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RESUMO

ESPIRITO SANTO, E. Avaliacdo da interacdo entre bactérias e
microrganismos fotossintetizantes. (Dissertacdo) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo. Sao Paulo, Brasil. 2020.

Microrganismos fotossintetizantes se diferenciam quanto a origem, composi¢cao
guimica e morfologia, requerem essencialmente para 0 seu crescimento agua,
luz, diéxido de carbono, bem como outros nutrientes inorganicos. Os consorcios
com bactérias heterotroficas representam um relacionamento simbiotico, que
podem favorecer o crescimento de ambos o0s microrganismos. Mediante este
panorama, este trabalho teve por objetivo isolar e identificar bactérias presentes
em meio de cultivo de Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis, produtoras de
carotenoides, e Arthrospira platensis, que possui alto teor proteico. Com isso,
verificou-se que a viabilidade do aumento do crescimento microalgal a partir de
co-culturas depende da bactéria utilizada e sua concentracao inicial, bem como as
combinacBes com mais bactérias. Destacou-se a co-cultura com Bacillus pumilus
e Bacillus atrophaeus, cada um com concentracao inicial de 10° UFC.mL™*, com
valor de concentracao final de D. salina de 4,1x10° células.mL™, enquanto que no
meio padrdo a concentracdo final foi de 1,3x10° células.mL™. Houve um
crescimento bacteriano acentuado coincidindo com a morte microalgal, o que
significa que as bactérias utilizaram as células mortas como fonte de matéria
organica para o seu crescimento. Foram também avaliadas as influéncias dos
extratos de bactéria e microalga nos cultivos microbianos. Foi realizada a adicéo
de 0,5% de extrato de bactéria (B. atrophaeus ATCC 9372) para aumentar o
crescimento de biomassa de diferentes microalgas. As concentragdes finais de D.
salina axénica e nao axénica cultivadas com a adicao deste extrato foram de 1,6
x 10" células.mL™ e 1,7 x 10 células.mL™, respectivamente. A Chlorella vulgaris
em meio modificado atingiu a concentracdo de 1,55 g.L™*, enquanto em meio
padrdo a concentracdo final foi de 0,67 g.L'. Quando se utilizou o extrato
proveniente microalga C. vulgaris como fonte de nitrogénio organico em meio de
cultura de B. atrophaeus ATCC 9372, obteve-se uma concentragdo final da
bactéria de 1,9 x 10’ UFC.mL™.

Palavras-chave: microalga, bactéria, co-cultura, extrato, biomassa.
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ABSTRACT

ESPIRITO SANTO, E. Evaluation of interaction between bacteria and
photosynthetic microorganisms. (Master's thesis) — Faculty of Pharmaceuticals

Sciences, University of Sdo Paulo. Sdo Paulo, Brazil. 2020.

Photosynthetic microorganisms differ in origin, chemical composition and
morphology, essentially requiring water, light, carbon dioxide for their growth, as
well as other inorganic nutrients. Consortia with heterotrophic bacteria represent a
symbiotic relationship, which can favor the growth of both microorganisms. Taking
in account this background, this study aimed to isolate and identify bacteria
present in the culture medium of Dunaliella salina and Haematococcus pluvialis,
producers of carotenoids, and Arthrospira platensis, which presents high protein
content. Thus, it was found that the viability of increasing microalgal growth from
co-cultures depends on the bacterium used and its initial concentration, as well as
the combinations with more bacteria. The highlight was co-culture with Bacillus
pumilus and Bacillus atrophaeus, each with an initial concentration of 10> UFC.mL"
! with a final concentration value of 4.1 x 10° cells.mL?, whereas in the medium
standard the final concentration was 1.3 x 10° cells.mL™. There was a marked
bacterial growth coinciding with the microalgal death, which means that the
bacteria used dead cells as a source of organic matter for their growth. The
influences of bacterial and microalgae extracts on microbial cultures were also
evaluated. The 0.5% bacterial extract (B. atrophaeus ATCC 9372) was added to
increase the biomass growth of different microalgae. The final concentrations of
axenic and non-axenic D. salina cultivated with the addition of this extract were 1.6
x 10" cells.mL™? and 1.7 x 10" cells.mL™, respectively. Chlorella vulgaris in
modified medium reached a concentration of 1.55 g.L™, while in standard medium
the final concentration was 0.67 g.L™. When the extract from microalgae C.
vulgaris was used as a source of organic nitrogen in B. atrophaeus ATCC 9372
culture medium, a final bacterial concentration of 1.9 x 10" UFC.mL* was

obtained.

Keywords: microalgae, bacterium, co-culture, extract, biomass .
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1. INTRODUCAO

Na ultima década, as microalgas verdes ganharam interesse como fonte de
diferentes biocompostos (LOPEZ; MAGDALENO; STEPHANO, 2017) com alto
valor agregado, como carotenoides e acidos graxos insaturados. Existe uma alta
demanda por carotenoides naturalmente sintetizados, como [(3-caroteno e luteina
nos mercados globais (WICHUK; BRYNJOLFSSON; FU, 2014).

As espécies de microrganismos fotossintetizantes mais cultivadas para a
obtencdo de biomassa e extracdo de produtos sdo das espécies Dunaliella salina
Teodoresco, na obtencéo de betacaroteno, Haematococcus pluvialis Flotow como
fonte de astaxantina, Chlorella Beyerinck e Arthrospira Stizenberger usados como
aditivos alimentares (BECKER, 2004), sendo recursos importantes para a
producdo de novos produtos biofarmacéuticos no futuro (CARRASCO-REINADO
et al., 2019), e fonte de potenciais moléculas para uma ampla variedade de

medicamentos, cosméticos, alimentos e racées animais (RAHMAN et al., 2020).

Entretanto, a produtividade de carotenoides em microalgas tem sido
historicamente baixa, e a viabilidade econdmica da biotecnologia de microalgas &
limitada pelos custos de processamento e eficiéncia fotossintética, bem como pela
produtividade em células (WICHUK; BRYNJOLFSSON; FU, 2014). Os principais
desafios sdo o alto custo de operacéo, infraestrutura e manutencgao, selecao de
linhagens de algas com alto teor de proteinas, desidratacéo e colheita em escala
comercial (RAHMAN et al., 2020).

O desenvolvimento de tecnologias inovadoras e sustentaveis com insumos
minimos de energia € necessario para o cultivo em larga escala (RAHMAN et al.,
2020). Aliada as tecnologias baseadas em co-culturas, as bactérias sdo capazes
de produzir componentes celulares que detectam e respondem a sinais fisicos
para aperfeicoar suas funcées (DUFRENE; PERSAT, 2020). Sendo assim, podem
realizar alteracfes fisiologicas em microalgas, alternativa viavel para o
crescimento de biomassa (KOUZUMA; WATANABE, 2015).
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A biomassa de microalgas é considerada um dos pilares fundamentais para
a economia sustentavel, fornecendo mais recursos alimentares sem a
necessidade de mais terras agricolas e ajudando a resolver os dilemas do
esgotamento de combustiveis fosseis (CARRASCO-REINADO et al., 2019).

Com grande potencial comercial (SUI et al.,, 2019), pelo menos 145
espécies de microalgas sdo usadas em todo o mundo (GUJAR et al., 2019). A
Persistence Market Research (2018) compilou um relatério no qual estima-se que
taxa de crescimento anual composta no mercado global de microalgas no periodo
de 2017 a 2026 seja de 4,6%. A Arthrospira e a Chlorella permanecerdo nos
principais segmentos de produtos, liderando o mercado global durante o periodo,
com mais de 80% da participacdo. Neste mercado haver4d uma expansdo mais

rapida da América do Norte, seguida pela Europa e Asia-Pacifico.

Dessa forma, devido ao seu potencial de producao, inclusive amparado por
varios processos ja instalados em paises como Austrdlia, india e China
(BOROWITZKA, 2013), ha necessidade de estudos envolvendo microrganismos
fotossintetizantes, o que pode contribuir para sua producdo em nosso pais.
Segundo a EMBRAPA (2016), o Brasil possui biodiversidade microalgal, e seu
cultivo € favorecido por sua extensao territorial, pela disponibilidade de agua e a
alta incidéncia de radiacdo solar. Essas caracteristicas edafocliméaticas séo
importantes para o pais tornar-se uma figura ativa no cenéario de biofabricas,
utilizando microalgas para a producdo de inumeros ativos alinhados ao novo

contexto de economia circular.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microalgas

Microalgas sdo microrganismos autotréficos, unicelulares, eucariéticos, que
se reproduzem principalmente de forma assexuada, além de se diferenciarem
guanto a origem, composi¢cdo quimica e morfologia (COLL, 2006). Podem ser
agrupadas em varias categorias de acordo com a coloragédo (vermelho ou verde),
e dependendo da fonte de energia utilizada, podem ser cultivadas em condi¢des
autotroficas, heterotréficas ou mixotroficas (BAICHA et al., 2016). Sao seres
fotossintetizantes que requerem para 0 seu crescimento: agua, luz, diéxido de
carbono (COy), e nutrientes inorganicos (PELIZER; CARVALHO; MORAES,
2015).

Através do processo de fotossintese, as microalgas usam a luz solar para
produzir 0leos e agucares de maneira mais eficiente do que as plantas (BAICHA,
2016), porgue muitas espécies crescem mais rapidamente que plantas terrestres,
fato que possibilita obter maior quantidade de biomassa; a natureza unicelular da
microalga assegura uma biomassa com a mesma composi¢cao bioquimica, o que
nao ocorre com plantas terrestres, em que 0s compostos sdo produzidos em
partes especificas como: frutos, folhas, sementes ou raizes; e com a manipulacao
das condi¢cbes ambientais de cultivo € possivel induzir a sintese e o acumulo de
altas taxas de proteinas, carboidratos, e lipidios (RICHMOND, 1990). Além disso,
por possuirem a capacidade de consumir CO, durante esse processo, suas
condicOes de crescimento sdo muito estudadas por contribuir para a reducéo do
efeito estufa (BUI; TRAN; CHEN, 2016). Seu rendimento de producdo ndo €&
apenas alto, mas também ambientalmente amigavel (BARKA; BLECKER, 2016).
A temperatura e o valor de pH devem estar na faixa de tolerancia da microalga
cultivada, que pode variar entre géneros e espécies. As microalgas, em sua
diversidade, sdo organismos muito flexiveis quanto ao habitat, sendo encontradas
tanto em ambientes Umidos terrestres, quanto em ambientes aquaticos de agua
doce e salgada (FRANCO et al., 2013).
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Microalgas séo as fontes mais produtivas de nutrientes do mundo. Existe
um interesse crescente em microalgas, devido a sua capacidade de concentrar

nutrientes essenciais e substancias funcionais (BARKA; BLECKER, 2016).
2.1.1 Chlorella vulgaris

As espécies do género Chlorella da ordem Clorococales possuem
morfologia esférica ou elipsoidal (Figura 1), com cerca de 2 a 10 um de diametro,

nao possuem flagelos e a reprodugédo € por autoesporo, sendo de forma
assexuada e rapida (GHASEMI et al., 2011; SAFI et al., 2014a).
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Figura 1. Microscopia do cultivo de Chlorella vulgaris (Fonte: RAMARAJ;
UNPAPROM; DUSSADEE, 2016).

A rigidez da parede celular preserva a integridade da célula, e é
basicamente uma protecdo contra invasores a um ambiente hostil. Porém, essa
rigidez varia de acordo com cada fase de crescimento (Figura 2) (SAFI et al.,
2014a).

a b c d e f g
->->->->->->

Figura 2. Esquema mostrando diferentes fases da formacdo da parede celular
filha em Chlorella vulgaris: (a) fase inicial de crescimento celular; (b) fase tardia do
crescimento celular; c) cloroplasto na fase de divisdo; (d) fase inicial de divisdo dos
protoplastos; (e) fase de divisdo tardia dos protoplastos; (f) fase de maturacdo das células
filhas; (g) fase de ecloséo (Fonte: Adaptado YAMAMOTO; KURIHARA; KAWANO, 2005).
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Entdo, durante sua formacao inicial em autosporangios, a parede celular
recém-formada permanece fragil, formando uma fina camada unilaminar densa de
2 nm. A parede celular da célula filha aumenta gradualmente de espessura até
atingir 17-21 nm apds a maturacdo, onde uma microfibrilaridade é formada em
uma camada do tipo quitosana composta por glucosamina, responsavel por sua
rigidez. No estagio maduro, a espessura e a composi¢cao da parede celular ndo
sao constantes porque podem mudar de acordo com as diferentes condicdes de
crescimento (SAFI et al., 2014a).

O valor de pH 6timo para o crescimento é de 7,0 a 7,5, e a temperatura de
25° C a 30° C (CHOI; LEE, 2011). Em relacdo ao cultivo heterotrofico,
demonstrou levar a uma maior produtividade de biomassa e, portanto, pode ser
considerado mais produtivo do que a producédo baseada somente em crescimento
fotoautotréfico (CANELLI et al., 2020).

Espécies de microalgas com alta estabilizacdo de CO, possuem a
capacidade de minimizar o custo do tratamento de gases oriundos da queima de
combustiveis fosseis. Para fixacdo de CO, com a velocidade de consumo desse
gas na faixa de 0,73 a 1,79 g.L™.d*, as espécies de Chlorella podem ser
alternativas adequadas. Além disso, 0s compostos organicos volateis presentes
na corrente de ar ndo afetam a assimilacdo de CO, das espécies de Chlorella. A
velocidade de crescimento das microalgas indica que a assimilacdo de CO; e
produtividade de biomassa estdao positivamente correlacionadas com a
capacidade de serem utilizadas na biomitigacdo de CO,. Assim, para maximizar a
fixacdo, deve-se obter maior produtividade de biomassa (BARAHOEI et al., 2020).

McClure e colaboradores (2019) quantificaram o efeito das condicdes
operacionais na producéo de luteina usando Chlorela vulgaris em escala piloto.
Verificou-se que baixas intensidades de luz e niveis relativamente altos de nitrato
no meio levaram a luteina a altas concentragfes, a0 mesmo tempo em que o
aumento da intensidade da luminosidade aumenta as concentracdes celulares,
podendo ser operados em modo semi-continuo por 32 dias com o desempenho

geral do sistema sendo consistente ao longo desse tempo.
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2.1.2 Dunaliella salina

A Dunaliella salina é uma microalga de coloragdo verde, com diametro de
10 um (Figura 3), pertencente a classe Chlorophyceae (ZHANG et al., 2015).
Destaca-se por ser halotolerante, com capacidade de crescimento em salinidade
de 0,05 a 50 M de NaCl e mantém concentragcbes de soOdio intracelular
relativamente baixas, mesmo em alta salinidade. A Dunaliella acumula grande
guantidade de glicerol no meio intracelular, ao passo que o nivel deste composto
€ encontrado proporcional e osmoticamente equivalente a concentracao do NacCl
externo e, cerca de 8 M ou 55% da massa seca da célula em NaCl saturado. A
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3pdh) é uma enzima importante na via
metabodlica da sintese de glicerol. O acumulo de glicerol € proporcional ao
aumento da salinidade, e a célula também pode diminuir ou aumentar
rapidamente o conteudo de glicerol para se adaptar ao choque hiposmético ou
hiperosmético (CHEN et al., 2011).

@

e @

Figura 3. Dunaliella salina CCAP 19/18 xénica na fase verde (Fonte: Adaptado
CEZARE-GOMES et al., 2019).

As células dessas microalgas ndo contém paredes celulares rigidas, sendo
circundadas por uma membrana fina e elastica (MAI et al.; 2017). A microscopia
mostra o0 acumulo de carotenoides de D. salina quando ha a privacdo nutricional

na fase estacionaria (Figura 4).

A B C
Figura 4. Morfologia celular de Dunaliella salina sob privacdo de nutrientes: A) 6

dias; B) 9 dias; C) 12 dias; D) 15 dias; E) 20 dias (Fonte: Prépria autora).
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O formato da célula pode ser alterado, tornando-se esféricas devido a
condicOes desfavoraveis, e o tamanho celular pode variar devido a intensidade
luminosa (MAI et al.,, 2017). Quando sofrem um estresse abidtico tornam-se
laranjas devido a superacumulagdo de [(-caroteno no interior do plastidio
(TAVALLAIE et al., 2015; MAI et al.,, 2017), de modo que tal quantidade pode
corresponder a cerca de 14% da massa seca (SRINIVASAN et al., 2018). Esta
microalga pode ser utilizada como aditivo alimentar, antioxidante, e precursora da
vitamina A (RAMIREZ-MERIDA et al., 2015)

Embora o cultivo comercial de Dunaliella salina ocorra em culturas ao ar
livre, 0 uso de fotobiorreator tubular fechado foi proposto para esta producéo
associado ao processo semi-continuo, no qual atingiu 328,8 mg.Lt de
carotenoides por més, que representaram 10% da massa seca, sendo que 90%
do total de carotenoides era B-caroteno (PRIETO; CANAVATE; GARCIA-
GONZALEZ, 2011).

Os fotobiorreatores fechados geralmente elevam as concentracfes
celulares comparadas as obtidas em tanques abertos, havendo menos problemas
de contaminacdo, o que promete ser um processo viavel para a producao de
carotenoides. No processo semi-continuo, adiciona-se o meio de cultura e o
in6culo ao biorreator. Depois do final do processo, parte do meio de cultura é
removido, sendo substituido pelo mesmo volume de meio fresco. A vantagem
desse processo € operar 0 biorreator por longos periodos sem a necessidade de
preparar um novo inéculo, e a produtividade pode ser maior do que o processo de
batelada, por trabalhar com células adaptadas ao meio de cultura ao longo do
tempo (CEZARE-GOMES et al., 2019). O intervalo de pH para o cultivo deve ser
entre 6,0-9,0 (YING et al., 2014).

2.1.3 Haematococcus pluvialis

A microalga verde do género Haematococcus descrito por Flotow (1844) é
unicelular, de 4gua doce, pertencente a classe Chlorophyceae (KIM et al., 2015;

BA et al., 2016). E biflagelada, amplamente relatado como tendo reproduc&o
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assexuada por esporocisto para formar 8-16 zodsporos, sendo seu ciclo de vida

apresentado na Figura 5 (KIM et al., 2016).

A

[ t1celistage | 2-coll stage |[ 4<cell | B-cell | 16celis || 32-celis |[flageliate |
DIC
JOLS:
1-cell 2-cell 4-cell 8-cell 16-cell 32-cell
Cell division
Refresh

Germination
Encystment (aplanospore formation)

O-—@O-—0O ¥

Cyst (aplanospore) Intermediate cell Green coccoid cell Flagellated cell
(Palmelloid)

Figura 5. Ciclo de vida de H. pluvialis. (A) Imagens de microscopia mostrando os
estagios de 1 a 32 células e o estagio flagelado. (B) llustracdo de ciclo de vida de H.
pluvialis (Fonte: Adaptado de WAYAMA et al., 2013).

Seu ciclo de vida é marcado por quatro tipos celulares distintos, nomeados
zoolides moveis (ovoides; 10-20 um), palmeldides verdes (esféricos; 20-40 um),
palmeldides intermediarios e cistos vermelhos maduros (esféricos; 30-60 um). Os
zolides moveis, 2-3 semanas apds a liberacdo das células em repouso,
rapidamente sofrem morfogénese perdendo seus flagelos, arredondando para
formar, inicialmente, verdes palmeloides, depois intermediarios e, finalmente,
cistos vermelhos maduros cobertos com uma parede celular multicamada (1,8-2,2
pm) (KIM et al., 2016).

Este microrganismo tem um ciclo de vida atipico, na medida em que é
capaz de passar de estado celular vegetativo rico em clorofilas e proteinas para
um estado de cisto quando submetido a estresse. Neste estado de cisto, H.
pluvialis é cercada por uma parede celular espessa e pode produzir altas
guantidades de metabdlitos secundarios, incluindo carotenoides, especialmente

astaxantina (BA et al., 2016). Contudo, a forma vegetativa € igualmente digna de
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atencdo devido a quantidade de carboidratos (40%) e proteinas (27%) (BA et al.,
2016).

Quando culturas antigas sao transplantadas para um meio fresco, as
células cocoides sofrem divisdo celular, para formar célula mae flagelada na
parede celular. Na germinacdo, as células flageladas se assentam e se tornam
células cocdides. A luz continua e/ou forte acelera o acumulo de astaxantina
durante o encistamento (SHAH et al., 2016).

Haematococcus acumula aproximadamente 5% da massa seca em
astaxantina. Durante as Ultimas décadas, tanques abertos e variedades de
fotobiorreatores fechados foram estabelecidos em todo o mundo, desde escala
laboratorial a industrial. Os sistemas convencionais contam com problemas como
a velocidade de crescimento baixa e a facil contaminacdo. Além disso, as
concentracdes de biomassa geralmente sdo inferiores a 10 g.L™, o que significa
gue mais de 99% do volume equivale ao meio de cultura e ndo a biomassa.
Embora a dgua do meio de cultura possa ser reciclada para o proximo lote, o
processo também é muito dispendioso (ZHANG et al., 2014).

Em um processo semi-continuo, a cultura foi otimizada ao substituir o meio
Chu modificado pelo meio Bold. A melhoria de rendimentos neste estudo indica
gue € necesséario avaliar a formulacdo de meios de cultura apropriados para
aplicacdes biotecnolégicas microalgais. Além disso, o uso de formulagcdes
otimizadas, juntamente com o estabelecimento de condicdes ideais de
crescimento, proporcionou uma estrutura mais solida para estudos fisioldégicos
dessa microalga. A obtencdo de alta produtividade celular em culturas semi-
continuas através de novo meio otimizado deve servir de base para o
desenvolvimento de tecnologia para a producdo de astaxantina a partir de H.
pluvialis (FABREGAS et al., 2000).

O valor de pH pode afetar significativamente o crescimento e a sintese
celular de clorofila e carotenoides. Em termos de producéo ideal de biomassa e
astaxantina, o valor de pH ideal estd dentro da faixa de 7,00 a 7,85. A
carotenogénese é induzida nas células apdés exposicdo a maior intensidade
luminosa que o ponto de saturacdo da luz correspondente. Contudo, o valor 6timo
especifico de saturacéo da luz difere entre os estudos, variando entre 100 a 480

umol fétons m?2s™ . A irradiacdo ideal mais baixa foi influenciada por outras
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condicdes de estresse, como deficiéncia de nutrientes ou temperatura elevada
(SHAH et al., 2016).

A irradiacao tipica para o cultivo de H. pluvialis varia entre 40 e 50 umol de
fétons m™ 2. s, mas tendem a ser mais altas, ou seja, de 70 até 177 pumol de
fétons m™2.s™* para alcancar melhores taxas de crescimento. Esses valores 6timos
podem ser influenciados por outros parametros de cultivo, como composicédo do
meio, temperatura ou a cepa de H. pluvialis. Durante o estagio vegetativo do
cultivo, os ciclos regulares de alternancia 12h:12h, claro ou escuro, ou 16h:8h séo
frequentemente usados, mas as culturas de maior concentracdo séo alcancadas

com iluminacéo continua (SHAH et al., 2016).

2.1 Cianobactéria

Como as plantas terrestres, as algas sdo organismos autotroficos. Entre as
microalgas, enquanto algumas sdo eucaribticas e comumente identificadas como
algas, outras ndo possuem membrana nuclear (cianobactérias) e suportam uma
estrutura intermediéria entre bactérias e plantas (BARKA; BLECKER, 2016).

As cianobactérias (algas verde-azuladas) sdo microrganismos procariotos,
unicelulares ou multicelulares, sendo a maioria fotoautotréfica aerébica. Dessa
forma, necessitam apenas de agua, didxido de carbono, substancias inorganicas
e luz. A fotossintese é seu principal modo de metabolismo energético. Algumas
cianobactérias mostram uma capacidade distinta de nutricdo heterotrofica. Além
disso, foram as primeiras a colonizar e se reproduzir em agua salgada, salobra ou
agua doce, em fontes frias e quentes, e em ambientes extremos onde nenhuma
outra microalga pode existir (MUR; SKULBERG; UTKILEN, 1999).

2.2.1 Arthrospira platensis

O género Spirulina da familia Oscillatoriaceae (CIFERRI; TIBONI, 1985) é

uma cianobactéria filamentosa multicelular (CIFFERI, 1983) caracterizada por



33

Dissertagdo de Mestrado - Evellin do Espirito Santo

cadeias de células em forma de espiral (Figura 6) encerradas em uma bainha fina.
Dimensfes da célula, grau de enrolamento e o comprimento dos filamentos
variam de acordo com a espécie, mediante mudancas no crescimento ou nas
condi¢cbes ambientais (CIFERRI & TIBONI, 1985).

Figura 6. Morfologia da Spirulina (Arthrospira) platensis (Fonte: Prépria autora).

A S. platensis possui o diametro de 6 a 8 um e o diametro da hélice de 35 a
50 um, e um citoplasma granular contendo vacuolos gasosos e septos facilmente
visiveis (CIFFERI, 1983). O pigmento verde-azulado se deve a presenca da
clorofila e da ficocianina (TOMASELLI; BOLDRINI; MARGHERI, 1997). A
reproducédo (Figura 7) € realizada pela quebra do tricoma de uma célula intercalar
gue ao perder seu citoplasma, as células de cianobactérias morrem (necridio),
dando origem a cadeias curtas de células para que elas possam se dividir
(CIFERRI & TIBONI, 1985).

Figura 7. Ciclo de vida da A. platensis (Fonte: Adaptado CIFERRI, 1983).

Essa espécie foi reclassificada como Arthrospira platensis, a qual foi aceita
oficialmente pelo Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (TOMASELLI;
BOLDRINI; MARGHERI, 1997).
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Os cultivos de A. platensis podem ser realizados em tanques abertos
(CARVALHO et al.,, 2012) ou em fotobiorreatores fechados (TORZILLO et al.,
1986). No estudo de Ferreira et al. (2010), que trabalharam com processo
descontinuo alimentado para o crescimento de A. platensis, foi realizado um
rigoroso controle da alimentagéo de sulfato de amonio, que se apresentou como

uma fonte de nitrogénio alternativa viavel para este cultivo.

O meio de cultura padréo utilizado para essa cianobactéria é rico em ions
bicarbonato e carbonato, tornando-o alcalino. A forma em que a fonte de carbono
se apresenta varia de acordo com o valor de pH do meio: se o valor de pH é
inferior a 6,4, o diéxido de carbono € a forma predominante. Em valores de pH
entre 6,4 a 10,3, predomina o bicarbonato e acima de valor de pH 10,3, a forma
predominante € o carbonato (RUSSEL, 1982). Sendo assim, o valor de pH étimo
para o crescimento desse microrganismo € registrado em 9,0 ((ISMAIEL; EL-
AYOUTY; PIERCEY-NORMORE, 2016). Quando ha a privacdo de bicarbonato no
meio, as cianobactérias possuem a capacidade de acumula-lo intracelularmente
(CORNET et al., 1998).

2.1 Bactérias

Sao organismos procariotos, cuja composi¢cao quimica da parede celular é
constituida por peptideoglicano, conferindo forca e rigidez (PIMENTEL; DIONISIO;
SIGNOR, 2016). Uma célula bacteriana tipica € composta por cerca de 12% de
nitrogénio, um importante elemento constituinte de proteinas, acidos nucleicos e

varios outros compostos (SOUSA, 2013).

Os componentes celulares permitem que as bactérias detectem e
respondam a sinais fisicos para aperfeicoar suas fungées. Através de técnicas
biofisicas, os pesquisadores tém estudado a amplitude dos fenétipos bacterianos
como a adesdo, a motilidade, a formacédo de biofime e a patogenicidade
(DUFRENE; PERSAT, 2020).
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2.3.1 Bacillus atrophaeus

O Bacillus atrophaeus é um bacilo Gram positivo com as seguintes
caracteristicas: aerobico, mesofilo, o qual a temperatura ideal de cultivo esta na
faixa de 20 °C a 37 °C, ndo é patogénico, e também é formador de esporos
(SLEPECKY; HEMPHILL, 2006), tolerando temperaturas extremas. H& relatos
gue a singularidade do género Bacillus consiste na sua habilidade de sobreviver a
dessecacdo, ao calor e ao frio, e possuir condicdes de prontamente germinar.
Estes microrganismos sdo amplamente distribuidos na natureza e estudados
devido a sua aplicacdo na agricultura e na industria (FEKETE, 2009). Ha grande
diversidade de cepas importantes na producdo de uma variedade de produtos,
incluindo alimentos fermentados, enzimas industriais, proteinas heterélogas,
bioinseticidas, antibioticos, nucleotideos, acido poli-gama-glutamico, D-ribose e
outros produtos com aplicacbes comerciais (SCHALLMEY et al., 2004; SELLA
VANDENBERGHE; SOCCOL, 2014b).

Em 1872 o género Bacillus foi estabelecido por Ferdinand Cohn e mais
tarde por Koch no mesmo ano, embora Christian Gottfried Ehrenberg ser
frequentemente creditado com a primeira descricdo de Bacillus subtilis no ano de
1835, quando a bactéria foi nomeada Vibrio subtilhe. Inicialmente, a classificacao
do género foi baseada em sua capacidade de esporular e nos aspectos
morfoldgicos, bioquimicos e fisiologicos. Atualmente, o RNA ribossomal 16S - 23S
sdo analisados para agrupar o género Bacillus em diferentes sub-agrupamentos
filogenéticos (SELLA; VANDENBERGHE; SOCCOL, 2014b). O Bacillus
atrophaeus é uma reclassificacdo do Bacillus subtilis var. niger, utilizado como um
indicador biolégico na validacdo e monitoramento da esterilizagdo por calor seco
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) e pelo oxido de etileno (NOGAROTO;
VESSONI-PENNA, 2006).

O ciclo de vida do Bacillus e a estrutura dos esporos sédo fundamentais
para entender a resisténcia do esporo diante de agentes fisicos e quimicos. Este
ciclo consiste em trés diferentes processos fisiol6gicos: crescimento vegetativo,
esporulacédo e germinacdo. O crescimento vegetativo é caracterizado por divisdo

binaria simétrica que ocorre quando h& nutrientes disponiveis. Enquanto a
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esporulacdo possui varios sinais ambientais como a privacdo de nutrientes,
aumento de minerais, pH neutro, temperatura e o aumento da densidade celular
podem engatilhar a diferenciacdo de células vegetativas em enddsporos (Figura
8) (SELLA VANDENBERGHE; SOCCOL, 2014b).

Outer Coat
Inner Coat

Inner membrane

Core

Ridge €—

Cortex

Outer membrane

.t —
W 19 She

Figura 8. Direita: Micrografia eletrbnica de varredura de esporos de B.
atrophaeus (A) e células vegetativas (B) em uma superficie de agar. A barra de escala
representa 1 um. Esquerda: corte transversal de um esporo. A barra de escala é de 50
nm. (Fixacdo com glutaraldeido e formaldeido em tampao de cacodilato, pdés-fixagdo com
tetréxido de Gsmio, desidratacdo em uma série de etanol e Oxido de propileno e
incorporacdo em resina PolyEmbed 812, seguida por microscopia eletronica de
transmisséo de secédo delgada (Fonte: SELLA; VANDENBERGHE; SOCCOL, 2014a).

A esporogénese em bactérias do género Bacillus, esté intimamente ligada
a composicdo do meio de cultivo, sendo que determinadas fontes de carbono
podem impedir as vias metabdlicas que conduzem a sintese do esporo. A relacao
célula/esporos, para a obtencédo durante o crescimento exponencial, mostrou-se
dependente da fonte de nitrogénio. Em amostras de B. subtilis, verificou-se que
varios metabodlitos como D-glicose-6-fosfato, L-glicose-6-fosfato ou compostos
derivados como fosfolipidios e &acido glicerol teicdico ndo podiam ser
interconvertidos entre si, determinando a supressdao da esporogénese
(RABINOVITCH,; SILVA, 1973).

A massa celular aumenta quando associada com o acumulo de peptideos
secretados pela prépria bactéria, que sdo detectados pelos receptores da
superficie celular e que promovem a ativagdo do regulador de SpoA mestre
(SELLA; VANDENBERGHE; SOCCOL, 2014b).



37

Dissertagdo de Mestrado - Evellin do Espirito Santo

Este microrganismo tem a capacidade de produzir surfactantes bioldgicos,
também conhecidos como biossurfactantes, que € um grupo diversificado de
compostos  quimicos  tensoativos  produzidos  espontaneamente  por
microrganismos, extracelularmente ou como parte da membrana celular. Sao
proteinas com poder de detergente, emulsificante e surfactante que diminuem a
tensao superficial da agua e de outros solventes. E sdo produzidos em culturas de
B. subtilis usando aglUcares como sacarose, glicose e lactose, 6leos vegetais ou
amido como fontes de carbono (DAS NEVES, 2007).

2.4 Carotenoides

Os carotenoides sédo pigmentos isoprendides lipossolUveis. Sua estrutura
basica consiste em um esqueleto de carbono simétrico e linear com uma série de
ligacdes duplas conjugadas, que gera um sistema de ressonancia de 1r-elétrons e
corresponde a molécula cromoforo (Figura 9). Além da cor, esse recurso
estrutural é responsavel pela forma molecular e a reatividade quimica dos
carotenoides (BRITTON,1995).
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Figura 9. Exemplos de estruturas quimicas de carotenoides obtidos por algas
(Fonte: Adaptado DUFOSSE et al., 2005).

Sédo amplamente reconhecidos como bioativos, que sdo comumente
responsaveis pelas cores amarelo, laranja e vermelho de flores, frutas, vegetais,
microrganismos e também alguns produtos de origem animal, como o salmao e a
gema de ovo (BRITTON,1995).
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2.4.1 Biossintese de carotenoides

Os carotenoides sao isoprenoides lipofilicos sintetizados por algumas
bactérias ndo-fotossintetizantes e fungos, além de organismos fotossintetizantes
como plantas, algas e cianobactérias (VALDUGA et al., 2009). A biossintese de
carotenoides se difere entre as espécies (VALDUGA et al., 2009; GONG; BASSI
2016). Todos os isoprenoides e carotenoides sao derivados do carbono comum
(C5) construindo unidades e compartilhando precursores metabdlicos comuns
(PANIGUA-MICHEL; OLMOS-SOTO; RUIZ, 2012).

A partir do Acetil-CoA, a via do acido mevaldnico citosélico (MVA) ou
piruvato e glicerol 3 fosfato (G3P), utilizando a via plastidica metileritritol 4-fosfato
(MEP), seguem para duas vias independentes para a sintese de difosfato de
isopentenilo ou também chamado de pirofosfato de isopentenilo (PIP), e difosfato
de dimetilalil (DMAPP) (VALDUGA et al., 2009; GONG; BASSI 2016) (Figura 10).
Estudos sobre vias biossintéticas em microalgas ainda s&do escassos e
relacionados a grupos especificos. Nos grupos de algas clorofiticas, a sintese de
esterdis e carotenoides segue a via MEP (PANIAGUA-MICHEL; OLMOS-SOTO;
RUIZ, 2012).

As diatomaceas marinhas Nitzschia sp. e Phaeodactylum sp. seguem o
caminho do MVA para a biossintese de esteréis citosolicos, a biossintese de
carotenoides, fitol e isoprenos é alcancada pela via 4-fosfato de 2-C-metil-D-
eritritol / 5-fosfato de 1-desoxi-D-xilulose (DOXP / MEP). No caso de Chlorella
vulgaris, a via do ndo-mevalonato esta envolvida na biossintese do difosfato de
isopentenil apds inibir a formacdo de brassinosterdide (PANIAGUA-MICHEL;
OLMOS-SOTO; RUIZ, 2012).
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Figura 10. Biossintese dos carotenoides (Fonte: Adaptado de RATLEDGE;
EVANS, 1989 apud VALDUGA, 2005; EOSEON et al.,, 2006; YE et al., 2008 apud
CEZARE-GOMES et al., 2019).
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Em seguida, o farnesil difosfato C15 intermediario (FPP) ou difosfato de
geranilgeranil C20 (GGPP) sdo sintetizados na presenca de enzimas por
alongamento sucessivo da cadeia. Apés dimerizacdo do difosfato de
geranilgeranil, ocorre a formacédo do fitoeno, o primeiro composto de quarenta
carbonos, ainda sem coloracdo. (VALDUGA et al., 2009; GONG; BASSI 2016).

A enzima fitoeno sintase (PSY) realiza a reacdo de entrada limitadora de
taxa na biossintese de carotenoides via organismos fotossintetizantes. Algumas
algas verdes (Chlamydomonas reinhardti, C. vulgaris, Volvox carteri) e
diatoméaceas (Thalassiosira pseudonana e Phaeodactylum tricornutum) foram
associadas a apenas uma classe do gene PSY. A duplicacdo recente do gene
PSY foi relatada nas algas verdes Dunaliella salina / bardawil. A descoberta de
duas classes de familias de genes PSY em algumas algas sugere que a
biossintese de carotenoides nessas algas também é regulada diferencialmente
em resposta ao desenvolvimento e ao estresse ambiental (PANIAGUA-MICHEL;
OLMOS-SOTO; RUIZ, 2012).

Na presenca de dessaturase, o ¢-caroteno pode ser formado em algas. O
primeiro carotenoide colorido formado é o licopeno. Além disso, através de dois
tipos de reagdes de ciclizagado, sao produzidas as estruturas de a-caroteno ou B-
caroteno. Transformagbes em cadeia adicionais, incluindo hidroxilagao,
epoxidacao, cetolacdo, glicosilacdo e clivagem de oxigénio podem levar a familia
de carotenoides altamente diversificada (VALDUGA et al., 2009; GONG; BASSI,
2016).

O neurosporeno pode ser ciclizado em uma das extremidades, formando o
anel B do B-zeacaroteno ou o anel a do a-caroteno, com a introducdo de uma
dupla ligacéo, respectivamente, estes dois carotenoides séo transformados em y-
caroteno e d—caroteno. O licopeno pode sofrer ciclizagéo, gerando y-caroteno e
o—caroteno. Estes dois carotenos também podem sofrer ciclizagdo na outra
extremidade, resultando respectivamente em [(-caroteno e a-caroteno. Depois
gue a formacgao dos carotenoides ciclicos, a introducédo de substituintes, como a
hidroxila, gera as xantofilas (VALDUGA et al., 2009)
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2.4.2 Aspecto econdmico

O mercado global de carotenoides em 2010 foi cerca de US$ 1,20 bilh&o,
com a maior parte dos carotenoides sendo produzidos por sintese quimica
(BOROWITZKA, 2013). Em 2016, foi avaliado em US$ 1,24 bilhdo, e estima-se
gue em 2021 deve atingir US$ 1,53 bilhdo. Para este periodo previsto, 0 mercado
de carotenoides ¢ liderado por astaxantina, seguido de B-caroteno e luteina. Entre
todos os carotenoides existentes, B-caroteno, licopeno, astaxantina, zeaxantina e
luteina sdo considerados o0s mais relevantes devido as suas aplicacbes
estabelecidas. Contudo, fucoxantina, cantaxantina e o precursor fitoeno possuem
potencial de entrada no mercado devido seu alto valor agregado (NOVOVESKA et
al., 2019), e suas propriedades antioxidantes para uso na area da saude
(SATHASISAM; Kl, 2018)

Atualmente, a luteina € obtida por extracdo de pétalas de caléndula, onde
estd presente na forma de luteina e ésteres de luteina em concentracées que
variam de 17 a 570 mg.100 g*', dependendo da espécie. A utilizacdo de
microalgas pode oferecer vantagens, pois, a concentracdo tipica de luteina em
microalgas geralmente é superior sendo entre 340-760 mg.100 g* de massa
seca. Além disso, 0 processamento utilizando-se microalgas elimina a

necessidade de separar as pétalas das plantas (MCCLURE et al., 2019).

Em 2014 estimou-se que 280 toneladas de produtos utilizam astaxantina,
no qual sdo avaliados em US$ 447 milhdes. Em 2020 deve-se alcancar 670
toneladas avaliadas em US$ 1,1 bilhdo, sendo que o preco de venda € estimado
entre US$ 2.000 - 2.500.kg™, e o custo de producdo é cerca de US$ 1.000.kg™
(RESEARCH AND MARKETS, 2015). A Haematococcus pluvialis tem sido
cultivada em grande escala por varias empresas, como BioReal (Suécia),
Algatechnologies (Israel), Cyanotech, Mera Pharmaceuticals e Fuji Health Science
(Havai). O valor total de mercado da luteina foi de aproximadamente US$ 250
milhnées no ano de 2010 (BOROWITZKA, 2013) e projeta-se que atinja
aproximadamente US$ 360 milhdes em 2022 (LUTEIN MARKET, 2018).
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No entanto, o B-caroteno e a astaxantina produzidos por microalgas
representam uma parte importante da produgéo natural desses carotendides. O [3-
caroteno foi o primeiro produto de alto valor comercial produzido a partir de uma
microalga (BOROWITZKA, 2013). A Dunaliella salina € uma microalga com
grande potencial de producéo em escala industrial, devido ao fato de ser cultivada
em meio altamente salino (BEN-AMOTZ et al., 1991), dificultando o crescimento
de microrganismos fotossintetizantes contaminantes. De fato, foram isoladas
cepas de D. salina de lagoas costais com salinidades entre 14% e 30%
(NARVAEZ-ZAPATA et al., 2011). Essa microalga foi a primeira a ser
comercializada como fonte de um produto de alto valor agregado, [-caroteno,
com aproximadamente US$ 300 - 1.500.kg™” dependendo da formulacdo
(BOROWITZKA, 2013). A Cognis Nutrition and Health, antigamente conhecidas
como Western Biotechnology e Betateno, localizadas na Australia (DUFOSSE et

al., 2005), foram as primeiras empresas a iniciar, em 1986.

2.5 Cultura axénica

O estabelecimento de uma cultura axénica € um processo de eliminacao de
organismos indesejaveis (contaminantes) para obter uma cultura viavel do
organismo desejado (VU et al., 2018). A Chlorella foi a primeira microalga
cultivada extensivamente em cultura axénica (GHASEMI et al., 2011).

As monoculturas axénicas sdo predominantemente usadas nas
biomanufaturas, devido a facilidade de monitoramento e cumprimento de
rigorosas normas de seguranca. No entanto, ha um maior risco inerente de
contaminagao no cultivo (PADMAPERUMA et al.,, 2018). Em um estudo, foi
observado que, apés o tratamento com antibiéticos, obteve-se a Dunaliella salina
livre de bactérias, mas foi observada uma maior ocorréncia de contaminantes
fungicos (TONCHEVA-PANOVA; IVANOVA 1997).

As relagcbes entre bactérias e microalgas sdo extremamente complexas.
Pesquisas preliminares sobre as condi¢cdes axénicas sdo 0 primeiro passo para
revelar essa relacdo sob condi¢cdes simples e controladas (VU et al., 2018). Ao

optar por co-culturas controladas e simbidticas, os rendimentos de biomassa e
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bioprodutos de alto valor agregado pode ser melhorado (PADMAPERUMA et al.,
2018). O crescimento de microalgas em extrema salinidade evita a competicao e
a contaminagcdo com outros organismos menos halotolerantes (TONCHEVA-
PANOVA, 1997; LAKANIEMI et al., 2012).

Na natureza, o crescimento de algas esta sempre associado ao
crescimento de outros microrganismos (cultura ndo axénica ou Xénica),
principalmente bactérias. A esterilizacdo dos meios de cultura e sistemas de
cultivo axénicos na producdo de biomassa microalgal em larga escala ndo séo
economicamente viaveis. Assim, a caracterizacdo de heterotroficos associados
em sistemas de cultura de algas é um passo importante, visto que as bactérias
podem utilizar compostos excretados pelas algas, aumentar a solubilidade de
nutrientes e oligoelementos, tornando-os mais biodisponiveis para as microalgas,

além de ajudar a reduzir a saturagédo de O, dissolvido (LAKANIEMI et al., 2012).

2.6 Interacdo microalga-bactéria

Em 1958, o pesquisador Provasoli comecou a sugerir que as bactérias
podem melhorar o crescimento de algas (DELUCCA; MCCRACKEN, 1976). Sabe-
se que comunidades bacterianas vivem em conjunto com microalgas e podem
influenciar seu metabolismo em sistemas chamados de consorcios (SCHWENK;
NOHYNEK; RISCHER, 2014). Na natureza, as interacdes entre bactérias e
microalgas desempenham um papel essencial na manutencéo da integridade do
ecossistema aquatico por meio de redes de interacdo que incluem mutualismo e
competicdo. No fitoplancton coexistem entre 10 e 100 diferentes espécies
bacterianas, resultando em uma complexa rede de interagbes cruzadas (AMIN;
PARKER; ARMBRUST, 2012; KOUZUMA; WATANABE, 2015).

O conhecimento permite o controle dos mecanismos que sustentam as
interagbes mutualisticas (Figura 11) entre microalgas e bactérias, podendo
facilitar o desenvolvimento de bioprocessos para microalgas com aumento da
biomassa formada e producdo de valiosos biocompostos, incluindo lipidios,
carboidratos e carotenoides (KOUZUMA; WATANABE, 2015).
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Figura 11. Esquema das principais interacdes que podem ocorrer entre
microalgas e bactérias. Seta normal: interag&o positiva; seta tracejada: interagdo negativa
(Fonte: Adaptado de NATRAH et al., 2013).

Sabe-se que as alteracdes fisiologicas mediadas por bactérias, incluem o
aumento do crescimento de microalgas, floculagdo e a mudanca do conteudo
lipidico (KOUZUMA; WATANABE, 2015).

2.6.1 Relacéo oxigénio e dioxido de carbono

Os consoércios de microalgas e bactérias podem ser eficientes na
desintoxicacdo de poluentes organicos e inorganicos e na remoc¢ao de nutrientes
das &guas residuais, em comparacdo com a atividade destes microrganismos
individualmente. A fotossintese de cianobactérias e algas eucaribticas fornece
oxigénio, fator essencial para as bactérias heterotroficas que degradam
poluentes. Por sua vez, as bactérias sustentam o crescimento fotoautotréfico dos
parceiros, fornecendo dioxido de carbono e outros fatores estimuladores
(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2011), além de diminuir a tensédo de oxigénio da
cultura (MUJTABA; LEE, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975011001194#!
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2.6.2 Efeito inibidor em microalgas produzido por bactérias

As microalgas podem ter um efeito prejudicial sobre a atividade bacteriana
ao aumentar o pH, ou elevar a concentracdo de oxigénio dissolvido, podendo
também excretar metabdlitos inibitérios. As bactérias também podem inibir as
microalgas através da producdo de metabolitos extracelulares algicidas (MUNOZ;
GUIEYSSE, 2006). Esse efeito inibidor € util para controlar a proliferacédo de algas
nocivas em corpos d’agua (MUJTABA; LEE, 2016).

Neste sentido, foi visto que Pseudomonas sp. inibe o crescimento de C.
vulgaris na condicdo de cultivo foto-heterotrofico. As bactérias produzem
algicidas quando recebem sinais de algas indicando senescéncia celular (GUO;
TONG, 2014). Algumas bactérias podem causar a lise das células algais. Por
exemplo, a bactéria Kordia algicida libera protease (sendo uma proteina algicida)
gue inibe o crescimento de varias espécies marinhas diatomaceas (PAUL,
POHNERT, 2011; GUO; TONG, 2014). As bactérias podem competir com as
algas por nutrientes limitantes, como nitrogénio e fosforo, quando elas crescem
juntas em presenca de fonte de carbono orgénica. Devido ao maior crescimento
de bactérias nesta condicdo, sua proliferacdo consumiria mais nutrientes,
resultando na limitagcdo do crescimento de algas devido a caréncia de nutrientes
(GUO; TONG, 2014). Quando a Acinetobacter sp. foi inoculada na fase
exponencial, observou-se uma queda consideravel do crescimento de B. braunii
(RIVAS et al., 2010).

2.6.3 Bactérias que promovem o crescimento de microalgas

Os géneros Dunaliella e Scenedesmus frequentemente exibem altas
velocidades de crescimento nas interacdes algas-bactérias, resultando em maior
quantidade de compostos intracelulares de interesse (BAGGESEN, 2014). E
conhecido que as bactérias podem modificar o crescimento de microalgas,
acumulando biomassa e aumentando a produtividade da cultura, que sdo de

interesse particular para a producao industrial (LE CHEVANTON et al., 2013).
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As bactérias dos géneros Alteromonas e Muricauda permitiram o maior
acumulo de biomassa de Dunaliella, pelo aumento na disponibilidade de
nitrogénio para microalgas pelas bactérias. Porém, mais pesquisas Sao
necessarias para uma avaliacdo precisa dos mecanismos subjacentes dessas
interagdes (LE CHEVANTON et al., 2013).

Experimentos de processos continuos mostraram que a bactéria
Brevundimonas diminuta favoreceu o crescimento e a remo¢ao de nutrientes dos
meios da microalga Chlorella prototecoides. Essa vantagem positiva da adicdo de
B. diminuta também foi verificada em aguas residuais nao esterilizadas. As curvas
de crescimento em cultivos descontinuos mostraram que a intensidade luminosa
também desempenhou um papel nas interag6es na qual sob luz fraca a presenca
de bactérias na cultura resultou em um suprimento maior de CO,. O que preveniu
a capacidade das microalgas de utilizar o carbono organico. A adicdo de B.
diminuta foi capaz de proporcionar maiores velocidades de crescimento de C.
protothecoides, com remoc¢ao de nutrientes de maneira mais eficiente (SFORZA
et al., 2018).

Uma promocéo significativa no crescimento de microalgas foi relatada
devido ao fato da bactéria produzir um fitohorménio chamado acido indol-3-
acético (IAA), substancia também observada no crescimento de plantas
associadas a bactérias (MUJTABA; LEE, 2016). A bactéria Achromobacter sp.
produz o acido acético-3-indol (IAA), o que promoveu 0 crescimento da
Haematococcus pluvialis, com o aumento da quantidade de clorofila e da
concentracdo celular produzida (LEE et al., 2019). A populacdo bacteriana em
baixas concentracdes pode melhorar o metabolismo da microalga, liberando
fatores que promovem o crescimento ou reduzem a concentracdo de O, no meio.
Por exemplo, a presenca de Azospirillum brasilense também aumenta a remocgao
de aménio e fésforo por C. vulgaris (MUNOZ; GUIEYSSE, 2006). O triptofano e
tiamina liberada por C. sorokiniana sdo moléculas de sinalizacdo que podem ser
usadas pelo A. brasilense para sintetizar outra molécula sinalizadora, IAA, que,
guando liberada, facilita o crescimento de microalgas. Ocorréncia de compostos

de sinalizagdo, como triptofano e tiamina nos exsudatos de C. sorokiniana,



47

Dissertagdo de Mestrado - Evellin do Espirito Santo

permite suporte a interacdo mutualistica de C. sorokiniana com A. brasilense
(PALACIOS et al., 2016).

Em um estudo onde cultivou-se C. vulgaris com o Bacillus pumilus,
verificou-se que houve a promocédo do crescimento da microalga, onde a bactéria
fixa nitrogénio da atmosfera para ela (MUJTABA; LEE, 2016). A interac&o positiva
entre Rhizobium sp. e B. braunii indicam o possivel uso dessas bactérias como
in6culo para culturas de biomassa desta microalga, onde é impossivel manter
condicbes axénicas. Uma extrapolacdo do efeito do Rhizobium na cultura em
larga escala a 20 °C significa que a biomassa disponivel para biocombustivel

pode ser aumentada em aproximadamente 50% (RIVAS et al., 2010).

A Chlorella vulgaris também foi cultivada com quatro cepas bacterianas
promotoras de crescimento: Flavobacterium, Hypomonas, Rhizobium e
Sphingomonas por 24 dias, obtendo-se melhor crescimento da microalga em co-
cultura (3,31 g.L™") em comparagéo ao controle (1,3 g.L™) (LUTZU; DUNFORD,
2018).

2.6.4 Modificacdo do conteudo lipidico intracelular de microalgas em

co-cultura

Além do maior crescimento celular de C. vulgaris em cultivo em co-cultura
com bactérias, o seu conteudo lipidico aumentou de 22% para 28%, com
conteuido de triacilgliceréis (TGA) correspondente a 20%. Acidos ésteres metilicos
(FAME) da biomassa obtidos da co-cultura de bactérias e algas mostraram
aumento significativo para &cidos oleico (C18:1) e palmitico (C16:0) da
composicdo FAME obtidos durante o cultivo axénico de C. vulgaris; os acidos
hexadecatriendico (C16:2) e linoleico (C18:2) foram predominantes
(LUTZU; DUNFORD, 2018).

A associacdo de Rhizobium sp. KB10 e Botryococcus braunii aumentou o
crescimento das algas em nove vezes e melhorou o conteudo de C18 (oleato), a
qual é utilizada para a producdo de biodiesel. Uma abordagem cooperativa
usando uma cultura bacteriana mista (lodo ativado) e microalgas, Chlorella
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protothecoides (UTEX-1806) e Ettlia sp. YCOO1 foi investigado. Este sistema
algal-bacteriano resultou em maior produtividade lipidica sob condicbes foto-
heterotroficas em comparacdo com condi¢cOes fotoautotréficas, com aumento de
28,7 e 17,3 %, respectivamente. Este sistema foi avaliado como tendo bom
desempenho no tratamento e degradagdo do tiocianato. O co-cultivo de
Bradyrhizobium japonicum com C. reinhardti aumentou o0 crescimento de
microalgas em 3,9 vezes, com teores lipidicos 26% mais altos, com maior
atividade da fe-hidrogenase e maior producdo de H,. A inoculagcdo da cepa
Rhizobium 101l de bactéria na microalga Ankistrodesmus sp. cepa SP2-15 levou a
30% do aumento de clorofila na biomassa e a produtividade lipidica foi até 112
g.m™ d* no sexto dia de cultivo (SARA; BRAR; BLAIS, 2016)

2.6.5 Atividade floculante por bactéria

A atividade do biofloculante depende da fase de crescimento das bactérias,
devido ao fato das atividades enzimaticas relacionadas a formacédo de
biofloculantes serem observadas durante a fase estacionéaria de crescimento. O
gue na formacdo e na atividade do biofloculante, e, embora a produgcdo de
biofloculante bacteriano seja benéfico para melhorar a formacdo de grandes
flocos de microalgas e bactérias, o custo adicional envolvido no requisito de fonte
de carbono para o crescimento dessas bactérias ainda permanece como desafio
(GONZALEZ-FERNADEZ; BALLESTEROS, 2013).

Os exopolissacarideos e o0s acidos urdnico e pirivico sao responsaveis
pela adesao celular. Além disso, fatores como a fonte de carbono e nitrogénio e a
razdo entre dois elementos afetam a producédo de biofloculantes. O biofloculante
produzido por a bactéria Paenibacillus polymyxa apresentou alta eficiéncia para a
floculagido de Scenedesmus sp. e C. vulgaris (GONZALEZ-FERNADEZ;
BALLESTEROS, 2013).

Bactérias como Flavobacterium, Terrimonas e Sphingobacterium e suas

substancias poliméricas extracelulares tém um papel no aumento da atividade
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floculante de algas como a C. vulgaris, resultando em flocos sedimentaveis
(MUJTABA; LEE, 2016).

2.6.6 Fornecimento de nutrientes

Outro papel das comunidades bacterianas é fornecer as microalgas
micronutrientes inorganicos que, caso contrario, nao estariam disponiveis no meio
(LUTZU; DUNFORD, 2018). As microalgas podem aumentar a atividade
bacteriana ao liberar as substancias extracelulares como proteinas, lipidios e
acidos nucléicos que servem como substrato para o crescimento bacteriano.
Microalgas mortas podem fornecer nutrientes para o crescimento de células
bacterianas (MUJTABA,; LEE, 2016). Croft et al. (2005) mostraram que o papel da
vitamina B12 no metabolismo das algas € o principal cofator para a metionina
sintase, que é dependente da vitamina B12, e que a auxotrofia da cobalamina
surgiu inimeras vezes ao longo da evolucado, provavelmente devido a perda da
forma independente da enzima da vitamina B12. Uma exemplificacdo desta
importante simbiose € o0 caso de bactérias do género Halomonas, que fornecem

cobalamina para microalga Amphidinium operculatum (MUJTABA; LEE, 2016).

O crescimento de Escherichia coli melhorou devido a liberacdo de
compostos por Chlorella sp. (MUJTABA; LEE, 2016). Enquanto a E. coli libera
fatores que promovem o crescimento e reduzem a concentracdo de O, no meio,

aumenta a remocao de amonio e fosforo por C. vulgaris (HEO et al., 2019).

Um estudo demonstrou que a antimicina A (AA), um inibidor respiratorio
produzido por Streptomyces, atuou como um mediador de Fe (lll) na alga
halotolerante D. salina. Isto mostra que a AA forma complexos lipossolUveis com
Fe (lll) que sdo absorvidos e utilizados pelas algas. Véarias espécies de
fitoplancton podem utilizar sideroforos bacterianos como fonte de Fe e pelo
menos uma espécie de Dunaliella, a D. bardawil utiliza fatores bacterianos para
melhorar a aquisicdo de ferro. Entretanto, € improvavel que D. salina utilize AA
como mediador de Fe (lll) em seu habitat natural, porque as espécies de

Streptomyces ndo sdo comuns em ambientes hipersalinos caracteristicos da D.
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salina. A interpretacdo mais provavel dos resultados é que a AA funciona como
um mediador artificial de Fe (Ill) formando Fe (lll) -AA, que € um complexo
lipossoluvel e estavel, que penetra através da membrana celular, e pode ser
utilizado diretamente pelas células, aumentando a biodisponilidade de Fe (llI).
CaptacOes semelhantes tém sido demonstradas para utilizagdo de complexos
organicos lipofilicos dos ions Cu e Ni por organismos aquaticos (PICK, 2004).

Na relacdo de mutualismo entre a Scrippsiella trochoidea e proteobactérias
Roseobacter e Marinobacter, esta microalga usa siderdforo proteobacteriano
vibrioferrina, que pode se ligar ao Fe (lll), tornando-o disponivel para processos
fotossintéticos que fixam carbono inorgéanico (LUTZU; DUNFORD, 2018).

A Pseudomonas sp. produziu uma glicoproteina que atuou como fator de
crescimento para A. glacialis (FUKAMI; NISHIJIMA; ISHIDA, 1997).

2.6.7 Co-imobilizac&o de microalgas por bactérias

As microalgas fazem parte dos organismos fixados em filtros percoladores
de estacfes de tratamento de aguas residuais. Utilizam-se técnicas para
imobilizar biocatalisadores em geral, como enzimas a células inteiras. As algas
Imobilizadas sédo usadas para obter biomassa e remover macronutrientes, pois a
producdo de oxigénio pelas algas melhora a degradacdo aerObica dessas
substancias. Bactérias e algas podem produzir substancias defensivas contra o
outro organismo co-imobilizado. O aumento dos valores de pH devido a
fotossintese e o aumento de oxigénio podem reduzir o crescimento bacteriano
quando co-imobilizado com algas. Por outro lado, o consumo de CO;, e a
producdo de exopolissacarideos por algas pode aumentar a velocidade de
crescimento bacteriano, bem como o CO, e producéo de substancias promotoras
de crescimento por bactérias pode melhorar o crescimento de microalgas
(MORENO-GARRIDO, 2008).

Quando a fonte de nitrogénio foi alterada de amonio a nitrato, a C. vulgaris
co-imobilizada com Azospirillum brasilense Cd, n&o cresceu mais que C. vulgaris

axénica, mas a captacao de nitrato por célula aumentou. A concentracdo inicial de
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amonio no crescimento afeta a sua captacdo por C. vulgaris células imobilizadas
sozinhas, mas ndo quando C. vulgaris € co-imobilizada com A. brasilense. A
captacao de nitrogénio depende mais do numero de células de Chlorella do que
da quantidade inicial de nitrogénio (DE-BASHAN; ANTOUN; BASHAN, 2008). Por
outro lado, em condi¢bes heterotréficas, a co-imobilizacdo de A. brasilense com
Chlorella spp. promoveu o acumulo de amido em Chlorella spp. Isso pode
acontecer porque a bactéria altera as vias metabdlicas de Chlorella spp.,
induzindo ao acumulo de carboidratos (MAGDOULI; BRAR. BLAIS, 2016).

2.7 Aplicacdes biotecnoldgicas

O cenario atual tem mostrado amplo interesse nas pesquisas
biotecnoldgicas e as microalgas apresentam uma vasta diversidade de aplicacéo,
sendo sua biomassa utilizada como obtencdo de farmacos, producédo de
biocombustiveis, biofertilizantes agricolas, tratamento de &guas residuais
(MOROCHO-JACOME et al., 2015), racbes, alimentos, nutracéuticos e
cosméticos (NOVOVESKA et al., 2019).

Consorcios microalgais-bacterianos baseados em processos sao
reconhecidos como uma tecnologia renovavel e sustentavel, em conformidade
com as atuais diretrizes econdbmicas e de baixo carbono para a protecdo
ambiental e recuperacao de recursos. Espera-se que as tecnologias baseadas em
consércios sejam competitivas para a atual industria de microalgas. No entanto,
exige-se mais pesquisas com uma analise aprofundada dos mecanismos de
interacdo microalgal-bacteriana, bem como experimentos em larga escala para

aplicacdes biotecnoldgicas em condicdes comerciais (ZHANG et al., 2020).

2.7.1 Extratos antibacterianos de microalgas

A atividade antioxidante do extrato de células de D. salina, pode inibir o

crescimento de bactérias oportunistas como Pseudomonas aeruginosa e
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Escherichia coli. Em meio liquido, o crescimento dessas bactérias foi retardado
em 20 e 63%, respectivamente. A0 mesmo tempo, este extrato ndo afetou o
crescimento de Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Enterococcus
sp., 0 que demonstra uma acdo muito especifica do extrato celular (NEMTSEVA
et al., 2013).

A clorelina é um antibioético extraido da Chlorella (GHASEMI et al., 2011).
Verificou-se que a mistura de acidos graxos exibia atividade inibitéria contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os extratos etandélicos de C. vulgaris
mostraram atividade antibacteriana contra Salmonella typhi, uma bactéria Gram-
negativa em forma de bastonete; agente causador de febre entérica, sepse e
diarréia infecciosa em seres humanos. E também foi eficaz contra B. subtilis.
Verificou-se que a propriedade antimicrobiana de C. vulgaris controla as trés
bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pyogenes ATCC 12344, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
duas bactérias Gram-negativas foram Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212 e
Escherichia coli (DINESHKUMAR et al., 2017).

2.7.2 Suplementos alimentares e rag&o animal

Em contraste com a atividade antibacteriana, verificou-se um efeito positivo
da Spirulina em bactérias do intestino, aumentando a velocidade de crescimento
de lactobacilos, apoiando assim a funcao do trato digestivo, sendo utilizado como
prebidtico (PULZ; GROSS, 2004; GANTAR; SVIRCEV, 2008). Ha registros de que
h& o consumo de Spirulina maxima por humanos desde 1521, em Tenochtitlan, na
cidade do México (BARKA; BLECKER, 2016).

As microalgas verdes Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis,
Dunaliella salina e a cianobactéria Spirulina maxima sao biotecnologicamente
relevantes, pois sdo amplamente comercializadas e utilizadas, como suplementos
nutricionais para humanos e como aditivos para ragao animal (GANTAR;
SVIRCEV, 2008). As microalgas sdo quantitativa e qualitativamente boas fontes
de proteinas (BARKA; BLECKER, 2016). Analises abrangentes e estudos
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nutricionais demonstraram que as proteinas provenientes de alga sdo de alta
gualidade e comparaveis as proteinas vegetais convencionais (GHASEMI et al.,
2011).

Em relacdo aos extratos proteicos de H. pluvialis ha pouca informacéo
sobre suas propriedades. Porém tém atraido interesse no qual verificou-se a
capacidade de manter algumas propriedades especialmente para aumentar a
solubilidade em uma ampla gama de condigbes de valores de pH. Eles também
exibiram propriedades emulsificantes promissoras, tendo um papel importante em
algumas formulacdes alimentares ou cosméticas (BA et al., 2016).

A Chlorella vulgaris é uma rica fonte de proteinas (GHASEMI et al., 2011).
O perfil se compara favoravelmente e até melhor com o perfil padrdo para
nutricdo humana proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
Organizacao de Alimentacéo e Agricultura (FAO) porque as células de C. vulgaris
sintetizam aminoécidos essenciais e ndo essenciais. Além  disso,
independentemente do processo de extracdo, as proteinas dessa microalga
apresentaram excelente capacidade emulsificante, comparadas a ingredientes
comerciais. A capacidade emulsificante das proteinas de C. vulgaris extraidas em
valor de pH 7 atingiu 3090 *+ 50 mL de 6leo.g” de proteinas, com uma
estabilidade de 79 + 1%. Portanto, as proteinas de C. vulgaris propiciam a
valorizacdo adicional no mercado, principalmente nos setores de alimentos (SAFI
et al., 2014a).

Métodos padronizados in vitro foram utilizados para determinar
caracteristicas de valor nutricional e sua composi¢ao nutritiva (WILD et al., 2019).
Contém vitaminas do Complexo B e acido ascoérbico, minerais (potassio, sédio,
magnésio, ferro e calcio), carotenoides, clorofila, fator de crescimento de Chlorella
e outras substancias (GHASEMI et al., 2011) Ela foi aprovada para a aplicacao
como alimento na Unido Européia (CANELLI et al., 2020)

JU et al. (2012) demonstraram que as microalgas desengorduradas pode
ser usadas como aditivo alimentar na composicdo de racdo (3% na dieta),
podendo substituir 50% da proteina de farinha de peixe para estimular o
crescimento de camarBes. Essa substituicdo ndo ocasionou déficits no

crescimento nesses crustaceos, € nem na sua composi¢do nutricional. Além
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disso, também h& a melhora na qualidade do camarado, devido ao acumulo de

astaxantina, o que € benéfico para a saude animal e humana.

Estudos mostram que frangos alimentados com microalga Porphyridium
sp., tiveram aumento de 10% da biomassa e a reducdo de 28% do colesterol
sérico, enquanto a gema de ovo reduziu 0s niveis de colesterol em 10% e
aumentou os niveis de &cido linoleico e acido araquidénico em 29% e 24%,
respectivamente. Além disso, a cor da gema do ovo ficou mais escura como
resultado dos niveis mais altos de carotenoides (2,4 vezes mais com frango
alimentado com 5% de suplemento) (GINZBERG et al., 2000). Segundo Becker
(2007), a incorporacdo de algas nas ragcbes de aves oferece uma perspectiva
promissora; estima-se que cerca de 30% da atual producdo mundial de algas seja

vendida para aplicacdo em racéao animal.

2.7.3 Cosméticos

A crescente necessidade de obter produtos seguros por bioprocessos
tornou as algas um recurso sustentavel para novos produtos. S&o conhecidos
varios metabdlitos secundarios derivados de algas que trazem beneficios a pele.
As algas sdo naturalmente expostas ao estresse oxidativo e desenvolvem Vvarios
sistemas de protecéo eficientes contra espécies reativas de oxigénio e radicais,
produzindo compostos que podem atuar em cosmeéticos contra os efeitos nocivos
da radiacdo UV, promovendo acdo semelhante de agentes orgéanicos e filtros
inorganicos atualmente utilizados no mercado. H4 um aumento na producéo de
clorofila e carotenoides de C. vulgaris, Nostoc e Spirulina platensis quando
cultivadas na presenca de radiacdo. Esses compostos podem ajudar a proteger
contra o processo oxidativo do 6leo em formulacdes, principalmente em emulsdes
contendo grande quantidade de fase oleosa, pois possuem propriedades
antioxidantes (ARIEDE et al., 2017).
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2.7.4 Medicamentos

Existem muitos relatos da atividade farmacoldgica de Chlorella spp. como
efeitos hipoglicémicos por estreptozocina, prevencédo na dislipidemia, atividade
imuno-antitumoral, reducao da pressao arterial, prevencao de Ulcera induzida pelo
estresse, acdo radioprotetora, inibicdo da interleucina, e efeitos estimulantes na
producao de citocinas (GHASEMI et al., 2011).

Pesquisas sobre o potencial antienvelhecimento de antioxidantes de
origem natural ganharam atencdo especial porque ocorre menos efeitos
colaterais, e sdo mais seguros do que os sintetizados quimicamente. A microalga
H. pluvialis ha muito tempo foi destacada por sua forte atividade antioxidante, que
esta relacionada com a alta concentracdo de astaxantina no interior da célula. Foi
verificado que a suplementacdo de moscas mutantes (moscas de frutas) com H.
pluvialis prolongou a vida util das moscas, protegendo contra o estresse oxidativo.
Por outro lado, uma ingestdo prolongada levou a morte precoce, que podem
resultar da inativacao do sistema enddgeno de defesa antioxidante e capacidade
reduzida de tolerancia ao estresse. Esses resultados sugeriram fortemente o
potencial preventivo da H. pluvialis contra doencas relacionadas ao
envelhecimento, como a doenca de Alzheimer (HUANGFU et al., 2013)

As propriedades benéficas dos carotenos na saude humana sdo bem
conhecidas. Estudos realizados mostram que extratos feitos de D. salina
apresentaram atividade anti-inflamatadria, antiproliferativa e citotoxica contra certos
tipos de cancer (SINGH et al., 2016; LOPEZ; MAGDALENO; STEPHANO, 2017),
como nas linhagens celulares de cancer de mama, que foram significativamente
mais altas em algumas condi¢des de estresse (SINGH et al., 2016), propriedades
estas atribuidas ao elevado contetdo de carotenos (SINGH et al., 2016; LOPEZ;
MAGDALENO; STEPHANO, 2017), ou pode estar envolvido com alguns outros
compostos bioativos (SINGH et al.,, 2016). Atasever-Arslan et al. (2015)
mostraram que D. salina possuia potencial anticancer para células malignas de
neuroblastoma. Estudos in vivo devem ser considerados para explicar os

mecanismos de citotoxicidade e os efeitos antitumorais do extrato de D. salina.
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A compreensdo das interagbes entre algas e bactérias possibilitara a
exploracdo de tecnologias baseadas em microalgas (RAMANAN et al. 2016).
Mediante o exposto, a identificacdo de microrganismos e a avaliacdo da influéncia
destes em conjunto com as microalgas podem contribuir para melhorar a
compreensdo destas relacdes. E assim, identificar consércios eficientes que

favoreca a obtencéo de biomassa.
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3. OBJETIVO

3.10bjetivo geral

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar a interacdo entre
microrganismos  fotossintetizantes e bactérias heterotroéficas para
desenvolvimento e producao de extratos bacterianos e microalgais para aplicacéo

em processos visando ao cultivo desses microrganismos.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar as bactérias a partir do meio residual do cultivo de D.
salina, H. pluvialis e A. platensis, além da determinac&do dos parametros cinéticos;

e verificar o crescimento de co-culturas de D. salina a partir das
associagcOes com as bactérias isoladas;

e verificar a utilizacdo do extrato de B. atrophaeus ATCC 9372 como
promotor de crescimento de D. salina, H. pluvialis, C. vulgaris e A. platensis;

e verificar a utilizacdo do extrato de C. vulgaris como fonte de nitrogénio

para o crescimento de B. atrophaeus ATCC 9372.
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4. MATERIAL E METODOS

Nesse presente trabalho consideram-se como microrganismos
fotossintetizantes as microalgas eucaritticas (Dunaliella salina, Haematococcus
pluvialis e Chlorela vulgaris) e as cianobactérias (Arthrospira platensis) que séo
microrganismos procatioticos. Neste trabalho foi avaliada a interacdo desses
microrganismos com bactérias heterotréficas visando prever comportamentos em
processos industriais, bem como o uso dos extratos desses organismos em seus
cultivos. O fluxograma (Figura 12) ilustra as atividades realizadas neste trabalho,

sendo que o detalhamento das técnicas e processos utilizados é apresentado a

seqguir.
Cultivo ndo axénicos (Dunaliella salina, Cultivo de Cultivo de
Haematococcus pluvialis e Arthrospira Chlorela vulgaris Bacillus atrophaeus
platensis) ATCC 9372
i A
Centrifugacao \ /
+ ! Separacédo das
. células
Sobrenadante Biomassa T
Cultivo de ! V | Ressusfensao |
bacterias | D. salina || H. pluvialis || A. platensis ’
heterotroficas Rompimento
' l l v celular
Isolamento 2 2 p S ‘
bacicnano | Cultivo dos microrganismos fotossintetizantes |
v
Identificacao ¢ l
por prova
bioquimica Extrato Extrato
Bacteriano Microalgal

— | Brevundimonas
aurantiaca

A

—> l Bacillus pumilus

| D. salina axénica |

—> | Bacillus atrophaeus

Figura 12. Técnicas e processos utilizados no desenvolvimento experimental
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4.1 Microrganismos utilizados

Foram utilizadas as cepas de Dunaliella salina CCAP 19/18 ndo axénica e
axénica, da Colecdo de Cultura de Algas e Protozoarios (Escocia). Para a
manutencdo das cepas, parte das células foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 10mL de meio solido Guillard “f/2” (item 4.2), com incubacdo a
temperatura de 25 (£ 1) °C.

A cepa de Haematococcus pluvialis CCAP 34/7 ndo axénica, da Colecéo
de Cultura de Algas e Protozoérios e a Chlorella vulgaris UTEX 1803 ndo axénica,
da Colecao de Cultura da Universidade do Texas, foram mantidas em meio Bold
(item 4.2) com adicéo de 2% de agar em tubo de ensaio inclinado.

A cianobactéria Arthrospira (Spirulina) platensis UTEX 1926 ndo axénica,
da colecdo de cultura da Universidade do Texas, foi mantida em &agar inclinado
com adicdo de 2% de agar no meio liquido padrdo Schldsser (item 4.2).

A cepa de Bacillus atrophaeus ATCC 9372, mantida pelo Laboratorio de
Microbiologia Aplicada da FCF/USP, foi utilizada para preparar suspensao matriz
de esporos (VESSONI PENNA et al., 2002). A partir de uma suspensao
homogeneizada por 20 min em agitador magnético (752, Fisatom, Sdo Paulo, SP,
Brasil), aliquota de 5mL foi tratada em banho de agua a 80 °C por 10 min, seguida
de resfriamento em gelo e agua. Utilizando o resultante do contetudo deste tubo,
inoculou-se uma garrafa de Roux em superficie contendo 200mL de Plate Count
Agar (PCA) solidificado, a qual foi incubada a 37 °C por 6 dias (Modelo 347F,
Fanem, Sdo Paulo, SP, Brasil), as células foram removidas com o auxilio de
pérolas de vidro e 80mL de solucdo de acetato de calcio 0,02 M.

A suspensdo foi entéo filtrada com o auxilio de uma gaze e acondicionada
em frasco estéril com barra magnética e pérola de vidro. Utilizou-se uma solugéo
de hidroxido de calcio saturada 0,14% (m/v) para ajustar o valor de pH da
suspensao para 9,7. As solucdes de acetado de célcio e hidroxido de calcio foram

preparadas conforme o APENDICE A.

4.2 Meios de cultivo dos microrganismos
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Foi utilizado o meio Guillard “f/2” para o cultivo da Dunaliella salina, sendo
este 0 meio mais utilizado para o crescimento de microrganismos marinhos
(GUILLARD, 1975; DERNER, 2006).

Considerando 1 litro de agua deionizada para o preparo das solucdes
estoque, a composicao do meio Guillard “f/2” & descrita abaixo:

Solucéo Estoque 1: Elementos tracos

Na, EDTA 4,1600 g
FeCls.6H,0 3,1500 g
CuS0.4.5H,0 0,0100 g
ZnS04.7H,0 0,0220 g
CoCl,.6H,0 0,0100 g
MnCl,.4H,0 0,1800 g
Na,MoO4.2H,0 0,0060 g

Solucéo Estoque 2: Mix de vitamina

Cianocobalamina (Vitamina B12) 0,0005 g
Tiamina (Vitamina B1) 0,1000 g
Biotina 0,0005 g

Solucéo Estoque 3
NaNO; 75,0000 g
NaH,P0O4.2H,0 5,6500 g

Para o preparo do meio “f/2”, adiciona-se 1mL de cada solucdo estoque
através de um filtro (Millipore®) de 0,22 um em &gua do mar previamente
autoclavada em quantidade suficiente para preparo de 1 litro de meio, obtendo-se
ao final meio estéril com pH 8,0 (£ 0,5).

Para o cultivo de H. pluvialis e C. vulgaris foi utilizado o meio Bold. Para o
preparo de 1 L de meio foram adicionadas as seguintes solugbes estoque
descritas abaixo, completando o volume com agua deionizada, sendo o meio
esterilizado (BOLD, 1949; BISCHOFT; BOLD, 1963). O mix de vitaminas foi
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adicionado assepticamente através de filtro (Millipore®) de 0,22 um, obtendo-se

ao final pH 6,5 (x 0,5).

Solucéo estoque Volume
NaNOs (25g.L™) 10mL
CaCl,.2H,0 (2,5 g.L ™) 10mL
MgS0,4.7H20 (7,5 g.L ™Y 10mL
K,HPO, (7,5 g.L™) 10mL
KH,PO, (17,5 g.L ™) 10mL
NaCl (2,5 g.L ™Y 10mL
Solucéo PIV* 6mL
Mix de vitaminas** 1mL

*PIV — solugcéo de metais em 1L de agua destilada

Na,EDTA 750mg
FeCls.6H,0 97mg
MnCl,.4H,0 41mg
ZnCl, 5mg
CoCl,.6H,0 2mg
Na,Mo00O4.2H,0 4mg

** Mix de vitaminas — concentracdo para 200mL de 4gua destilada
Cianocobalamina (B12) 0,027¢g
Biotina (B8) 0,005¢g

Tiamina (B1) 0,220g
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O meio Schlosser foi utilizado para o cultivo de Arthrospira platensis
(SCHLOSSER, 1982). Para 1L de meio de cultura, prepararam-se separadamente
duas solucgbes, no qual se usou 500mL de agua deionizada para cada solucéo, e

pesou-se 0s sais nas proporcdes indicadas abaixo:

Solugéo A

NaHCO3 13,619
Na,COs3 4,03g
KoHPO, 0,50g
Solucéo B

NaNO; 2,509
K2SO4 1,009
NacCl 1,009
MgSO4.7H,0 0,20g
CaCl,. 2H,0 0,049
PIV* 6mL
CHU** ImL
Vitamina B12 (15ug/100mL) ImL

*PIV — solucao de metais
A solucdo foi preparada nas mesmas proporcbes do meio Bold, como
descrita anteriormente.

*CHU — solugcéo de micronutrientes e 1L de agua destilada
Na,EDTA 50,0mg
H3BO3 618,0mg

CuS0.4.5H,0 19,6mg
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ZnS04.7H0 44.0mg
CoCl,.6H,0 20,0mg
MnCl,.4H,0 12,6mg
Na;Mo0O4.2H,0 12,6mg

E a vitamina B12 foi adicionada assepticamente através de filtro (Millipore®)
de 0,22 um, apoés a esterilizacdo das solucdes. Por fim, essas solucbes foram
misturadas, obtendo-se ao final pH 9,0 (x 0,5).

Para o B. atrophaeus ATCC 9372 e para as bactérias isoladas dos meios
residuais de microrganismos fotossintetizantes foram utilizados os meios Caldo
Trypic Soy Broth (TSB) e Plate Count Agar (PCA), que foram preparados de
acordo com as especificacdes do fabricante, para o isolamento e manutencéo das

cepas obtidas.

4.3 Cultivo dos microrganismos fotossintetizantes para a obtencé&o do

meio residual

Os cultivos de D. salina e H. pluvialis foram realizados em frascos
Erlenmeyer com capacidade de 500 mL, adicionando-se 10° células.mL™ de
microalgas em 200 mL de meio f/2 ou Bold, com seus respectivos
microrganismos, incubando-os a 25°C a 110 rpm por até 20 dias, e intensidade

luminosa de 80 (+10) pmol fétons m™2. s™.

O crescimento das microalgas foi
acompanhado por contagem celular em camara de Neubauer (3mm x 3mm X
0,1mm de profundidade), que permitiu a avaliacdo da integridade das células, em
microscopio Olympus BX51.

O cultivo de A. platensis foi realizado em frascos Erlenmeyer com
capacidade de 500 mL, com concentrac&o inicial de 400 mg.L™ de cianobactéria
em 200 mL de meio Schldsser, incubando-se a 25°C a 110 rpm por até 10 dias, e
com intensidade luminosa de 80 (+10) pmol fétons m?. s, monitorando o

crescimento por medida da absorbancia até a estabilizacdo. As células foram
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centrifugadas a 4000 rpm a 8°C por 30 minutos, obtendo-se, no sobrenadante, o

meio residual. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 Isolamento e identificacdo das bactérias presentes nos meios

residuais de microrganismos fotossintetizantes

O meio residual obtido no item 4.3 foi incubado a 37°C, 100 rpm por até 3
dias, medindo-se a absorbéancia a 600nm em espectrofotometro (modelo 1640
UV, Shimadzu Corporation, Quioto, Japao) para a verificacdo de crescimento das
bactérias.

Aliquotas de 100 pL do meio residual foram transferidas para tubo de
ensaio contendo 2mL de meio Tryptic Soy Broth (TSB) e incubados a temperatura
de 37°C por até 4 dias em estufa B.O.D. (Modelo 347F, Fanem, S&o Paulo, SP,
Brasil). Durante este periodo, foram realizados estriamentos em Placa de Petri e
colénias bacterianas isoladas foram transferidas para tubos de ensaio contendo
Plate Count Agar (PCA) inclinado.

A partir do isolamento, realizou-se a técnica de coloracdo de Gram e Wirtz
(APENDICE B), e em parceria com o Laboratério de Microbiologia da Santa Casa,
foram avaliadas as caracteristicas microbiolégicas e bioquimicas para a

identificacao das bactérias isoladas.

4.5 Obtencao das suspensdes de bactérias

Cada microrganismo isolado foi estriado em PCA inclinado, incubado a
37°C por 24 horas, e o cultivo ressuspenso em 10mL de solucéo fisiolégica. O
conteudo foi transferido para garrafa de Roux com 200mL de PCA solidificado,
autoclavado previamente a 121°C por 15 minutos, e incubado em estufa a 37°C
por periodos de até 6 dias.

Para bactérias formadoras de esporos, o conteudo da garrafa foi
ressuspenso com auxilio de pérolas de vidro e 80 mL de solucédo de acetato de
célcio 0,02 M, com ajuste do valor de pH para 9,7 com 20mL de solucdo de
hidréxido de calcio 0,14% (m/v) (APENDICE A). Para bactérias ndo formadoras
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de esporos, o conteldo da garrafa foi ressuspenso com auxilio de pérolas de
vidro e 100mL de solucdo de sulfato de magnésio heptahidratado 0,01 M
(APENDICE C).

Para a determinag&o da viabilidade de células, foi realizada diluicdo seriada
do cultivo obtido, com posterior semeadura em profundidade e incubacédo a 37°C

por 48 horas, contabilizando as unidades formadoras de col6nias.
4.6 Cultivo de bactérias isoladas

As bactérias isoladas foram inoculadas em 100 mL de TSB acondicionados
em frasco Erlenmeyer de 250 mL, em concentracdo inicial de 10> UFC.mL™,
vedado com gaze e incubado a 37°C, 150 rpm por 24 horas. Os experimentos

foram realizados em triplicata.
4.7 Velocidade especifica de crescimento

A velocidade especifica de crescimento () € definida como a razdo entre a
velocidade de crescimento (dX/dt) e a correspondente concentragdo de células
(X), sendo representada pela equacao (1).

1 dX
FTxar

A velocidade de crescimento maxima foi calculada na fase logaritmica de

crescimento, onde Logaritmo Neperiano da concentracdo celular é uma funcéo

linear do tempo, sendo a inclinacdo da reta correspondente ao maximo valor de

(Hm).
4.8 Determinacéao do valor de pH, condutividade e osmolaridade
Para a determinagao do valor de pH, utilizou-se pHmetro (Mettler Toledo

M300, Greifensee, Suica) previamente calibrado com solu¢cées-tampao pH 7,0 e
pH 10,0.
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A condutividade dos meios foi determinada a 25°C em condutivimetro
digital (modelo AR-20, Fisher Scientific, USA) calibrado e aferido com solucbes
padréo (Synth, Brasil).

A osmolaridade foi determinada por osmometro (Osmomat 030, Ottendorf-
Okrilla, Alemanha), por meio do ponto de congelamento da solucéo, calibrado
com solucao de NaCl 300 Milliosmol/kg.

As anadlises de valor de pH, da condutividade e da osmolaridade dos meios

foram realizadas em triplicata.
4.9 Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

Foram realizadas diluicdes seriadas em solucdo de cloreto de sodio 0,9%
em que aliquotas de 1 mL, que foram transferidas para placas de Petri e em
seguida foram adicionados 20 mL de PCA, sendo que as placas foram incubadas
em estufas a 37°C por 48 horas, apos solidificacdo do meio. Apds as 48 horas,
realizou-se a contagem considerando as placas que apresentaram até 300
UFC.mL™.

4.10 Co-cultura

Foram realizados cultivos, em triplicata, de co-culturas de D. salina com as
bactérias isoladas do meio residual microalgal, Bacillus pumilus e Bacillus
atrophaeus. A concentracdo inicial da microalga foi de 10% ou 10° células.mL™ e as
concentracdes das bactérias variaram de 10" a 10* UFC.mL™, como representado

na Tabela 1. Os experimentos foram feitos em triplicata.

No primeiro bloco de experimentos, foram realizados cultivos em frascos
Erlenmeyer de capacidade de 250mL, com 100 mL de meio f/2, onde inoculou-se
10* células.mL™ de D. salina e concentracdo de bactérias de 10?a 10* UFC.mL™,
incubando-se a co-cultura a 25°C, 110 rpm por até 50 dias, com intensidade
luminosa de 20 (+10) umol fétons.m?.s™.

No segundo bloco de experimentos, foram realizados cultivos em frascos

Erlenmeyer de capacidade de 250mL, com 100 mL de meio f/2, em que foram
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inoculadas 10° células.mL™ de D. salina e concentracdo de bactérias de 10?a 10*
UFC.mL™, incubando-se a co-cultura a 25°C, 110 rpm por até 15 dias, com
intensidade luminosa de 80 (+10) pmol fétons.m?2.s™.

Tabela 1. Esquema experimental indicando a concentracdo inicial de cada

microrganismo nos cultivos de co-cultura*.

Concentracédo da D. salina Concentracéo das Bactérias (UFC.mL™)
(células.mL) B. atrophaeus B. pumilus
10* - -
10°* 107 -

10* 10* -
10°* - 10?
10* - 10*
10° - -
10° 107 -
10° 10 -
10° - 10°
10° - 10*
10° 10 10*
10° 10° 10°

*Ensaios com concentracdo inicial de D. salina de 10* células mL™ e 10° células mL™

foram conduzidos a 20 e 80 pmol fétons m?s™ respectivamente.

O crescimento da co-cultura foi monitorado por contagem celular em
camara de Neubauer (3mm x 3mm x 0,1mm de profundidade), com avaliacdo da
integridade das células (Olympus BX51) e a contagem bacteriana realizada ap6s

diluicdo seriada de acordo com a descri¢ao do item 4.9.

4.11 Extrato de bactéria para o cultivo de microrganismos

fotossintetizantes

4.11.1 Cultivo de B. atrophaeus ATCC 9372
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O B. atrophaeus ATCC 9372 foi cultivado em biorreator de 10L, com
concentracdo inicial de 10° UFC.mL™, que foi proveniente de uma suspensao
celular previamente cultivada por 24 horas em meio TSB. O cultivo foi conduzido
por batelada alimentada, com solucédo de glicose (400 g.L™) & vazdo de 60mL.h™,
até a estabilizagédo do crescimento celular, e foi aplicada aerac¢éo de 0,2 vvm. Os
cultivos foram conduzidos em temperaturas de 30 °C ou 37 °C. Analisou-se o
valor de pH e osmolaridade de acordo com item 4.8. A glicose foi mensurada pelo
Método de Somogyi (1952) e a concentracdo celular por absorbancia, que foi
relacionada com a concentragédo celular em massa seca por meio de curva de
calibracdo (APENDICE D). Foi utilizado propilenoglicol a 30% em etanol como

antiespumante, adicionado de acordo com a necessidade.

4.11.2 Preparo do extrato de B. atrophaeus ATCC 9372

Apos o cultivo de B. atrophaeus ATCC 9372, a biomassa foi centrifugada a
4000 rpm por 30 minutos e lavou-se a biomassa com agua deionizada para a
remoc¢do dos nutrientes do meio de cultura. Adicionou-se agua deionizada e as
células dessa suspensdo foram rompidas com pérolas de vidro de 1mm e
agitacdo vigorosa por 50 min. Removeram-se as pérolas e evaporou-se o
conteudo liqguido em estufa de circulacdo forcada a 60°C, sendo que a biomassa

obtida foi triturada com auxilio de um almofariz e pistilo.

4.11.3 Cultivo de microrganismos fotossintetizantes utilizando extrato

de B. atrophaeus ATCC 9372 como promotor de crescimento

Em triplicata, os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL com 100mL de meio de cultura, respectivo de cada
microrganismo fotossintetizante, com 0,5% de extrato seco de B. atrophaeus
ATCC 9372 (item 4.11.2) e comparado ao controle (meio f/2, Bold e Schldsser),
incubando-se a 25 °C a 110 rpm por até 26 dias, e intensidades luminosas de 80

1

(x10) pmol fétons m?2. s*. O crescimento da microalga foi acompanhado por
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absorbéancia no caso das cepas de C. vulgaris e A. platensis, e por contagem em
camara de Neubauer (3mm x 3mm x 0,1mm de profundidade) para as cepas de
D. salina e H. pluvialis, com avaliacdo microscopica da integridade das células
(Olympus BX51).

4.12 Extrato de microrganismo fotossintetizante como fonte de

proteinas para o cultivo de bactéria

4.12.1 Preparo do extrato de Chlorella vulgaris

O cultivo de C. vulgaris foi realizado em um fotobiorreator tubular com
capacidade 35L a 25° C. A cultura foi movimentada por um sistema de air lift, o pH
foi mantido em 7,5+0,5 e intensidade luminosa de 40 (+10) pmol fétons m™. s,

por até 50 dias em processo semi-continuo, utilizando meio Bold.

Apos o cultivo da microalga, a biomassa foi centrifugada a 4000 rpm por 30
min e lavou-se a biomassa com agua deionizada para a remocado dos sais.
Adicionou-se agua deionizada novamente, e as células dessa suspensdo foram
rompidas com pérolas de vidro de 1mm e agitacdo vigorosa por 50 min. As
pérolas foram removidas e a suspenséo foi seca em estufa de circulacao for¢cada

a 60°C, e, por fim, a biomassa foi triturada com o auxilio de almofariz e pistilo.

4.12.2 Cultivo de B. atrophaeus ATCC 9372 utilizando Chlorella

vulgaris como fonte de nitrogénio organico

Os cultivos, em triplicata, foram realizados em frascos Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL. Preparou-se 100mL de meio de cultura teste com a
composicdo semelhante ao do TSB, porém com a fonte de proteina substituida
pelo extrato de C. vulgaris, em quantidade equivalente de nitrogénio organico,
preparados de acordo com o item 4.12.1, incubando-se a 37°C, a 150 rpm, por 24
horas, e comparados ao controle (meio TSB). A contagem bacteriana foi realizada

de acordo com a descri¢ao do item 4.9.
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4.13 Analise da composicdo proximal dos extratos

As andlises dos teores de lipidios, proteinas e cinzas totais da composicao

proximal dos extratos, em base seca, foram realizadas em triplicata.

4.13.1 Lipidios totais

Piorreck et al. (1984) e Olguin et al. (2001) descreveram a metodologia de
guantificacdo de teor lipidico da biomassa seca de microalgas. O processo de
extracdo foi realizado em sistema Soxlhlet, com refluxo, com uma mistura de
cloroférmio e metanol na propor¢éo 2:1 (v/v), até o liquido ficar limpido, indicando
a remocao de lipideos da biomassa. Em seguida, foi utilizado um sistema de
evaporador rotativo a vacuo para a eliminacdo dos solventes dos residuos
lipidicos. Os valores em massa de lipideos foram calculados baseados na

diferenca de massa do baldo antes e depois do procedimento.

4.13.2 Proteinas Totais

O teor proteico total do extrato foi determinado pelo método de Kjeldhal
(AOAC, 1984). Ap6s o desengorduramento da amostra, descrita no item 4.13.1,
as amostras foram trituradas novamente e aquecidas em bloco digestor a 350° C
na presenca da mistura catalisadora e H,SO,4 concentrado, havendo a destruicao
da matéria organica e a formacdo de nitrogénio inorganico na forma de
(NH4),SO,. Para promover a conversdo do sal em amodnia, a amostra €
alcalinizada com a solugdo de hidroxido de sodio 40% (p/v) e submetida ao
processo de destilacdo, no qual € recolhido em solucéo saturada de acido borico.
Essa solucéo é titulada com HCI 0,02 N padrédo, que permite a determinacao da
concentracdo de nitrogénio na amostra. A quantidade de proteinas foi

determinada pela multiplicagdo do teor de nitrogénio pelo fator 6,25.
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4.13.3 Cinzas totais

Para determinacdo das cinzas totais, em um cadinho de porcelana seco e
previamente pesado, foi adicionada 1,0g de biomassa seca distribuida
uniformemente e levado a mufla onde a amostra foi exposta a um gradiente de
temperatura, sendo de 30 minutos a 200° C, 60 minutos a 400° C e 90 minutos a
600 (+ 25) ° C, até todo o carvéo ter sido eliminado. O cadinho foi transferido para
dessecador e apds sua estabilizacdo, foi determinado o teor de cinzas totais

através da diferenca de massa.

4.13.4 Carboidratos

O teor de carboidratos na biomassa seca foi calculado pela diferenca em

massa excluindo-se as proteinas totais, os lipideos totais e as cinzas totais.

4.14 Anéalises estatisticas

Através do programa Minitab 19 ®, o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para determinar se os dados foram distribuidos normalmente e o teste de Levene
para determinar a homogeneidade das variancias. Quando o valor de p nesses
testes foi maior que 0,05, analisou-se estatisticamente a influéncia dos
parAmetros avaliados por meio da analise de varidncia, ANOVA, e
consequentemente o teste de Tukey. No entanto, quando o valor de p foi menor a
0,05 realizou-se o teste de Kruskal-Wallis para verificar se todas as medianas

eram iguais (p>0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo fisico-quimica do meio residual, isolamento e

identificacdo de bactérias

Para andlise do meio residual, avaliaram-se as propriedades fisico-
guimicas de pH, osmolaridade e condutividade dos meios, bem como verificou-se
a variacao de turvacdo, medida por absorbéancia, possivelmente proveniente de
crescimento bacteriano no meio residual dos cultivos dos microrganismos

fotossintetizantes (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de absorbancia (600nm), pH, osmolaridade e condutividade do

meio residual de Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis e Arthrospira platensis

incubados a 100 rpm, a 37° C por 3 dias.

Meio Tempo  Absorbéancia Osmolaridade Condutividade

Residual  ias) (600 nm) PH (Osm.kg™) (uS.cm™)
D. salina 0 0,084+0,002 8,19+0,03 1,037+0,002 38,2040,04
3 0,113+0,001  8,86+0,05 1,221+0,002 49,20+0,03

H. pluvialis 0 0,101+0,001  8,93+0,02 0,046+0,001 0,760+0,01
3 0,108+0,001 8,27+0,01 0,078+0,003 0,765+0,03

A. platensis 0 0,094+0,001  10,90+0,03 0,447+0,002 22,94+0,02
3 0,098+0,003  10,42+0,02 0,578+0,001 26,14+0,02

O meio residual coletado foi mantido & temperatura de 37° C para favorecer
0 crescimento de bactérias. Os meios de cultura residuais dos microrganismos
fotossintetizantes, embora ainda contenham valores residuais de nutrientes
inorganicos (RANGEL-YAGUI, 2004; CEZARE, 2018), podem apresentar, se nao
houver grande quantidade de células mortas, pequena disponibilidade de matéria
organica, o que pode ter limitado o crescimento das bactérias, que s&o

heterotréficas.



73

Dissertagdo de Mestrado - Evellin do Espirito Santo

A diferenga de condutividade entre o meio residual de Haematococcus e 0s
meios de Dunaliella e Arthrospira se da pelo fato do meio Bold ser menos salino
do que os meios f/2 e Schlésser, o que também pode ser evidenciado pelas
andlises de osmolaridade. Ndo houve variacdo significativa entre os valores de
inicio e ap6s 3 dias de cultivo. Inoculou-se essas suspensfes em meio TSB, de
modo que haveria nutrientes disponiveis para o crescimento celular, observando-
se crescimento bacteriano a partir do meio residual (Figura 13), indicado pela
presenca de células dispostas no fundo do tubo no meio residual de D. salina. No
meio residual de H. pluvialis, observou-se o crescimento microbiano de coloracao
alaranjada. Enquanto no meio residual de A. platensis houve a formagéao de

pelicula da parte superior do tubo.

A C

Figura 13. Crescimento bacteriano proveniente do meio residual de Dunaliella

salina (A), Haematococcus pluvialis (B), e Arthrospira platensis (C).

Foi realizado estriamento em placa de Petri e em tubos de PCA inclinado
(Figura 14) para o isolamento das col6nias bacterianas. Visualizaram-se colonias

nas cores amarela, marrom-alaranjada e acinzentada.

Figura 14. Crescimento microbiano proveniente dos meios residuais de Dunaliella
salina apresentaram colbnias amarelas (A) e colénias marrom-alaranjadas (B), de
Haematococcus pluvialis com colénias alaranjadas (C e D) e de Arthrospira platensis com

colénia acinzentada arredondada (E).
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Estudos realizados com Chlorococcum sp recuperaram a biomassa por
floculacéo, e, em seguida, suplementaram o meio residual com nutriente e corrigiram
o valor de pH. Ao comparar a quantidade de biomassa recuperada a partir de meios
frescos ou reciclados, verificaram que as concentragbes foram semelhantes
(UMMALYMA et al., 2016).

Assim, ha a possibilidade de reciclar os meios de cultura provenientes de
microalgas e cianobactérias. Toro et al. (2013) mostraram que o meio residual
proveniente da biomassa de microalga € uma carga potencial para a fabricacdo de
biocompdésitos, além de ser economicamente vantajoso, pois € capaz de substituir
entre 20 e 30% da matriz polimérica, reduzindo custos de producdo e aumentar a

competitividade dos bioplasticos.

Maurya e colaboradores (2016) estudaram o cultivo da microalga verde
Chlorella vulgaris em meio de cultura suplementado com a biomassa hidrolisada de
Lyngbya majuscula desengordurada. A floracdo dessa cianobactéria possui um alto
nivel de toxicidade, impossibilitando o uso para biocombustiveis. Foi explorado o
aumento da produtividade de biomassa e lipidios de Chlorella vulgaris, que resultou
na diminuicdo da eutrofizacdo, e também no custo econdbmico do cultivo de uma

microalga oleaginosa.

O meio residual de microalgas contém concentracées de matéria organica
resultante da lise celular e, portanto, possui alta turbidez (TAFRESHI; SHARIATI,
2009). A densidade bacteriana € maior em culturas de algas em fase estacionaria
comparada a fase exponencial (NATRAH et al., 2013). Este meio proveniente do
crescimento de Dunaliella poderia ser biologicamente reciclado, sendo tratado
com bactérias que estdo naturalmente presentes no meio devido as altas
concentracbes de glicerol, aminoacidos e outros compostos organicos. A
otimizacdo de condi¢fes para a remocdao bioldgica de matéria organica de aguas
residuais usando bactérias halofilicas endémicas no meio hipersalino e a adigédo
combinada de Mg?, K*, PO,> e NH," ao efluente estimularam o crescimento
dessas bactérias, aumentando a remocao de glicerol do meio na medida em que o
glicerol era indetectavel em culturas apos dois dias de incubacdo. Além disso, as

bactérias halofilicas contém bacterioruberina, um pigmento vermelho que tem atraido
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a biotecnologia devido as suas atividades antioxidantes (TAFRESHI; SHARIATI,
2009).

Os microrganismos isolados foram submetidos a identificacdo por técnicas
microbiolégicas e bioquimicas diferenciais, sendo identificados como Bacillus
atrophaeus e Bacillus pumilus nos meios residuais de D. salina e A. platensis. E
no meio residual de H. pluvialis foram identificadas as bactérias mencionadas

anteriormente e também a Brevundimonas aurantiaca.

Essas bactérias isoladas estdo presentes no ambiente e possuem
classificagdo de risco nivel 1, o que indica que microrganismos como o B. subtilis
possuem baixa probabilidade de promover doencas em humanos ou animais
sadios em faixa etaria adulta. Acarretando um risco muito baixo ou até mesmo
ausente, individual e para a comunidade, (BRASIL, 2017; GUIA PRATICO EM
BIOSSEGURANCA E SEGURANCA QUIMICA E BIOLOGICA, 2018).

Da mesma forma, apresentam baixo risco clinico quanto a biosseguranca
da manipulacéo pelos operadores do processo, e, também para serem utilizadas
em processos industriais para uma potencial obtencdo de produtos
comercialmente viaveis. Verificaram-se caracteristicas na literatura sobre cada
microrganismo isolado e identificado (Tabela 3). O Bacillus atrophaeus e o
Bacillus pumillus pertencem a familia Bacillaceae e ao filo Firmicutes, sendo
microrganismos Gram-positivos, em forma de bastonete que tem como principal
caracteristica a formacdo de enddsporos (SELLA; VANDENBERGHE; SOCCOL,
2014a; BRANQUINHO et al., 2014; VERTTATH et al., 2017). KHANEJA et al.
(2009). Avaliaram que diferentes bactérias formadoras de esporos produzem
carotenoides, sendo o meio de cultura utilizado e a temperatura de incubacao
fatores que interferem na sua expresséao. A coloracéo das colénias é dada por um
conjunto de moléculas dentre as quais estdo os carotenoides, para 0s quais €
destacada a importancia destes, pois auxiliam na protecdo de esporos de Bacillus

frente a radiacao UV, principalmente quando refere-se a ambientes marinhos.



76

Dissertagdo de Mestrado - Evellin do Espirito Santo

Tabela 3. Caracteristicas diferenciais das bactérias isoladas e identificadas
(Adaptado: RABINOVITCH; OLIVEIRA, 2015; SHIVAJI et al.,, 2006; GORDON, 1977,
KARMAKAR et al., 2019; CCUG, 2001)

Bacillus Bacillus Brevundimonas
atrophaeus pumilus aurantiaca
Crescimento anaero6bico - - nd
Crescimento em:

50° Variavel variavel nd
60° - - nd
Reacdo da gema do ovo - - nd
Hidrélise da caseina + + nd
Hidrélise do amido + - +
Arginina diidrolase - - -
Producéo de indol - - -
Hidrolise da gelatina + + +
Redugé&o de nitrato + - -
Gas de carboidratos - - nd
Catalase + + +
Oxidase - variavel -

Urease nd nd -

Xilose nd nd -

Formacao de &cidos por:

D-arabinose - - -
Glicerol + + +
Glicogénio + - nd
Inulina + - nd

Manitol + + -

Salina + + nd
D-trealose + + nd
Glicose + + +
Degradacdo da tirosina - - nd
Citrato + - +

Teste de Voger- Proskauer + + -

nd: ndo determinado

MUJTABA et al. (2016) verificaram a promoc¢ao do crescimento celular da
C. vulgaris por B. pumillus. ZHOU et al. (2018), isolaram a cepa de Bacillus
pumilus de ambientes marinhos, o qual mostrou potente atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-negativas. Embora os microrganismos identificados sejam

Gram-positivos, existe a possibilidade da presenca de Gram-negativos no meio,
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mas que podem ser inibidos pela presenca de alta salinidade e de metabdlitos de

atividade antimicrobiana no meio.

O B. pumilus e o B. altitudinis apresentam bastante semelhanca, mas a
topologia da arvore 16S rRNA mostrou que apesar da semelhanca, tratam-se de
duas espécies distintas. As rizobactérias, dentre as quais inclui-se o B. pumilus
foram eficientes em promover o crescimento de plantas (BRANQUINHO et al.,

2014), tendo em vista o0 ambiente terrestre, em relagdo ao ambiente marinho.

No caso do Bacillus atrophaeus os termos “atro” e “phaeus” fazem
referéncia as cores negra e marrom, respectivamente, devido a producdo de um
pigmento marrom escuro em meios de cultivo (GIBBONS et al., 2011; SELLA,
VANDENBERGHE; SOCCOL, 2014a). Biopolimeros podem flocular microalgas,
como o acido poli-g-glutdmico produzido por B. subtilis (VANDAMME; FOUBERT;
MUYLAERT, 2013).

O género Brevundimonas pertence a classe de Alfaproteobactérias e a
familia Caulobacteraceae. A Brevundimonas aurantiaca é uma bactéria Gram-
negativa, nao fermentativa, aerobica e com 1 a 4 um de comprimento e 0,5 um de
largura. E movida por um flagelo de comprimento curto e cresce a 30 °C
(SCOTTA et al., 2011).

As espécies de Brevundimonas s&o onipresentes no meio ambiente e sdo
encontradas principalmente na regido da rizosfera do solo (KARMAKAR et al.,
2019) e em cultura de Chlorella (SCOTTA et al., 2011). Ela pode produzir acido
indol acético e sideforos, o que pode estimular o crescimento de plantas e pode
ter capacidade antimicrobiana, habilidade esta que pode ser usada como um
potencial biofertilizante com a funcédo de pesticida (MANDRYK et al., 2007).
Possivelmente, encontrar a cepa de B. aurantiaca no meio residual de
Haematococcus pluvialis se deve ao fato da baixa salinidade do meio Bold
comparado ao meio f/2 e ao meio Schlésser, pois essa espécie nao €
halotolerante. E observa-se que o meio Bold € meio de cultivo utilizado tanto para
Chlorella, encontrado na literatura, quanto para Haematococcus, utilizado nesse

presente estudo.
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5.1.1 Suspensdes matrizes das bactérias e cultivos

A suspensao matriz de Bacillus pumilus tem coloracdo amarelada, com
populacéo 1,00 x 10*° UFC.mL™ e valor de pH 9,71. Por outro lado, a suspens&o
matriz de Bacillus atrophaeus possui coloracdo amarronzada, com populacéo
3,37x10° UFC.mL™" e valor de pH 9,66. J4 a suspensdo de Brevundimonas
aurantiaca possui concentracdo de 6,35 x 10® UFC.mL™, valor de pH 7,90 e

coloracdo amarela-alaranjanda.

Inoculou-se 10> UFC.mL™? de B. atrophaeus e B. pumilus em meio /2 e
Bold onde a bactéria foi inicialmente encontrada, porém, na auséncia da
microalga, ap6s 24h, ndo houve o crescimento bacteriano, permanecendo em 10?
UFC.mL™ . O mesmo ocorreu com a B. aurantiaca em meio Bold. O meio Bold e
f/2 sdo meios ricos em nitrato, porém o B. pumilus e a B. aurantiaca ndo reduzem
tais compostos nitrogenados para obtencdo de energia e assim promover a

multiplicacéo celular.

O B. atrophaeus possui a capacidade de reduzir nitrato, mas verificou-se
gue ndo houve crescimento microbiano devido a falta de nutrientes organicos.
Segundo Nakano e Zuber (1998) essa bactéria precisa de glicose e piruvato para
crescer por fermentacéo, os quais sao fornecidos quando h& a presenca direta de
glicose, ou em misturas de aminoacidos. Uma das principais razées pelas quais o
B. subtilis precisa de glicose e piruvato para crescer por fermentacéo pode ser a

aparente falta da enzima piruvato de formatoliase.

Avaliou-se o crescimento de B. atrophaeus, B. pumilus e B. aurantiaca em
meio padrdo, TSB (Figura 15). O B. atrophaeus estabeleceu a fase exponencial
no inicio do cultivo, ndo havendo uma fase de adaptacdo, tendo fase log se
estendido até 8h de cultivo. A Brevundimonas aurantiaca teve um comportamento
semelhante, mas iniciou a fase exponencial ap6s 2h de cultivo, mantendo-se em
crescimento exponencial até 10h de cultivo. O B. pumilus atingiu a exponencial a
partir de 6h. Todos os microrganismos chegaram a concentracdo de 10’ UFC.mL’
! demonstrando que as células encontram-se viaveis se os componentes do meio

e as condic¢des de cultivo foram adequadas.
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Figura 15. Logaritmo da concentracdo celular (UFC.mL™) de B. atrophaeus, B.
pumilus e B. aurantiaca em func&o do tempo em meio TSB, cultivados a 37°C a 150rpm
por 24h.

A velocidade especifica de crescimento representa a massa de
microrganismos produzida por unidade de massa pelo tempo, sendo que quanto
maior a inclinagdo da reta do logaritmo Neperiano da concentracdo celular em

funcdo do tempo, maior é esta velocidade (Figura 16).
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Figura 16. Logaritmo Neperiano da concentracdo celular (UFC.mL™) em funcéo
do tempo, no periodo de crescimento exponencial, de B. atrophaeus, B. pumilus e B.

aurantiaca em meio TSB, cultivados a 37°C a 150rpm por 24h.
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Com relacdo a velocidade especifica de crescimento, a Brevundimonas
aurantiaca teve um g, de 1,26 h™, o Bacillus atrophaeus, obteve p ,, de 1,10 h™e
o Bacillus pumilus alcancou um p maximo de 0,64 h™, valor 1,7 vezes menor do

gue a velocidade especifica de crescimento da Brevundimonas aurantiaca.

5.2 Co-culturas

GOmez, Valero e Avendafio (2012) identificaram cinco cepas bacterianas
(Exeguobacterium aurantiacum, Xanthomonas sp., Halomonas sp., Bacillus
okhensis, e Indibacter alkaliphilus) associadas a mucilagem de monocultura de A.
platensis, verificando a capacidade dessas cepas para produzir acido 3-

indolacético (IAA) como possivel associacao benéfica.

Lakaniemi et al. (2012) avaliaram o crescimento de Dunaliella tertiolecta
associada a bactérias em fotobiorreatores, no qual as velocidades especificas de
crescimento (1,2-1,4 dia™) e as concentracbes maximas de biomassa de D.
tertiolecta (2,1-2,9 g.L") foram semelhantes nas trés configuracdes de
fotobiorreatores de placa plana. Nelas, a D. tertiolecta e o crescimento bacteriano
foram medidos por método molecular de PCR quantitativo (QPCR). Trabalhou-se
com cepa microalgal xénica e meio de cultura a base de agua de torneira, sendo
gue a alta salinidade de 3% do meio de cultura inibiu o crescimento de bactérias
transmitidas por esta agua, de modo que foram favorecidas as bactérias
halotolerantes e halofilicas que estavam inicialmente presentes no inéculo de D.
tertiolecta. As comunidades heterotroficas mostraram-se estaveis e reprodutiveis
em todos os cultivos em biorreatores de placa plana e dominadas por bactérias
pertencentes as classes Gammaproteobacteria, Flavobacteria e

Alphaproteobacteria.

Testaram-se co-culturas de D. salina axénica com bactérias isoladas da
cepa ndo axénica da mesma espécie. Inicialmente os testes foram realizados com
um in6culo de D. salina com 10* células.mL™* em condi¢cdes de luminosidade de
20 (+10) pmol fétons.m™. s, 25°C a 110 rpm por até 50 dias (Figura 17).
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Figura 17. Concentracdo de ~—* D. salina axénica (concentraco inicial de 10*
células.mL™ e de co-culturas de D. salina (concentracéo inicial de 10* células.mL™) com
—®B. atrophaeus (concentracdo inicial de 10° UFC.mL™'); —* B. atrophaeus
(concentracdo inicial de 10* UFC.mL™); —B. pumilus (concentracéo inicial de 107

UFC.mL™); ™ B. pumilus (concentracéo inicial de 10* UFC.mL™). Cultivos realizados

em condicdes de luminosidade de 20 (+10) pymol fétons . m2. s, 25°C a 110 rpm.

As diferentes concentracdes de B. pumilus atuaram como promotores de
crescimento de D. salina, sendo que os indculos de 10> UFC.mL* e de 10*
UFC.mL™? proporcionaram concentracdes finais de 1,6x10° células.mL™ e de
1,5x10° células.mL™ de D. salina, respectivamente, enquanto que no cultivo
axénico a concentracéo celular final foi de 2,5x10* células.mL™, mas com valor
méaximo de 9,3x10* células.mL™ apés 19 dias de cultivo. Dessa forma, houve um
aumento de 64 % na quantidade de D. salina formada quando do uso de co-

cultura com B. pumilus.

Considerando os cultivos de co-cultura utilizando células de B. atrophaeus,
estes levaram a um comportamento semelhante da D. salina, embora tenha
havido um retardamento na curva de crescimento, de modo que o0 méximo valor
de concentragdo de D. salina somente ocorreu com 47 dias de cultivo, mas

chegando ao mesmo patamar daquele obtido com co-cultura com B. pumilus.
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Em relacdo ao cultivo da microalga axénica, apds 19 dias de cultivo,
periodo que coincidiu com a estabilizacdo celular, verificou-se na placa controle o
crescimento de microrganismos semelhante as leveduras, apresentando colbnias
de coloragéo branca e aspecto cremoso espalhado sobre o meio, além de formas
morfologicas lenticulares identificadas por microscopia, corroborando com a
literatura, na qual Toncheva-Panova e Ivanova (1997) observaram maior
ocorréncia de contaminantes fangicos em cultivos de Dunaliella salina livre de

bactérias.

Nos cultivos de D. salina, a queda da concentracdo celular normalmente é
acompanhada de lise (Figura 18). Nao houve coloracdo alarajanda no meio de
cultivo, como ocorre quando ha grande quantidade de células com altos teores de

carotenoides.
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Figura 18. A) célula de D. salina axénica integra; B) contetdo intra celular

extravasado devido a lise da membrana celular de D. salina.

Como praticamente ndo houve crescimento bacteriano nos meios residuais
verificado no item 5.1 (Tabela 2), possivelmente a matéria organica fornecida para
0 crescimento celular em co-cultura pode ser proveniente da morte das
microalgas existentes no meio de cultivo. Segundo Baines e Pace (1991), as
fontes de carbono al6ctones, vindas da excrecdo de zooplanctons e da
senescéncia de fitoplanctbns, sdo necessarias para atender as necessidades

bacterianas, considerando o ambiente aquatico.

Avaliou-se 0 crescimento bacteriano dessas co-culturas (Figura 19) e
verificou-se que, independentemente da concentracéo inicial, de um modo geral,

a concentracao celular final atingiu valores da ordem de 10’ UFC.mL™.
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Figura 19. Logaritmo da concentracdo de células de —*—B. atrophaeus
(concentracéo inicial de 10> UFC.mL"); —#— B. atrophaeus (concentrac&o inicial de 10*
UFC.mL™); ——B. pumilus (concentracdo inicial de 10> UFC.mL™); —*—B. pumilus
(concentracao inicial de 10* UFC.mL™) em cultivos em co-cultura com D. salina. Cultivos
realizados em condicdes de luminosidade de 20 (+10) umol fétons . m?2. s, 25°C a 110

rom.

As condicbes ambientais tais como concentracdes de nutrientes
Inorganicos, vitaminas e minerais, bem como as interagbes bacterianas que séo
especificas, influenciam no crescimento das microalgas. O modo de interagir das
bactérias pode ser diferente em outras condi¢cdes de crescimento da quantidade e
da qualidade dos fitoplanctons. Verificou-se que as bactérias promovem o
crescimento de algas na fase exponencial (GROSSART; SIMON, 2007).

Até 34 dias, os cultivos em co-cultura tiveram um aumento do valor de pH,
decorrentes em parte do crescimento microalgal, que remove gas carbbnico do
meio de cultivo, e crescimento bacteriano com uso de fonte de nitrogénio
organico, como proteinas e peptideos provenientes de microalgas mortas, com
liberacdo de amobnia no meio de cultivo. A seguir houve uma queda do valor de
pH proveniente provavelmente do metabolismo bacteriano com consumo do ion
amonio e/ou producdo de acidos organicos. Esse comportamento, também
ocorreu para o0 cultivo axénico, que foi mantido nesta condicdo até

aproximadamente 19 dias de cultivo (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores de pH dos cultivos em co-culturas de D. salina axénica
(concentracao inicial de 10% células.mL™) com Bacillus atrophaeus e Bacillus pumilus com
concentragdes iniciais de 10? e 10* UFC.mL™ cultivadas a 25°C, e com 20 (+10) umol

fotons m?2. s

D. salina D. salina
Tempo D. salina (10“células.mL) (10“células.mL)
(dias) Axénica + +
(10* células.mL™) B. atrophaeus B. pumilus
(UFC.mL™) (UFC.mL™)
10° 10* 107 10*
0 7,11 7,14 7,10 7,21 7,02
(+0,16) (#0,04) (0,10) (+0,10)  (+0,09)
4 7,15 7,20 7,19 71,22 7,20
(£0,10) (20,11) (0,12) (20,08)  (0,13)
19 7,23 7,49 7,55 7,76 7,49
(+0,04) (+0,07)  (+0,03) (+0,06) (0,08)
34 7,81 7,80 7,92 7,93 7,70
(x0,11) (20,09) (¥0,07) (20,12)  (0,10)
40 7,60 5,98 6,53 7,00 7,35
(+0,08) (£0,22)  (¢0,16) (+0,11)  (0,14)
47 6,09 7,11 7,29 6,57 6,97
(+0,22) (#0,03)  (#0,3)  (¥0,09)  (0,05)

Tendo em vista que os cultivos realizados com concentragao inicial de D.
salina com 10* células.mL™ em condi¢des de luminosidade de 20 (+10) umol
fé6tons.m. s, 25°C a 110 rpm levaram a tempos de cultivo longos, optou-se por

realizar cultivos em que estes tempos fossem diminuidos.

Dessa forma deu-se continuidade ao trabalho com co-culturas, mas
aumentando a concentracdo celular inicial de D. salina para 10° células.mL™ em
condicées de luminosidade de 80 (+10) umol fétons.m?. s™, 25°C a 110 rpm,
cujos resultados sédo apresentados na Figura 20. Foram realizadas as seguintes
condicdes: B. atrophaeus (10> UFC.mL™Y); B. atrophaeus (10* UFC.mL™); B.
pumilus (10?> UFC.mL™); B. pumilus (10* UFC.mL™); B. atrophaeus (10* UFC.mL™)
e B. pumilus (10" UFC.mL™); B. atrophaeus (10> UFC.mL™) e B. pumilus (102
UFC.mL™).



85

Dissertagdo de Mestrado - Evellin do Espirito Santo
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Figura 20. Curvas de crescimento de = D. salina axénica (concentracéo
inicial de 10° células.mL™) e de co-culturas de D. salina (concentracdo inicial de 10°

|

células.mL™) com " B. atrophaeus (concentracdo inicial de 10> UFC.mL™); —*— B.

atrophaeus (concentracdo inicial de 10* UFC.mL™); ==*=-B. pumilus (concentrac&o
inicial de 102 UFC.mL™Y); ~* " B. pumilus (concentrago inicial de 10* UFC.mL?); —®—
B. atrophaeus (concentracéo inicial de 10" UFC.mL™) e B. pumilus (1 concentrac&o inicial
de 10" UFC.mL™Y); —-f— B. atrophaeus (concentracéo inicial de 10> UFC.mL™) e B.

pumilus (concentracdo inicial de 10> UFC.mL™). Cultivos realizados em condicdes de

luminosidade de 80 (+10) pymol fétons.m™ s™, 25°C a 110 rpm.

De um modo geral, houve uma tendéncia de aumento da concentracéo
obtida de D. salina em co-cultura com as cepas de B. atrophaeus e/ou B. pumilus.
O comportamento do crescimento da D. salina com concentra¢des iniciais de 102
UFC.mL? e 10* UFC.mL? de B. atrophaeus e B. pumilus tiveram a mesma
tendéncia. No caso da combinacdo das duas espécies de Bacillus na
concentracdo de 10° UFC.mL™, totalizando 2,0 x10° UFC.mL™?, no entanto,
levaram & concentracdo de 4,12x10° células.mL™, com destacada diferenca em
relacdo ao experimento padrdo (p < 0,001, MANOVA, tendo como covariavel o

tempo, com valores de concentracdo celular de 6 a 12 horas), que foi aquele
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conduzido com cepa axénica. A diminui¢cdo da concentracdo total destas bactérias
para 2x10' UFC.mL™, no entanto, levou a resultados praticamente iguais aos
cultivos padrdo. Assim, o aumento do crescimento celular foi decorrente da
adequacdo da concentracgéo inicial do inéculo de bactéria, bem como a combinagéo

de microrganismos.

Com relacdo ao comportamento bacteriano, observa-se o crescimento
das bactérias desde o inicio do cultivo, sem que praticamente tenha ocorrido
fase lag, chegando a valores préximos a 10° UFC.mL™ nos primeiros 4 dias de

cultivo (Figura 21).
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Figura 21. Concentracdo de células de ™ B. atrophaeus (concentrac&o inicial de
10 UFC.mL™); 7B-B. atrophaeus (concentraco inicial de 10* UFC.mL™); -#-B. pumilus
(concentracdo inicial de 10° UFC.mL™); —®—B. pumilus (concentracdo inicial de 10*
UFC.mL™); —*— B. atrophaeus e B. pumilus (concentrac&o inicial de 10' UFC.mL™); —*"
B. atrophaeus e B. pumilus (concentracdo inicial de 10> UFC.mL™) em cultivos em co-
cultura com D. salina. Cultivos realizados em condi¢cbes de luminosidade de 80 (+10)

umol fétons.m™. s, 25°C a 110 rpm.

Dessa forma, o0 aumento da concentracgéao inicial de D. salina e o aumento da
intensidade luminosa ndo sé antecipou o crescimento da microalga, mas também
das bactérias. Também foi possivel observar que o maior crescimento bacteriano
ocorreu justamente na condicdo onde houve o maior crescimento da microalga,
gue é a co-cultura desta com a mistura das duas bactérias (B. atrophaeus e B.

pumilus), cada uma em concentracéo inicial de 10 UFC.mL™*
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Em praticamente todos os experimentos, houve uma tendéncia de queda
do valor de pH desde o inicio do cultivo até o término (12 dias) (Tabela 5),

provavelmente devido a formacdo de 4&cidos pelas bactérias.

Tabela 5. Valor de pH das co-culturas de D. salina axénica com in6culos iniciais

de 10°células.mL™ cultivadas a 80 (+10) umol fétons m™2. s™.

D. salina D. salina D. salina (10° células.mL)
Tempo D.salina (10°células.mL) (10°células.mL) +
(dias)  Axeénica + + B. atrophaeus (UFC.mL™)
(10° B. atrophaeus B. pumilus +
células.mL) (UFC.mL'l) (UFC.mL'l) B. pumilus (UFC.mL'l)
10 10* 10 10* 10 + 10 10% + 10°
0 6,66 7,76 7,67 6,86 7,86 8,21 8,27
(20,35) (£0,08) (£0,12) (£0,23) (£0,13) (£0,04) (£0,01)
6 6,45 7,54 7,86 7,95 7,93 7,99 8,37
(0,40) (£0,20)  (#0,05) (+0,04) (+0,03) (£0,02) (+0,26)
8 6,43 7,01 7,62 7,69 7,70 7,72 8,35
(£0,32) (£0,15) (£0,03) (+0,07) (£0,03) (£0,05) (£0,17)
12 6,31 7,17 7,50 7,68 7,72 7,82 7,81
(+0,31) (+0,07)  (#0,09) (+0,07) (+0,01) (+0,03) (+0,01)

Fouilland et al. (2018) sugeriram que as bactérias que crescem com cepas
de microalgas provavelmente sdo bactérias que se beneficiam da ficosfera, em
detrimento da velocidade especifica de crescimento de algas. No presente
estudo, essa relacdo também foi observada. O cultivo controle de D. salina
axénica (Figura 22) teve uma velocidade especifica de crescimento maxima (Um)
de 0,60 dia™.
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Figura 22. D. salina axénica com concentracdo inicial de 10° células.mL™

(controle) cultivadas a 80 (+10) umol fétons m™2. s™.
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As co-culturas de D. salina com B. atrophaeus foram comparadas ao
controle de D. salina axénica. Com a concentracao inicial de 10° UFC.mL™ de B.
atrophaeus obteve-se p, de 0,54 dia™, enquanto que com a concentracgéo inicial
de 10* UFC.mL™ o i, foi de 0,42 dia™ (Figura 23). Quanto maior a concentracéo
de bactéria inoculada, menor foi a velocidade especifica de crescimento do
microrganismo.
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Figura 23. 1) D. salina axénica com concentracéo inicial de 10° células.mL™ e B.
atrophaeus (concentracdo inicial de 10° UFC.mL™); 2) D. salina axénica com
concentraco inicial de 10° células.mL™ e B. atrophaeus (concentracdo inicial de 10

UFC.mL™) cultivadas a 80 (+10) pmol fétons m™. s™.

Compararam-se as co-culturas de D. salina com B. pumilus. Com a
concentracdo inicial de 10° UFC.mL™ no cultivo obteve-se p, de 0,44 dia™,
enquanto que com a concentracao inicial de 10* UFC.mL™?, o p, foi de 0,36 dia™
(Figura 24).
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Figura 24. 1) D. salina axénica com concentracéo inicial de 10° células.mL™ e B.
pumilus (concentrac&o inicial de 10> UFC.mL-1); 2) D. salina axénica com concentracéo
inicial de 10° células.mL™ e B. pumilus (concentrac&o inicial de 10* UFC.mL-1) cultivadas

a 80 (+10) umol fétons m2. s™.

Também compararam-se as co-culturas de D. salina com B. pumilus e B.

atrophaeus com a concentracao inicial de cada bactéria sendo 10* UFC.mL™, no
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qual obteve-se um un, de 0,38 dia™* no cultivo. Quando a concentrac&o inicial de
cada bactéria foi de 10 UFC.mL™, o um foi de 0,36 dia™ (Figura 25).
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Figura 25. 1) D. salina axénica com concentracéo inicial de 10° células.mL™ , B.
atrophaeus (1 concentracéo inicial de 0* UFC.mL™) e B. pumilus (concentrac&o inicial de
10 UFC.mL™); 2) D. salina axénica com concentracdo inicial de 10° células.mL™, B.
atrophaeus (concentracéo inicial de 10> UFC.mL™) e B. pumilus (concentracéo inicial de
102 UFC.mL™) cultivadas a 80 (+10) ymol fétons m™2. s™.

Fouilland et al. (2018), que afirmaram o efeito negativo das bactérias
baseando-se na velocidade especifica de crescimento, Le Chevanton et al. (2013)
concluiram que o dispositivo experimental era uma ferramenta de alto rendimento
do crescimento de microalgas provenientes do efeito bacteriano. Duas cepas de
bactérias dos géneros Alteromonas sp. e Muricauda sp. provocaram maior
acumulo de biomassa de Dunaliella sp., bem como 0 aumento na incorporacdo de
nitrogénio, o que sugeriu que a disponibilidade deste nutriente para microalgas foi
afetada por essas bactérias. Os resultados do estudo sugeriram que o
desempenho da cultura pode ser substancialmente modificado por bactérias,
resultando em maior produtividade da cultura, o que é de particular interesse para
a producéo industrial.

O presente estudo demonstrou que a concentracdo do microrganismo,
juntamente com sua combinacéo, resulta na diferenga do crescimento microalgal.
Verificou-se que as bactérias isoladas da cepa xénica, cultivados juntamente a
cepa axénica, embora tenham diminuido o pn,, anteciparam o crescimento celular
e também o estenderam, levando a uma maior concentracdo celular final,
contrapondo o efeito negativo citado anteriormente, estando em acordo com o0
trabalho de Le Chevanton et al. (2013).
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5.3 Extratos

Ao observar o crescimento das co-culturas, verificou-se que os cultivos
associados com bactérias podem melhorar o crescimento celular de D. salina. Da
mesma forma, a morte celular da microalga fornece matéria organica para o
consumo das bactérias. Mediante esses resultados, produziu-se extratos
microbianos com potencial inovacdo tecnologica para as finalidades descritas a

seqguir.

Adicionou-se o extrato seco do B. atrophaeus ATCC 9372, mesma espécie
de microrganismo isolado nos meios de D. salina, H. pluvialis, C. vulgaris e A.
platensis, para ser utilizado como promotor de crescimento desses
microrganismos fotossintetizantes. Quanto ao crescimento do B. atrophaeus
ATCC 9372, utilizou-se extratos das cepas de C. vulgaris e A. platensis para

substituir a fonte de proteina do meio de cultivo TSB.

5.3.1 Extrato de B. atrophaeus ATCC 9372

Realizaram-se dois cultivos de B. atrophaeus ATCC 9372 para a producéo
do extrato bacteriano, com diferenca de temperatura de 7 °C entre os dois
cultivos, no qual foi avaliado o crescimento celular para definir operacionalmente

gual extrato bacteriano utilizar.

No cultivo em biorreator a 30°C levou-se 16 horas para atingir a
concentragcdo maxima de 22,5 g.L™! e entrar na fase estacionaria. A producéo de
espuma foi baixa, com a quantidade de antiespumante adicionada no inicio do
cultivo (2 gotas) sendo suficiente para o decorrer do processo, devido ao seu
metabolismo mais lento em comparagcdo com o cultivo de 37° C. A concentracao
de aclicares redutores, inicialmente 2,9 g.L™, em decorréncia da alimentacdo com
glicose, aumentou gradativamente até 8h de cultivo para 10,8 g.L™, e permaneceu
oscilando entre 12,0 e 14,5 g.L™ até 22 horas. O valor de pH inicial do cultivo foi
de 7,13, que diminuiu até 6,06 em 16 horas de cultivo, o que corresponde ao

ultimo ponto da fase exponencial de crescimento, evidenciando que o aumento da
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biomassa mais pronunciado, devido a seu metabolismo, levou a uma diminuigao
do valor de pH (Figura 26), o que pode ter sido uma consequéncia da limitacdo de
oxigénio quando o crescimento celular foi mais acentuado, com formacdo de
acidos. No entanto, quando o valor de pH chega a valores da ordem de 6, ha uma
modificacdo no metabolismo com possivel consumo dos acidos organicos
produzidos, e provavelmente alterando o metabolismo para a formacdo de
compostos nao acidos, como 2,3 butanodiol e etanol (BIALKOWSKA et al., 2016).
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Figura 26. Curva de crescimento da biomassa de B. atrophaeus (g.L™),
concentracdo de aclcares redutores totais (ART) (g.L™) e valor de pH em funcdo do

tempo de cultivo a 30°C.

No cultivo de 37°C, o B. atrophaeus precisou de apenas 2 horas de
adaptacdo, metade do tempo para o cultivo a 30°C, para crescer
exponencialmente até 12h, obtendo-se concentracdo méaxima de 21,7 g.L™ de
biomassa. A oscilacdo de acgUcares redutores foi menor que a observada para o
cultivo anterior; iniciou-se em 2,7 g.L™ e as concentraces mantiveram-se de 6,0 a
8,0 g.L™. O pH inicial foi 7,19, diminuiu até 8h chegando a 5,97, o que, da mesma
forma que no cultivo a 30°C, levou a uma alteracdo do metabolismo, com

consequente reversao da tendéncia de queda de pH (Figura 27).
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Figura 27. Curva de crescimento da biomassa de B. atrophaeus (g.L™),
concentracdo de aclcares redutores totais (ART) (g.L™) e valor de pH em funcdo do

tempo de cultivo a 37°C.

A faixa de temperatura Otima de crescimento estd entre 28 e 30°C
(NAKAMURA, 1989). No entanto, neste trabalho, ao comparar os cultivos em
duas temperaturas diferentes, mantendo as condi¢cdes anteriores, verificou-se que
0 aumento de temperatura para 37°C necessitou de 6 horas a menos de cultivo
para estabilizar o crescimento celular. O fato do cultivo ocorrer mais rapidamente

levou a necessidade de maior adicdo de antiespumante ao longo do cultivo.

Beranova et al. (2010) verificaram que apesar das diferentes composicdes
de acidos graxos da membrana causadas pelo metabolismo anaerdbico, B.
subtilis é capaz de se adaptar efetivamente as condi¢cdes de frio, tanto em
temperaturas estaveis quanto em mudancas repentinas de temperatura. Também
concluiram que o mecanismo de controle da sintese da dessaturase de acido
graxo é o mesmo que em condicBes aerobias, apesar do fato de que a enzima

nao é funcional sob condicbes andxicas

Monteiro et al. (2005) observaram que nos cultivos o aumento da
concentracdo de glicose de até 5,0 g.L™ levou a um aumento da concentracdo
maxima de células vegetativas e esporos, enquanto em concentragdes iniciais de
glicose superiores a esse valor as esporulagdes foram inibidas. De acordo com

Dauner, Storni e Sauer (2001), quando ha excesso de carbono nas culturas
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ocorre a reducdo da eficiéncia energética do crescimento, chamado de
metabolismo de transbordamento: mudancas metabdlicas do fluxo de carbono ou
elétrons para vias menos eficientes e/ou uma variedade de reacdes de

derramamento de energia.

O processo descontinuo foi alimentado com glicose para que houvesse
uma maior producdo de biomassa. As concentracdes de agucares redutores totais
(ART)

gradativamente no meio por um periodo até atingir um valor que teve tendéncia

tiveram comportamento semelhante, pois a glicose se acumula
de se manter, na ordem de 12,0 a 14,0 g.L* e 6,0 a 8,0 g.L" nos cultivos
realizados a 30°C e 37°C,
osmolaridade aumentou gradativamente até cessar o0 processo. Inicialmente, o
cultivo a 30 °C teve 0,363 Osm.kg™, e o cultivo a 37 °C teve 0,354. No final do

respectivamente. Em ambos o0s cultivos a

cultivo a osmolaridade foi de 0,492 Osm.kg™ em 22 horas e 0,507 Osm.kg™ em 16

horas, respectivamente, cultivos a 30 °C e a 37 °C (Tabela 6).

Tabela 6. Osmolaridade durante os cultivos de B. atrophaeus ATCC 9372 para

producao de extrato, de 30° C e 37° C.

Osmolaridade

Tempo (Osm.kg™)

(horas) 30°C 37°C
0 0,363(+0,000) 0,354(+0,000)
2 0,371(¥0,003) 0,403(+0,003)
4 0,401(20,014) 0,419(+0,014)
6 0,408(+0,005)  0,446(+0,005)
8 0,430(x0,000)  0,456(+0,000)
10 0,447(x0,000) 0,461(+0,000)
12 0,465(+0,005) 0,479(+0,005)
14 0,444(x0,009) 0,488(0,009)
16 0,450(x0,024) 0,507(+0,024)
18 0,483(+0,001) -
20 0,488(0,001) ;
22 0,492(0,000) -

Verificou-se o pn do B. atrophaeus em cultivo a 30° C (0,16 h™) e 37° C
(0,40 h™) (Figura 28). O aumento da temperatura levou a um aumento substancial

na velocidade especifica de crescimento (150%), com consequente diminui¢do de
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tempo de cultivo. Dessa forma, o extrato de B. atrophaues obtido em temperatura

de 37°C foi definido como padrdo para experimentos futuros com lisados

bacterianos.
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Figura. 28. Logaritmo Neperiano da concentracéo celular (g.L™) de B. atrophaeus
e funcdo do tempo para temperaturas de 30°C e 37°C.

5.3.1.1 Cultivo de D. salina, H. pluvialis, C. vulgaris e A. platensis com
extrato de B. atrophaeus ATCC 9372

A biomassa de B. atrophaeus obtida no cultivo a 37° C foi submetida ao método
fisico de rompimento celular, promovido pelo atrito de pérolas de vidro, e
posteriormente seca em estufa. Analisou-se a composi¢ao proximal do extrato de
B. atrophaeus ATCC 9372 (Tabela 7).

Tabela 7. Composicédo proximal do extrato de B. atrophaeus ATCC 9372.

Componente Teor (%)
Lipidios 9,39(+2,33)
Proteinas 47,39(%0,23)

Cinzas Totais 10,68(x0,09)

Carboidratos 32,55
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O extrato de B. atrophaeus ATCC 9372 é constituido 9,39% de lipidios,
10,68% séao cinzas totais referentes ao residuo inorganico remanescente da
gueima da matéria organica, como sodio, potassio, magnésio, calcio, ferro,
fosforo, cobre, cloreto, aluminio, zinco, manganés e outros compostos minerais.
Possui uma porcentagem alta de carboidratos e proteinas, 32,55% e 47,39%,
respectivamente. Referente a fracdo proteica, possivelmente houve a producédo
de biossurfactantes. Segundo Das Neves (2007), esses compostos podem ser
produzidos em culturas de B. subtilis usando a glicose como substrato. Os
biossurfactantes lipopeptidicos ciclicos possuem atividade antimicrobiana

(surfactina, iturina e fengicina) que também reduzem a tenséo superficial.

Verificou-se em cepas de microrganismos fotossintetizantes cultivadas com
0,5% de extrato de B. atrophaeus ATCC 9372 o aumento da producéo de
biomassa, se comparada ao meio padrdo, em que nao se adicionou extrato
(Tabela 8).

Tabela 8. Valores médios de concentracdo de D. salina axénica com
concentracdo inicial de 10° células.mL™ em meio /2, em meio f/2 em co-cultura de
B.atrophaeus e B. pumilus (concentracéo inicial de 10> UFC.mL™), e em meio modificado
em meio /2 com 0,5% de extrato de B. atrophaeus ATCC 9372.

Tempo Controle Co-cultura Extrato

(Dias) (células.mL™) (células.mL™) (células.mL™)
0 1,6 x10°(¥0,4) 1,6 x 10°(x0,4) 1,6 x 10° (+0,4)
1 2,6 x 10° (x0,4) 2,6x10°(x0,3)  1,3x10°(x1,3)
2 2,8 x10° (£2,3) 4,0 x 10° (+5,0) -
3 5,1 x 10° (£3,9) 7,8 x 10°(+7,4) -
4 1,0 x 10° (¢1,9) 1,1 x 10°(¢2,4) -
5 - 1,6 x10°(x2,3)  2,5x10° (£2,5)
6 1,4 x 10°(¢1,7) 2,4 x 10° (#1,7) -
7 - - 5,9 x 10° (+5,9)
8 1,1 x 10°(+4,1) 4,1 x 10°(x1,5) =
11 - s 1,9 x 10°(+1,9)
12 9,3x10° (¥0,6)  2,2x10°(%1,5) -
15 - - 2,6 x 10° (+2,6)
22 - - 7,6 x 10°(+1,7)
26 - - 1,6 x 10'(+2,6)
29 - - 1,4 x 10'(+2,6)
33 - - 1,3x 10" (+2,5)
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Comparou-se os crescimentos da cultura de D. salina em meio de cultura
modificado com 0,5% de extrato de B. atrophaeus, com a melhor condi¢cdo de co-

cultura e o controle.

Obtiveram-se resultados semelhantes na cepa axénica e ndo axénica de D.
salina (Figura 29), indicando a eficiéncia do extrato em ambos 0s casos, inclusive
sendo verificado um aumento de concentragdo celular mais significativo na
utilizagéo do extrato de B. atrophaeus ATCC 9372 do que na co-cultura realizada

com o B. atrophaeus isolado no meio residual dessa cepa, em cepa axénica.
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Figura 29. Curva de crescimento de D. salina axénica (A) e xénica (B),
comparando o meio /2 e f/2 + E (extrato de B. atrophaeus ATCC 9372) de

concentracdo celular (células.mL™) por até 26 dias.
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Como comentado anteriormente, a D. salina axénica em meio de cultura
com extrato bacteriano chegou a concentracdo celular de 1,6 x 10’ células.mL™,
enquanto em meio de cultura padrdo a concentracdo méxima foi 1,1 x 10°
células.mL™?, sendo que a concentracdo inicial de ambas foi de 1,8 x 10°
células.mL™. Nas mesmas condicées, avaliou-se os cultivos de D. salina xénica,
em meio de cultura padrdo, sendo que o cultivo foi estabilizado em 5,6 x 10°
células.mL*em 14 dias, enquanto o cultivo em meio de cultura modificado (com
extrato bacteriano) em 24 dias ainda ndo havia estabilizado, porém evidenciou

crescimento superior em relacdo ao controle, com 1,7 x 107 células.mL™.

Houve contaminacdo no controle da cepa axénica ap0s a estabilizacdo do
crescimento celular (a partir do 12° dia) e o uso do extrato, além de ter estimulado
0 crescimento da microalga, pode ter protegido de microrganismos provenientes
de contaminacdo. Rajaofera et al. (2018) identificaram que as estirpes de B.
atrophaeus exibiram bioatividade significativa contra fungos patogénicos de
plantas e mencionam que a cepa € promissora quanto a producdo de substancia
antimicrobiana. Este antifingico apresentou estabilidade térmica e ativa em uma

ampla faixa de pH de 5,0 a 10,0.

Os cultivos de D. salina em meio padrdo e em meio modificado
mantiveram-se na faixa de pH entre 6,0 e 8,5.0 pH inicial foi de 7,36 da cepa
axénica em meio padrdo e durante a fase exponencial caiu até 6,43, mas ao
estabilizar a concentragao celular o pH aumentou para 8,13. Avaliou-se 0 meio
modificado, registrando um valor de pH inicial em 7,91. J& no primeiro dia houve
um aumento para 8,15, seguindo de subsequente acidificacdo nos 22 dias
seguintes de cultivo, chegando a um valor de 6,06. Posteriormente 0 meio voltou
a alcalinizar até os 33 dias de cultivo,b com pH em 7,90. O mesmo
acompanhamento foi realizado com a cepa xénica, em ambos 0os meios houve
gueda até o 3° dia de cultivo do pH e posteriormente houve um crescimento
seguido de estabilizacdo. No meio /2, o pH inicial foi de 7,36, no terceiro dia de
cultivo diminuiu para 7,19, voltou a aumentar até 8,51 no sexto dia onde houve
uma estabilizacdo. Ja no meio modificado, o pH inicial foi 7,91, no terceiro dia
diminuiu para 6,90, voltou a aumentar até 8,31 no 14° dia de cultivo, no pH

estabilizou-se até o final do cultivo (Figura 30).
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Figura 30. Valores de pH dos cultivos das cepas de D. salina axénica (A) e xénica

(B) em meio padrédo f/2 e em meio modificado (f/2 + E).

No cultivo da cepa axénica, obteve-se velocidade especifica de 0,18 dia™

no cultivo em meio modificado, enquanto em meio padréo a velocidade foi de 0,28

dia™ (Figura 31).
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Figura 31. Velocidade especifica do cultivo da cepa de D. salina axénica em meio

padréo f/2 e em meio modificado (f/2 + E).
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Ja no cultivo da cepa xénica, obteve-se a velocidade especifica de 0,22
dia™ no cultivo em meio modificado, enquanto, em meio padréo a velocidade foi
de 0,20 h™* (Figura 32).
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Figura 32. Velocidade especifica do cultivo da cepa de D. salina xénica em meio

padrao /2 e em meio modificado (f’2 + E).

Ao final do cultivo, a concentracao celular de D. salina em meio modificado
foi superior do que em meio padrdo tanto em cultivo axénico (p = 0,002), como em

cultivo ndo axénico (p = 0,003).

No experimento de C. vulgaris, houve maior aumento da concentragéo
celular no meio modificado (Bold + extrato de B. atrophaeus ATCC 9372) em
comparacao ao crescimento em meio padrao (Bold) (Figura 33) (p = 0,002). Esse
aumento pode ser justificado devido a essa espécie possuir a capacidade de
crescimento heterotréfico, bem como da presenca de nutrientes organicos no
extrato, como vitaminas, que podem ter acelerado o crescimento celular. Houve a
estabilizacdo em 17 dias de cultivo em meio padrdo, no qual a concentracéo de
biomassa atingiu 0,67 g.L™*, e no meio modificado a concentracéo celular atingiu
1,55 g.L™* em 24 dias de cultivo.
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Figura 33. Curva de crescimento de C. vulgaris comparando o meio Bold e Bold +
E (extrato de B. atrophaeus ATCC 9372).

Em relacdo ao valor de pH do cultivo da cepa de C. vulgaris, foi diferente o
comportamento da cepa entre os meios. Em meio Bold, o cultivo iniciou com pH
7,38, até o terceiro dia tendeu a diminuir ao pH 7,25, porém aumentou até 10,65
no décimo quarto dia, atingindo um pH final de cultivo em 9,27 ao vigésimo quarto
dia. Enquanto que, em meio modificado, o pH inicial foi de 6,73, tendeu a
aumentar, mas graficamente mostrou-se estavel entre 7,73 e 8,76, sendo que, ao
dia 24, registrou-se o maior valor de pH que foi de 11,24 (Figura 34). Esse
aumento final de valor de pH no cultivo com adicdo de extrato pode ter sido do
uso de peptideos do extrato como fonte de carbono, com a liberacdo de amdnia

no meio de cultivo.
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Figura 34. pH do cultivo da cepa de C. vulgaris em meio padrdo Bold e em meio
modificado (Bold + E).
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No cultivo de C. vulgaris, obteve-se velocidade especifica de crescimento
de 0,06 dia® no cultivo em meio modificado, enquanto que em meio padrdo a
velocidade foi de 0,30 dia™ (Figura 35).
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Figura 35. Velocidade especifica do cultivo da cepa de C. vulgaris em meio

padréo Bold e em meio modificado (Bold + E).

A velocidade especifica da C. vulgaris € bem menor no meio de cultura
modificado do que no meio padrdo, porém a concentracao celular obtida ao final
do cultivo é superior quando cultivado no meio com extrato bacteriano, o que se
deve ao crescimento acentuado desde o inicio do cultivo celular. De fato, no meio
modificado ndo houve um aumento substancial da concentracdo celular por um
periodo curto de tempo, que é refletida na inclinagdo da curva, como ocorreu no

cultivo sem adicao de extrato de B. atrophaeus.

As situacdes anteriores, dos cultivos de D. salina e C. vulgaris, também séo
evidenciadas visualmente. A Figura 36 demonstra que os cultivos em 24 dias das
cepas xénicas de D. salina em meio f/2 com extrato hidrolisado bacteriano esta na
fase verde, enquanto em meio padrdo as células do cultivo ja encontravam-se em
carotenogénese, na fase laranja. Isso confere a vantagem de se possibilitar o
prolongamento da fase exponencial conseguindo maior concentracdo de
biomassa e, com maior quantidade de células, também seria possivel produzir

maior concentracdo de carotenoides ao final do cultivo.
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Figura 36. (A) D. salina na fase verde em meio /2 modificado; (B) D. salina em

carotenogénese no meio padrado, em 24 dias de cultivo.

Considerando uma cepa que possui fase Unica, foi demonstrado
visualmente, através da coloracdo verde escura, a indicacdo de maior

concentracgéo celular no cultivo de C. vulgaris (Figura 37).

Figura 37. C. vulgaris cultivada em meio com extrato bacteriano (A)
comparado ao meio padréo (B).

Também testou-se o meio Schlésser modificado com a adicdo do extrato
bacteriano, em ambos os meios de cultivos, a concentragdo celular inicial foi de
0,17 g.L™.

Nos dois meios, verificou-se que a cianobactéria ndo teve fase lag, e o
comportamento dos cultivos foi semelhante até o 10° dia. Apenas apés 10 dias

comecaram a se diferenciar quanto ao perfil de crescimento.

Em 14 dias de cultivo, havia 1,09 g.L™* em meio Schlésser e, apés 17 dias
de cultivo, 1,41 g.L™" em meio Schlésser modificado (Figura 38). Este valor foi 29
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% superior ao maior encontrado no cultivo padrdo, mas nao evidenciado

estatisticamente (p = 0,224).
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Figura 38. Curva de crescimento de A. platensis comparando o meio Schlésser e
Schlésser + E (extrato de B. atrophaeus ATCC 9372).

Durante os 17 dias de cultivo, a comparacao dos valores de pH durante o
crescimento de A. platensis em meio Schlésser e em meio modificado, de um
modo geral, ndo apresentaram diferengas significativas, como evidencia a Tabela
9, apresentando o comportamento classico de cultivos de A. platensis sem
controle de pH, que é o aumento do valor durante o crescimento celular,
decorrente do consumo de bicarbonato do meio de cultivo para uso do géas
carbdnico no processo de fotossintese, com estabilizacdo em valores préoximos a

11 a partir de um determinado tempo de cultivo.

Tabela 9. Valor de pH dos cultivos das cepas de A. platensis em meio padréao

Schlésser e em meio modificado com extrato bacteriano (Schlésser + E)

Tempo
(dias) Schlésser Schlosser + E
0 9,75+0,01 9,79+0,02
3 9,91+0,03 9,92+0,01
6 10,17+0,02 10,22+0,09
10 11,3240,37 10,88+0,32
14 11,97+0,25 12,07+0,15
17 11,64+0,34  11,760,31
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No cultivo de A. platensis obteve-se velocidade especifica de crescimento
méxima de 0,22 dia™ no cultivo em meio modificado, enquanto em meio padréo a
velocidade foi de 0,18 dia™ (Figura 39).
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Figura 39. Velocidade especifica do cultivo da cepa de A. platensis em meio
padréo Schlgsser e em meio modificado (Schlsser + E).

Em ambos os meios de cultura a concentracéo inicial de H. pluvialis foi de
1,25x10° células mL™ de biomassa e a concentracdo méxima atingida no meio
padréo foi 4,83x10° células mL™, enquanto em meio modificado (Bold + E) foi de
1,05x10° células mL™?, valores esses muito diferentes (p= 0,002), representando
mais que o dobro do crescimento de H. pluvialis quando da adi¢cdo de extrato da

bactéria (Figura 40).
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Figura 40. Curva de crescimento de H. pluvialis comparando o meio Bold e Bold +
E (extrato de B. atrophaeus ATCC 9372).
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Devido ao menor numero de pontos experimentais, ndo foi possivel
estabelecer a velocidade especifica do cultivo da cepa de H. pluvialis em meio
padrdo Bold e em meio modificado (Bold + E). No entanto, a visualizacdo da
Figura 40 permite inferir que a inclinacdo da curva de crescimento foi muito maior

no cultivo com adi¢éo de extrato de B. atrophaeus.

O pH do cultivo de H. pluvialis em meio modificado manteve-se um pouco

abaixo do meio padrao, porém acompanhou o perfil gréfico (Figura 41).
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Figura 41. Valores de pH dos cultivos das cepas de H. pluvialis em meio padréo

Bold e em meio modificado com extrato bacteriano (Bold + E).

O pH inicial em meio Bold foi de 7,38, aumentou gradualmente até o sexto
dia, com pH 9,65, chegando a 10,32 em 24 dias. Enquanto em meio modificado
(Bold + E), o pH inicial foi 6,73 aumentou até o dia 6 com pH 9,03 chegando a
9,66 em 24 dias

5.3.2 Extrato de C. vulgaris para uso como fonte de nitrogénio em

cultivo de B. atrophaeus
5.3.2.1 Crescimento de C. vulgaris em fotobiorreator tubular

A C. vulgaris € uma microalga ja utilizada como complemento alimentar, o
gue indica que ndo é um microrganismo fotossintetizante que produz toxinas.
Adicionalmente, pode ser cultivada fotoautotroficamente, mixotroficamente ou
heterotroficamente (LIANG; SARKANY; CUI et al., 2009; KIM et al., 2019). Devido

a essas propriedades, foi a microalga escolhida para o primeiro estudo sobre o
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uso de microrganismos fotossintetizantes como fonte de nitrogénio em cultivo de

microrganismos heterotroficos.

Os cultivos de C. vulgaris foram conduzidos por processo semi-continuo

em fotobiorreator de 35 L, com fracdo de corte de 80% (Figura 42).
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Figura 42. Concentracao celular de C. vulgaris em funcdo do tempo em cultivo em
fotobiorreator tubular por processo semi-continuo, com fracdo de corte de 80%. Foram

realizados cortes nos instantes 7, 14 e 18 dias.

Os valores de concentracao celular durante os ciclos do processo semi-
continuo variaram entre 0,22 g.L-1 e 1,46 g.L-1, e 0 processo se mostrou estavel,

sem tendéncia de queda de concentracdo celular entre um ciclo e outro.

5.3.2.2 Cultivo de B. atrophaeus ATCC 9372 com extrato lisado de C.

vulgaris

Os produtos Single Cell Protein (SCP) podem ser obtidos a partir de
diferentes fontes microbianas, incluindo microalgas, leveduras, fungos e bactérias
(JONES et al., 2020). Particularmente, pode ser destacado o valor biolégico de
microalgas do meio marinho, de modo que podem ser consideradas boas para
serem usadas como SCP (FABREGAS; HERRER, 1985). A abordagem integrada
da bioconversédo pode oferecer novas possibilidades para a lucrativa producéo de

SCP. Em algumas operacdes, a producdo do metabdlito pode ser a principal
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razao para a fermentacdo. Nesse sentido, o SCP produzido pode quase ser
considerado um subproduto cuja venda ajuda a melhorar a economia da
operacdo. Esse tipo de esquema faz a distincdo entre biomassa microbiana
cultivada priméria, que se trata da biomassa produzida por si sO, e da biomassa
cultivada secundéria, produzida como subproduto de fermentacao
economicamente mais significativa (TUSE; MILLER, 1985).

Independentemente se a biomassa microalgal € priméaria ou secundaria,
considerando a riqueza bioguimica de sua composicdo, é importante considerar
diferentes aplicacdes para ela, de forma que seja ampliada a demanda por este
tipo de biomassa. Nesse sentido, h& trabalhos que visam sua incorporacdo em
alimentos (BOLANHO et. al, 2014), bem como em cosméticos (ARIEDE et. al,
2017). Outra aplicacdo potencial seria a utilizacdo de extrato destes
microrganismos como meio de cultura, uma vez que Sao em ricos em

carboidratos, lipidios e proteinas.

Ao considerar o meio padréo (TSB), a peptona de caseina representa 85%
da proteina presente no meio, e a peptona de soja de origem vegetal representa
15%. Tendo em vista a substituicdo dessas fontes de nitrogénio por extrato de C.
vulgaris, foi avaliada a biomassa obtida de processo semi-continuo (item 5.3.2.1),
seja durante os cortes, ou no término do cultivo, que foi tratada de acordo com o
especificado no capitulo de Materiais e Métodos (item 4.12). De modo que foram
obtidas as células rompidas e secas deste microrganismo fotossintetizante,
denominada extrato. O extrato da C. vulgaris obtido teve uma concentracédo de
proteinas 3,5 inferior ao meio TSB. Entretanto, a quantidade de carboidratos é
maior no extrato microalgal (Tabela 10). A alta concentracdo na porcentagem de
carboidratos nos extratos sugere que poderia haver uma substituicdo quanto a
fonte de carbono em meios de cultivo, embora tenha que ser observado o fato
desse conteudo de carboidratos estar em sua grande maioria na forma de
polimeros, o que pode dificultar sua biodisponibilidade, por haver necessidade de
biossintese de enzimas de degradacao pelo B. atrophaeus para que possa utiliza-
los. Também os lipidlos presentes no extrato microalgal poderiam ser utilizados
como fonte de carbono para o B. atrophaeus, indicando que estes nutrientes

poderiam contribuir para melhorar o crescimento celular.
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Tabela 10. Composicéo proximal do meio TSB e do extrato de C. vulgaris

TSB Extrato de C. vulgaris
Lipideos (%0) - 25,78(%0,98)
Proteinas (%0) 49,10(+2,61) 14,03 (x0,16)
Cinzas Totais (%0) 24,54(%0,39) 11,03(x0,09)
Carboidratos (%) 26,36 49,16

Sendo assim, a composicdo do meio de cultura com proteinas provenientes de
extrato foi baseada proporcionalmente ao teor de proteinas determinado no meio
TSB (Tabela 10). Verificou-se que havia 49,1% de proteinas no TSB em po, e
sabendo que na preparacdo do meio TSB utiliza-se 30 g dele para cada litro de
meio, obtem-se a concentracéo de 14,7g de proteina.L™. Considerando-se que no
extrato de C. vulgaris ha um teor proteina de 14,03%, a concentracdo de extrato
que deve ser adicionada para suprir 14,7g de proteina.L™* é 104,8g.L™ (Tabela
11).

Tabela 11. Composi¢cdo do meio de cultura TSB e do meio modificado, com uso

de extrato de C. vulgaris.

TSB Meio
Compostos (g.L™) modificado
(g.L™h
Glicose 2,5 2,5
Cloreto de sodio 5,0 50
Fosfato dipotassico 2,5 2,5
Peptona de caseina 17,0 -
Peptona de soja 3,0 -
Ext. C. vulgaris - 104,8
Agua destilada g.s.p g.s.p
pH (25°C) 7,3+0,2 6,2+0,3

Assim, testou-se o crescimento do B. atrophaeus ATCC 9372 em meio de

cultivo com a fonte de proteina vinda do extrato de C. vulgaris, tendo como
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pardmetro de comparacdo o crescimento desta bactéria em meio TSB, seja
proveniente de pré-indculo crescido em meio liquido TSB (TSB1) ou pré-indculo

crescido em meio solido, em garrafa de Roux, com meio PCA (TSB2) (Figura 43).

10 -

9 - o —
o 8 ¢ . -
E 7
o 6 ——TSB1
=) 5
= 4 —=—TSB2
— 3 —&— Meio de microalga

2

1 4

0 T T T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (h)

Figura 43. Crescimento de B. atrophaeus ATCC 9372 em meio padrdo (TSB1) e
extrato lisado de C. vulgaris, aclimatados em meio TSB por 24 horas, e em meio padrao

nao aclimatado (TSB2).

Em TSB1, meio padrdo no qual o B. atrophaeus ATCC 9372 foi pré-
adaptado ao meio TSB, ao inocular uma populacdo 10> UFC.mL™, a bactéria
imediatamente cresceu exponencialmente até 8h de cultivo, atingindo populagéo
méxima de 3,7 x 108 UFC.mL™ em 24 horas, obtendo-se velocidade especifica de
crescimento maxima (um) de 1,57 h™. Entretanto, na substituicdo das peptonas
por extrato de C. vulgaris, a bactéria precisou de 6 horas para se adaptar, no qual
cresceu exponencialmente até 12h de cultivo, e atingiu uma populagdo maxima
de 1,9 x 10" UFC.mL™ em 24 horas. Seu valor de p,, foi de 1,25 h™.

Lousada (2018) realizou o crescimento de B. atrophaeus em meio /2 e
meio Bold. Ambos foram suplementados com extrato de levedura para atingirem
a concentracéo de 10" UFC.mL™.Também, foi testado a influéncia de pré-inéculos
de 2h e 4h para a ativagao do crescimento bacteriano em TSB. As concentragdes
variaram de 10% a 10° UFC.mL™* em meio f/2. A utilizac&o de pré-inéculos de 2h e
4h levaram a concentracdes celulares respectivamente de 5,40x10° UFC.mL™ e
1,82x10° UFC.mL™. Em meio Bold, os pré-indculos de 2h e 4h levaram a
obtenc&o de 7,80x10° UFC.mL™ e 7,00x10° UFC.mL™, respectivamente.
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Por outro lado, Lenhardt (2016) estudou o crescimento desse mesmo
Bacillus em bagaco de laranja (5g.L™), mas com inéculo de 10° UFC.mL™, e, em

24h de cultivo, foi obtida a concentracao celular de 1,93 x10” UFC.mL™.

O presente ensaio indicou que a substituicdo das peptonas do meio TSB
por proteinas microalgais € uma boa alternativa, pois os crescimentos com as
células ndo adaptadas previamente em meio TSB (experimento TSB2) e os
crescimentos com extrato de C. vulgaris levaram a crescimentos celulares
equivalentes (Figura 43) (p = 0,513). No entanto, em ambos os casos houve fase
lag, sendo mais pronunciada no meio com extrato da microalga, o que poderia ser
evitado com o crescimento prévio das células nesse meio. Quando se cultivou
previamente o indculo de B. atrophaeus em meio TSB (experimento TSB1), ndo
houve fase lag de crescimento, o que se deve ao fato das células estarem
previamente adaptadas ao meio antes de seu crescimento, o que pode ter
proporcionado a obtencédo de maior crescimento celular em comparagdo com o
crescimento do cultivo com extrato microalgal (p = 0,000). No entanto, em
comparacao das concentracdes celulares finais obtidas com o extrato microalgal e
nos meios TSB, ndo houve diferenca estatistica (p = 0,121), reforcando a ideia

gue o extrato microalgal poderia ser usado como fonte de proteinas.

O pH inicial do meio de cultivo proveniente de extrato da microalga teve um
valor inicial menor que os cultivos em meio TSB, e ndo se observou uma nitida
queda de valor de pH ao longo do cultivo com o uso de extrato microalgal no meio
de cultivo. Ficou muito nitida a queda do valor de pH no cultivo com crescimento
do B. atrophaeus em meio TSB que cresceu previamente neste meio quando da
obtencdo do in6culo (TSB1). No entanto, quando o valor atingiu o valor de 6,09,
apos 10 horas de cultivo, houve uma inversdo da tendéncia de queda. O mesmo
comportamento de subida de valor de pH nos instantes finais do cultivo foi obtido
no experimento TSB2 (Tabela 12). Esse mesmo tipo de comportamento foi

observado nos experimentos em biorreator.

Muitas bactérias percebem o pH em seu ambiente e depois usam essas
informagbes para direcionar seu metabolismo para produtos finais mais

favoraveis. O Bacillus subtilis utiliza esse mecanismo de detec¢édo de pH, e migra
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preferencialmente para ambientes neutros, isto €, para produtos finais que néo

exercem efeito de acidifacdo (TOHIDIFAR et al., 2019).

Tabela 12. Valor de pH do cultivo de B. atrophaeus ATCC 9372 em meio de C.

vulgaris comparada ao TSB 1 (inoculo cultivado em meio TSB) e TSB 2 (inéculo cultivado

em meio solido com meio PCA) em 24 horas a 37° C.

Tempo (h) TSB 1 TSB 2 Meio de C. vulgaris
0 7,41(+0,09) 7,05(x0,02) 6,17(+0,01)
2 6,89(0,05) 7,03(+0,03) 5,99(+0,03)
4 6,59(+0,04) 7,08(+0,00) 5,98(+0,06)
6 6,66(+0,05) 7,07(+0,01) 5,99(+0,01)
8 6,64(+0,03) 6,98(+0,02) 5,98(+0,01)
10 6,09(+0,01) 6,33(x0,02) 6,11(+0,01)
12 6,72(0,01) 6,80(+0,01) 6,04(+0,01)
16 6,68(+0,03) 7,00(x0,01) 5,93(+0,01)
24 6,52(+0,03) 6,95(+0,01) 5,91(x0,01)

De acordo com Gary e Bard (1952), com relacdo metabolismo da glicose,
h& dois tipos de células no cultivo de B. subtilis: as células C, em meio constituido
de glicose e extrato de levedura, sdo capazes de respirar e fermentar
rapidamente; as células S, em meio contendo nitrogénio inorganico, sais e
glicose, possuem apenas atividade respiratoria sem capacidade fermentativa. As
células C oxidam a glicose incompletamente em acido acético, acetilmetilcarbinol,
diéxido de carbono e 4gua; anaerobicamente, é obtida uma fermentacao tipica do
tipo homolatica. As células S oxidam a glicose quase até o final com apenas
tracos de acido acético, sendo os principais produtos finais dioxido de carbono e
agua; anaerobicamente, uma fermentacdo homolatica também ocorre, mas em
uma taxa muito lenta. A adicdo de aminoacidos ao meio de nitrogénio inorganico
resulta em um aumento acentuado na atividade fermentativa das células S. O
aumento da tensdo de oxigénio durante o crescimento resulta na perda da
atividade fermentativa e no aumento simultdneo da capacidade respiratoria das
células C. Segundo Huang et al., 2015, o B. atrophaeus pode utilizar de forma
muito eficiente a sacarose e glicose como fonte de carbono. Porém, Monteiro et

al. (2005) demonstrou que o excesso de glicose nas fases iniciais do cultivo,
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inibem o crescimento celular. Outro fator importante € a composicdo de

aminoacidos dos microrganismos fotossintetizantes para a producédo do meio ser

baseada na composicdo de aminoacidos presentes no meio de cultura padréo.

Sabendo a necessidade metabdlica dos microrganismos quanto aos aminoacidos,

€ possivel prever qual tipo de microalga é equivalente ao meio padrao ja utilizado,

como demonstra a Tabela 13.

Tabela 13. Quantidade de aminoacidos em gramas por 100 g de proteinas de C.

vulgaris, D. salina, H. pluvialis e A. platensis comparados a soja e triptona.

Aminoacidos C. D. H. A. Soja®  Triptona®
vulgaris® salina” pluvialis® platensis®

Acido aspartico 10,94 2,11 9,76 13,10 1,30 6,52
Treonina 6,09 1,61 5,75 6,83 4,00 3,91
Serina 7,77 N.D. 7,31 7,59 5,80 5,08
Acido glutamico 9,08 1,75 10,44 11,64 19,00 18,70
Glicina 8,60 1,75 9,98 8,60 4,50 1,79
Alanina 10,90 3,75 12,44 10,99 5,00 2,87
Cisteina 0,19 1,20 0,25 0,20 1,90 0,40
Valina 3,09 1,20 3,67 3,17 5,30 551
Metionina 0,65 1,15 0,71 191 1,30 2,35
Isoleucina 0,09 1,27 4,99 0,13 5,30 4,48
Leucina 7,49 1,65 8,92 7,79 7,7 7,63
Tirosina 8,44 2,13 3,08 5,35 3,20 1,86
Fenilalanina 5,81 1,51 5,42 5,34 5,0 4,09
Histidina 1,25 2,11 0,99 1,00 2,60 2,29
Lisina 6,83 2,30 6,31 5,65 6,40 6,51
Arginina 7,38 3,75 6,73 8,52 7,40 3,31
Triptofano 2,21 3,72 N/A N/A 1,40 1,05
Ornitina 0,13 N/A N/A N/A N/D N/D
Prolina 2,97 6,63 3,24 2,16 5,30 8,65

N/D: ndo detectado; N/A: ndo avaliado: ® SAFI et al., 2013; SHENBAGA et al., 2018:; ¢ SAFI et al.,
2014b; “SAFI et al., 2014; © GRISP, 2016.
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E assim, seria possivel a substituicdo de peptonas nos meios de cultura
para bactérias, fungos, leveduras e células animais. Segundo Fabregas e Herrer
(1985), as espécies de microalgas de agua doce sdo possiveis fontes de
proteinas e comparaveis aos niveis de proteina das microalgas marinhas.
Microalgas marinhas foram consideradas ricas em lisina. A lisina € o aminoacido
essencial mais limitante dos cereais, mas esta presente em concentracées mais

elevadas na proteina animal como carne e ovos.

A concentracdo de lisina nas espécies de microalgas marinhas superou
fontes de proteinas animais, o valor bioldgico dos alimentos esta relacionado ao
nivel de lisina disponivel no contetdo proteico (FABREGAS; HERRER, 1985).
Verificou-se na Tabela 13, que somente a C. vulgaris teve concentracdo de lisina
superior a soja e a triptona. A além da lisina, outros aminoacidos demonstraram
estar em maior concentracdo como: acido aspartico, treonina, serina, glicina,
alanina, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina, triptofano, ornitina. A leucina teve
concentracdo proxima ao padrdo. Enquanto acido glutdmico, cisteina, valina,

metionina, isoleucina, histidina e prolina foram inferiores.

A quantidade e a qualidade das proteinas podem ser afetadas por
diferentes condicdes operacionais e fases de crescimento, essa evolucdo das
variacbes pode dar ainda mais evidéncia para outros tipos de estudos de
proteinas unicelulares em geral. A D. salina pode produzir proteinas de qualidade,
inclusive para nutricdo humana, independentemente do regime de luz. O regime
claro/escuro apresentou maior uso da eficiéncia da luz sem perda de biomassa e
proteina durante a fase escura, verificou-se que a aplicacdo de ciclismo
claro/escuro com limitacdo de nitrogénio durante o cultivo, e colheita de biomassa
na fase estacionaria maximiza a producdo de aminoécidos essenciais (SUI et al.,
2018). Porém, de acordo com os dados da literatura, a D. salina apresentou
concentracfes superiores as fontes convencionais apenas com a tirosina, a
arginina e o triptofano. A histidina tem concentracdo proxima, aos verificados na
soja e na triptona. E o 4cido aspartico e cisteina sdo maiores apenas em relacdo

a soja.

A composicdo de aminoacidos em H. pluvialis no estagio vermelho

indicaram que as proteinas eram compostas principalmente de acido aspartico,
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acido glutamico, alanina e leucina em relagéo ao teor total de aminoécidos (SHAH
et al., 2016). E corroborou com Safi et al. (2014b), esses 4 aminoacidos foram os
gue apresentaram maior concentracdo. Comparando com a soja e a triptona, a H.
pluvialis tem maior concentracdo de &cido aspartico, treonina, serina, glicina,
alanina, leucina, isoleucina e fenilalanina. A tirosina teve concentracao
equivalente a soja, e superior a triptona. Por outro lado, a arginina teve maior

concentracdo na microalga em relacao a soja.

Ao comparar a soja e triptona com a A. platensis, verificou-se maior
concentracdo de &cido aspartico, treonina, serina, glicina, alanina, tirosina,
fenilalanina e arginina. A leucina é equivalente, enquando a metionina € maior em

relacdo a soja, mas € inferior em relacdo a triptona.
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6 CONCLUSOES FINAIS

A partir do meio residual do cultivo de D. salina, H. pluvialis e A. platensis,
foi possivel isolar bactérias como o Bacillus atrophaeus, Bacillus pumilus e
Brevundimonas aurantiaca. Todos os microrganismos chegaram a concentracdes
da ordem de 10’ UFC.mL™ em crescimento em meio TSB. O que demonstrou que
as bactérias estavam viaveis, além disso, ndo sdo patogénicas, caracteristicas
Importantes para a utilizagdo em processos industriais.

Em cultivos de D. salina realizados a 80 umol fétons. m™?. s™, destacou-se
o cultivo em co-cultura de D. salina com, simultaneamente, B. pumilus e B.
atrophaeus, cada um com concentracao inicial de 10> UFC.mL™, com valor de D.
salina final de 4,1x10° células.mL™, em 8 dias de cultivo, enquanto que no meio
padréo a concentracao final foi de 1,3x10° células.mL™ em 6 dias de cultivo.

Quanto maior foi a concentracdo de bactéria inoculada, menor foi a
velocidade especifica de crescimento da D. salina, mas as bactérias, de um modo
geral, anteciparam o crescimento da microalga e também o estenderam, levando
a uma maior concentracao celular final.

O extrato de B. atrophaeus ATCC 9372 a 0,5% promoveu o0 crescimento
em todas as cepas testadas, principalmente na de D. salina axénica que atingiu
1,6 x 10" células.mL™, enquanto em meio de cultura padrdo a concentracdo
méaxima foi 1,1 x 10° células.mL™. E na cepa xénica, obteve-se 1,7 x 10’
células.mL™ com uso do extrato da bactéria, enquanto o padrdo foi 5,0 x 10°
células.mL™. Nesse meio modificado, a microalga é capaz de ficar na fase verde
por mais tempo, 0 que possibilita o prolongamento da fase exponencial
conseguindo maior concentracdo de biomassa e, com maior quantidade de
células, também seria possivel produzir maior concentracdo de carotenoides ao
final do cultivo. A concentracdo maxima atingida por H. pluvialis no meio padréao
foi 4,8x10° células mL™, enquanto em meio modificado (Bold + E) foi de 1,1x10°

células mL™.

O cultivo de C. vulgaris em meio modificado atingiu 1,55 g.L™, enquanto em
meio padréo a concentracdo maxima foi de 0,67 g.L™. No cultivo da cianobactéria
A. platensis, atingiu-se a concentracéo de 1,09 g.L™* em meio padrdo, enquanto
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em meio modificado atingiu-se a concentracéo celular final de 1,41 g.L™. O uso do
extrato seco de bactéria para o crescimento microalgal, € uma boa alternativa
para o melhoramento da producdo de microalgas, e assim serem utilizadas
amplamente na area de alimentos e cosmeéticos.

O cultivo do inéculo de B. atrophaeus em meio TSB levou a maiores
crescimentos celulares do que nos cultivos que ndo houve a aclimatacao, que foi
0 caso dos cultivo com extrato da microalga, cujo indculo foi obtido em meio TSB,
e quando o indculo cresceu em meio PCA, indicando a necessidade de adaptar
previamente o in6culo ao meio com extrato para seu cultivo posterior neste meio.

No cultivo aclimatado ao meio TSB, a concentracdo maxima da bactéria foi
de 3,7 x 10® UFC.mL™?, com pn, de 1,57 h, enquanto que com o uso de extrato da
C. vulgaris a concentracdo maxima de B. atrophaeus foi de 1,9 x 10° UFC.mL™,
com pm de 1,25 h'. No entanto, a substituicdo das peptonas do meio TSB por
extrato de C. vulgaris como fonte de proteinas para o cultivo de B. atrophaeus é
uma boa alternativa, pois 0s crescimentos com as células ndo adaptadas
previamente em meio TSB e os crescimentos com extrato de C. vulgaris levaram
a crescimentos celulares equivalentes. Havendo a possibilidade de serem

utilizadas na producao de vacinas e biofarmacos.
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APENDICE

APENDICE A - Solugbes para a manutencdo dos esporos para as cepas de

Bacillus
A.1 Preparo da solucéo de acetato de calcio 0,02 M

Dissolveu-se 3,51 de acetato de célcio em 1L de &gua destilada, a solucéo foi
autoclavada a 121° C por 15 minutos e armazenada sob refrigeracdo a 8° C até o

momento do uso.
A.2 Preparo da solucéo de hidroxido de célcio 0,14% (p/v)

Dissolveu-se 1,4g de hidroxido de célcio em 1L de agua destilada, a solucéo foi
autoclavada a 121° C por 15 minutos e armazenada sob refrigeracdo a 8° C até o

momento do uso

APENDICE B — TECNICAS DE COLORAGAO MICROBIANA

B.1 Técnica de coloracdo de Gram

A lamina foi preparada com o auxilio de uma alca de platina, para a fixacao do
esfregaco utilizou-se o calor da chama do bico de Bunsen. Cobriu-se o esfregaco
com corante violeta de genciana aguardando por 1 minuto em seguida o
esfregaco foi lavado com agua destilada, cobriu-se o esfregaco com lugol por 1
minuto em seguida lavou-se novamente com agua destilada entédo o esfregaco foi
coberto com alcool acetona (1:1) por 15 segundos, hovamente lavou-se com agua
destilada e aplicou o corante Fucsina de Ziehl diluido (1:10) por 30 segundos e
por fim lavou se com agua destilada e aguardamos a secagem das laminas que

entdo foram observadas com objetiva de imerséo.

B.2 Técnica de coloracéao de Wirtz

A lamina foi preparada com o auxilio de uma alca de platina, para a fixacao
do esfregaco utilizou-se o calor da chama do bico de Bunsen. O esfregaco foi
corado com solucao verde malaquita (5%) e mantido proximo ao calor da chama
por 3 minutos, sem deixar o corante secar, lavou-se com agua destilada e cobriu
o esfregaco com solucédo de safranina (1%) por 30 segundos, novamente valou-se

a lamina e aguardou a secagem. As laminas foram observadas com objetiva de
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imersao.

APENDICE C - Solucdo para a manutencdo da cepa de Brevundimonas
aurantiaca. Preparo da solucdo de sulfato de magnésio heptahidratado 0,01

mol.L*

Dissolveu-se 1,59 de sulfato de magnésio heptahidratado em 1L de &gua
destilada, a solucéo foi autoclavada a 121° C por 15 minutos e armazenada sob

refrigeracéo a 8° C até o] momento do uso.

APENDICE D - Curva de calibrac&o de biomassa B. atrophaeus

Para a determinacao da curva de calibracdo da biomassa de B. atrophaeus ATCC
9372 (Figura 44), 1 mL da suspensao matriz foi adicionada em 99mL de TSB e
incubada a 37° C/ 150rpm/24horas em frasco Erlenmeyer de 250mL fechado com
gaze. Utilizou-se 30mL desse cultivo para inocular 270mL de TSB, no qual foi
distribuido 100 mL em cada erlenmeyer e incubado a 37° C/ 150rpm/24horas em
erlenmeyer de 250mL fechado com gaze. O conteudo foi centrifugado a
4000rpm/4° C/ 30 minutos desprezou-se o0 sobrenadante e o pellet de células foi
ressuspenso em agua deionizada estéril, agitando em vortex em condi¢des pré-
determinadas. Foram feitas as leituras de absorbéncias a 600 nm e foi feita a
correlacdo com a concentracdo celular expressa em massa seca por litro de

suspensao.
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Figura 44. Curva de calibracdo de B. atrophaeus ATCC 9372, relacionando

absorbancia (600nm) e concentrago em massa seca (g.L™).
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APENDICE E- Curvas de calibrac&o de microrganismos fotossintetizantes

Para os microrganismos fotossintetizantes, foram utilizados cultivos bem
concentrados obtidos a 25°C, 110 rpm, 80 (+10) umol fétons m2. s por um
periodo de 20dias. De cada diluicdo, foram filtrados 10 mL em membrana com
diametro de poro 0,45um (Millipore, Séo Paulo, SP, Brasil) previamente tarada. As
membranas foram secas em estufa a 80° C por 40 minutos, colocadas em
dessecador com silica gel por 30 minutos e pesadas. A massa seca foi
determinada através de diferenca de massa das membranas apos a filtracdo. As
absorbéancias das diluicbes foram determinadas nos seguintes comprimentos de
onda, Chlorella vulgaris (Figura 45) em 682 nm, e Arthrospira platensis (Figura 46)
em 560 nm (UV-1650 PC, Shimadzu Corporation, Kioto, Japao).
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Figura 45. Curva de calibracdo de Chlorella vulgaris, relacionando absorbancia

(682nm) e concentracdo em massa seca (g.L™)
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Figura 46. Curva de calibragdo de Arthrospira platensis, relacionando absorbancia

(560nm) e concentracdo em massa seca (g.L™).



