidos Graxos

Os perfis cromatogréaficos de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMES) das

espécies estudadas (Tabelas 5) mostraram maior diversidade de acidos graxos nas cepas
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M7C e M17C, totalizando, respectivamente, 26 e 20 do total de 39 diferentes tipos de

acidos graxos encontrados.
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Tabela 5— Diversidade e quantidade (% ) de ésteres metilicos dos acidos graxos das 8 cepas de
diatoméceas do estado da Paraiba. Saturacdo dos &cidos graxos: SFA — saturados, MUFA —
monosaturados, DUFA - diinsaturados, TUFA —triinsaturados e PUFA — poliinsatudados.

Saturacdo FAME Teor (%)
M1C M7C M10C M16C M17C  M19C M27C M56C
FAs Araquidico — 0.1 — — — — — —
Behénico 0.2 — — — — 1.2 — —
Céprico — 0.1 — — 0.1 — — —
Caprilico 0.1 0.1 — — — — — —
Caproico — 0.1 — — — — — —
Estedrico 0.4 0.7 0.9 0.3 0.6 0.5 1 1.5
Heneicosandico — — — — — — 11.2 —
Léurico 0.2 0.1 — 1 121 — — —
Lignocérico 1.6 — — — — — — —
Margérico — 0.2 — 0.1 — — — —
Miristico 57.2 25 23.2 2.4 9 10.4 1.3 12.2
Palmitico 19.5 49.3 26 42.9 23.1 21.7 30.2 19.8
Pelargbnico — 0.1 — — — — — _
Pentadecilico 0.1 05 2 0.6 1 1.8 — 0.6
Outros — — — — 0.2 — — —
Tricosandico — — — — — 13 — —
MUFAs 9-Pentadecentico — 0.1 0.3 — 0.1 — — —
11- Hexadecendico 0.5 0.2 — 0.2 0.7 — — —
7 - Hexadecendico 0.2 — — — — — — —
7-Octadecendico 0.4 0.7 — 0.1 0.1 0.3 — —
9-Heptadecendioo 1.6 0.4 — — — — — —
Erucico — — — — — 1.7 — —
Gadoléico — 0.1 — — — — — —
Miristoleico — — 11 — — — — —
Oléico 1.1 0.5 1 0.3 2.3 3.1 3.5 8.1
Palmitoléico 11.6 38.8 23 46.7 26.3 35.8 36.1 24
Vacénico 14 13 2.9 0.8 0.6 0.9 15 0.3
DUFAs 7,10-Hexadiendico 2.2 11 4.2 0.9 7.7 15 1 0.4
Outros — — — 1.6 1.9 18 —
Linoleico 0.3 0.1 — 0.1 0.6 6 7.7 23.9
TUFAs 6,9,12-Hexariendico — — 13.5 0.7 8.6 — — —
7,10,13-Hexatriendico — — — — — 3.6 2.4 0.9
C20:3 — — — — — 13 — 0.5
Gamalinolénico — 0.1 — — — 0.5 — —
Linolénico — 0.1 2 0.5 0.8 0.7 14 3.2
PUFAs Araguidonico — 0.1 — — — 6.3 — 2.6
Octadecateraendico — 0.1 — 0.2 — — 0.9 —
Eicosapentaendico 0.7 2.9 — 2.2 3.9 — — —
Outros — — — — 0.4 — — 2.1
Tipo devariedades 18 26 12 17 20 19 13 14




39

SegundoYING; KANG-SEN; SHI-CHUN (2000)as caracteristicas dos perfis de
acidos graxos das diatomaceas sdo facilmente distinguiveis. Foi relatado que quase
todas as diatoméceas contém altas propor¢des de acido miristico (C14:0), palmitico
(C16:.0), palmitoléico (C16:1) , e deeicosapentandico ou EPA (C20:5) (ORCUTT;
PATTERSON, 1975; VOLKMAN et al., 1989; YING; KANG-SEN; SHI-CHUN,
2000). Das cepas estudadas, as maiores concentrages (%) observadas foram para os
acidos palmitico ou palmitoléico com excecdo da cepa M1C que apresentou maior teor
de &cido mirigtico (57,2 %). A quantidade de EPA foi baixa entre as 4 cepas que o
apresentaram, tendo a maior quantidade na M17C (3,9%). Estes quatro éacidos
representaram de 56 & 94,2% dos acidos graxos totais das diatoméceas estudadas, com
os maiores valores sendo obtido por duas cepas do géneroNavicula, a M16C (94,2%) e
M7C (93,5%) e pela Entomoneisalata (M1C) com 89% (Tabelas 5, Figura 12).

Figura 11— Gréfico apresentando 4 tipos principais de acidos graxos obtidos pelas
diatoméceas . Percentuais de acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoléico
(C16:1) e eicosapentandico-EPA (C20:5) de diatomaceas marinhas do estado da Paraiba.
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O é&cido palmitico é frequentemente utilizado como ingrediente em detergentes,
sables, produtos de limpeza, como surfactante e também em cosméticos para uma
variedade de propriedades(ACME-HARDESTY, 2014a). As cepas M7C— Navicula
spl.cf. N. perminuta — (49,3%) e M16C — Navicula sp3— (42,9%) apresentaram

teores de acido palmitico superiores aos encontrados na palma que € a principal fonte
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deste &cido possuindo 42,7% (ZAMBIAZI et al., 2007). Em seus trabalhos com
diatomaceas marinhasY ING; KANG-SEN; SHI-CHUN (2000) reportaram 0 maior teor
de 26.4% para a diatomécea Phaeodactylum tricornutum. Chen (2012) obteve maior
percentual para a espécie Nitzschia grossestriata com 25,1% valor inferior ao
encontrado nas 3 cepas do género Navicula apresentados neste trabalho: M7C (49,3%),
M16C (42,9%) e M27C — Navicula sp2. cf. N.reinhardti —(30,2%).

O &cido palmitoléico, um acido graxo essencial (bmega-7), € principalmente
uwilizado na indistria farmacéutica e de cosméticos, e pode ser encontrado em fontes
animais e vegetais, incluindo a noz macadamia, peixes de agua fria e em frutos do
espinheiro maritimo, um arbusto do género Hippophae. Entre estes a maior quantidade
de é&cido palmitoléico foi encontrado em um gendtipo do espinheiro maritimo
apresentando 51% (ERCISLI et al., 2008). O maior teor de &cido palmitoléico foi obtido
na diatomacea M16C (Navicula sp 3.) que apresentou 46,7%. Chen (2012) obteve
19,2% deste &cido com a espécie Amphora exigua, este percentual foi superior apenas
em relacéo a cepa M1C (Entomoneis alata) que apresentou 11,6%. Ying et al. (2000)
obteve 46,3% para a Nitzschia incerta, teor semelhante aM16C (46,7%).

O &cido miristico € utilizado para sintetizar aromatizantes, como ingrediente
para produtos quimicos, téxteis, alimentos, sabdes, detergentes e cosméticos (ACM E-
HARDESTY, 2014b; DORLAND; ANDERSON; ALBERT, 1999). A cepa M1C
(Entomoneis alata)apresentou um elevado teor de &cido miristico (57,2%). As
principais fontes de &cido miristico séo encontradas no 6leo de coco (18,9%), semente
de pama (16,2%) (ZAMBIAZI et al., 2007) e na noz moscada (11%) (ALONSO,
1998). YING; KANG-SEN; SHI-CHUN (2000) apresentou maior valor paraa Nitzschia
closterium com 6,3%; Chen (2012) obteve teor superior em relagéo as principais fontes
bdeste &cido com a espécie Chaetoceros muelleri (77,4%), superando em quase 20% o
obtido neste estudo paraaM1C.

As quantidades proporcionais de &cidos graxos saturados e insaturados para as cepas
estudadas estéo apresentadas na Figura 13. O maior teor de &cidos graxos saturados
(SFA) foi de 79.3% para aM1C (Entomoneis alata), de monosaturados (M UFA) 48.1%
para a M16C (Nacivula sp 2.), de diinsaturados (DUFA) 24.3% para a M56C
(Odontellasp.cf. O. longicruris),de triinsaturados (TUFA) 15.5% para a M10C (
Thalassiosira minima) e de poliinsaturados (PUFA) 6.3% para a M19C (Amphora p.).
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Figura 12 — Grafico mostrando as quantidades (%) de FAM Es classificados quanto a
saturacdo nas 8 cepas de diatomaceas marinhas do estado da Paraiba.
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Visando a producéo de biodiesel, aregulamentacdo nacional néo é restritiva mas
seguindo a norma EN14214 estabelecida pelo Comité Europeu de Normalizagéo
(Comité Européen de Normalisation - CEN) o limite maximo de teor de &cido linolénico
€ de 12% e de 1% o teor maximo para os metil ésteres com 4 ou mais insaturacoes. Para
padroes de qualidade as cepas M1C, M10C E M27C se enquadram para a
producdo. Tendo destaque a M10C (Thalassiosira minima) por ter apresentado alta
velocidade de crescimento (1.43+0.23 divisdes por dia) a e ata produtividade de
FAMEs por litro de cultivo( 123 mg.L™), para este estudo.

A quantidade de FAMEs apresentados pelas cepas do mesmo género exibiram
diferengas nos nimeros totais. Para 0 género Navicula as trés cepas, M7C, M16C e
M27C totalizaram a presenca de 26, 17 e 13 &cidos graxos, respectivamente. Entre
estas, a quantidade de FAMEs por saturacdo diferiu apenas para os &cidos graxos com
trés insaturacbes (TUFAS) onde a cepa M27C apresentou 0 teor bem maior que o
exibido pelas outras cepas, com 10.5% do total de TUFAS.

Para 0 g@érnero Thalassiosira, as cepas M10C (Thalassosraminima) e
M17C(Thalassiosira sp.) apresentaram, respectivamente, 12 e 20 tipos de é&cidos

graxos. A cepa M10C ndo apresentou &cidos graxos poliinsaturados com mais de quatro
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ligacbes (PUFAS), para a cepa M17C o teor foi de 4.3%. Tal valor pode ser um
indicativo que essas duas cepas tratam-se de espécies diferentes, visto que estdo sendo

cultivadas sob mesmas condigdes de cultivo.

6 CONCLUSAO

Um total de 8 cepas de diatoméceas marinhas do estado da Paraiba foram
isoladas de distintos habitats e mantidas em culturas monoespecificas no
LARBIM/UFPB, das quais duas foram identificadas em nivel de espécie (Entomoneis
alata, M1C e Thalassiosra minima, M10C). Dentre elas tiveram identificagdo
aproximada ao nivel de espécies as cepas M7C- Navicula sp 1. cf. N. perminuta, M16C
- Navicula sp 2. cf. N.reinhardti eM56C- Odontella sp.cf. O. longicruris. As cepas
M17C-Thalassosira sp., M19C-Amphora sp., M27C-Navicula sp 3 foram identificadas
apenas a0 nivel de género. Os representantes do género Navicula foram isolados de
diferentes fontes (Adgua do mar e de tecidos de Sderastrea sp.) evidenciando a
versatilidade deste género em habitar diferentes ambientes.

Sob as mesmas condicdes de cultivo as cepas apresentaram diferentes respostas,
quanto a velocidade de crescimento, rendimento de biomassa, tipos e teores de &cidos
graxos. Fato evidenciado também entre as cepas do mesmo género.

Os principais &cidos graxos encontrados foram acido palmitico (C16:0),
palmitoléico (C16:1) e miristico (C14:0), e diferindo de estudos anteriores ndo houve
altos valores de é&cido eicosapentandico - EPA (C20:5) nas diatomaceas marinhas
estudadas. Os maiores teores de acido palmitico foi 49,3% (M7C - Navicula sp 1.);
acido palmitoléico foi de 46,7% ( M16C — Navicula sp 2); e &cido mirigtico foi de
57,2% (M1C — Entomoneis alata). Devido a estes altos valores estas cepas mostram-se
interessantes para a extracdo e uilizacdo destes acidos nas indUstrias alimenticia,
cosmética, farmacéutica e quimica.

Para a producéo de biodiesel 3 cepas (M1C - Entomoneis alata, M7C- Navicula
s 1. e M10C — Thalassiosira minima) se enquadraram dentro da norma EN14214,
porém a M10C foi a que obteve o melhor desempenho, neste trabalho, devido ao seu
alto rendimento (123 mg.L™") de FAMEs por litro de cultivo e alta velocidade de
crescimento (1.43+0.23) . A cepa M7C teve a maior velocidade de crescimento
(1.79+1.19 divisdes por dia) deste estudo e a segunda maior quartidade (120.6 mg.g )
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de FAMEs por grama de biomassa seca, porém obteve o mais baixo rendimento
(224mg.L™!) de biomassa por litro de cultivo, apresentando-se como uma cepa
interessante para futuros estudos que otimizem o rendimento de biomassa final.

Diante desde estudo pode-se concluir que as cepas que apontam serem mais
promissoras Nao sdo necessariamente as que produzem maior quantidade de FAM Es por
grama de biomassa, visto que o rendimento final em biomassa seca por litro pode ser
baixo. Os dados obtidos incrementam o conhecimento sobre cultivos de diatoméceas
marinhas da Paraiba fornecendo bases para a otimizacéo da velocidade de crescimerto,
rendimento em biomassa e aumento da producéo final de FAMEs por litro de cultivo de

espécies locais potencialmente importantes para a biotecnologia.
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