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RESUMO GERAL

As microalgas, como seres fotossintetizantes, tém a capacidade de produzir uma variedade de
compostos com alto valor agregado. Elas respondem a estimulos e mudangas em seu ambiente,
ajustando seus processos metabolicos para promover o crescimento, desenvolvimento e
producdo de metabdlitos secundarios. Os compostos produzidos por microalgas apresentam
atividades bioldgicas e despertam interesse comercial em varias areas, incluindo nutracéutica,
alimenticia, aquicultura, de biocombustiveis, biorremediacédo e cosmetologia. Por meio de seu
aparato fotossintético, esses micro-organismos contribuem para a fixacdo de CO; e a producgdo
de Oy, reduzindo os impactos gerados pelas a¢cbes humanas, como o efeito estufa, e servindo
como uma fonte renovavel de recursos. O objetivo desse estudo foi estabelecer um protocolo
de cultivo para uma espécie de microalga do género Scenedesmus com intuito de acumular
biomassa e investigar classes de compostos presentes nela. O trabalho foi estruturado em dois
capitulos. O primeiro, refere-se ao desenvolvimento do protocolo de cultivo de Scenedesmus
obtusus (Chlorophyceae) com intuito de otimizar o acimulo de biomassa. No segundo capitulo,
investigou-se as classes de componentes presentes na biomassa da microalga estudada. Foi
utilizado cultivo do tipo Fed-Batch com meio BG11, controle de temperatura e fotoperiodo. O
monitoramento do cultivo foi feito por densidade Optica e contagem de células. Os primeiros
picos populacionais ocorreram nos primeiros 10 dias de cultivo. No entanto, para maximizar a
biomassa, esta foi centrifugada e posteriormente seca, com uma media de 55 dias (DP = 36,4)
e uma concentragdo de 4,72 x 107 individuos/mL. A alga investigada apresentou um rendimento
de biomassa de 1.70 g/L. Centrifugacdo e secagem foram os métodos para a colheita de
biomassa e posterior operacdo de investigacdo. A partir da biomassa seca, fez-se testes
qualitativos para classes de compostos exibidos na microalga, sendo alcaloides e flavonoides
as classes sugeridas nessa analise. Apds as analises qualitativas, o material foi submetido a
cromatografia liquida a liquido de alta eficiéncia para a busca de compostos destas categorias.
Trés espectros da biomassa de microalgas foram similares aos espectros de padrdes analiticos
utilizados para comparacao, o que sugere a presenca de resveratrol, quercetina e kampferol.
Este trabalho gera subsidios para estudos futuros que podem explorar a otimizacéo do cultivo
com maiores quatidades dos compostos investigados.

Palavras-chave: Scenedesmus obtusus; cultura Fed-Batch; resveratrol; quercetina; kampferol;
biomassa.
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ABSTRACT

Microalgae, as photosynthetic organisms, possess the ability to produce a variety of high-value
compounds. Like any living organism, they respond to stimuli and changes in their environment
by adjusting their metabolic processes to promote growth, development, and the production of
secondary metabolites. The compounds produced by microalgae exhibit biological activities
and have garnered commercial interest across various industries, including nutraceuticals, food,
aquaculture, biofuels, bioremediation, and cosmetics. Through their photosynthetic apparatus,
these microorganisms contribute to CO2 fixation and O2 production, mitigating the impacts of
human activities, such as the greenhouse effect, and serving as a renewable resource. The
objective of this study was to establish a cultivation protocol for the microalgae genus
Scenedesmus to accumulate biomass and investigate the classes of compounds present within
it. The study was structured into two chapters. The first chapter focused on developing a
cultivation protocol for Scenedesmus obtusus (Chlorophyceae) to optimize biomass
accumulation and compound production. The second chapter investigated the classes of
components present in the biomass of the studied microalgae. A Fed-Batch cultivation system
using BG11 medium, with controlled temperature and photoperiod, was employed. Cultivation
monitoring was conducted through optical density measurements and cell counting. Initial
population peaks occurred within the first 10 days of cultivation; however, to accumulate
additional biomass, the biomass was centrifuged and subsequently dried, with an average
cultivation time of 55 days (SD=36.4) and a cell density of 4.72 x 10”7 individuals/mL. The
investigated algae yielded a biomass production of 1.70 g/L. Centrifugation and drying were
the methods used for biomass harvesting and subsequent analysis. Qualitative tests were
performed on the dried biomass to identify the classes of compounds present, with alkaloids
and flavonoids being the suggested classes in this analysis. A chromatogram was generated to
assess the profile of metabolites synthesized by the microalgae. Three spectra from the
microalgae biomass were similar to the spectra of analytical standards used for comparison:
resveratrol, quercetin, and kaempferol. Future studies may explore the optimization of

cultivation and the purification of these compounds for specific commercial applications.

Keywords: Scenedesmus obtusus; Fed-Batch culture; resveratrol; quercetin; kaempferol,

biomass.
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1. Introducéo Geral

As microalgas sdo organismos eucariontes fotossintetizantes que constituem a base da
cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos (Abdel-Raouf; Al-Homaidan; Ibraheem, 2012). A
biodiversidade das microalgas é estimada em aproximadamente 800 mil espécies, porém, até
2018 foram oficialmente descritas entre 40.000 a 50.000 espécies (Morangais; Mouget; Dumay,
2018). A base de dados on-line AlgaeBase adota a classificacdo realizada por Guiry (2024), a
qual aponta a distribuicdo desse valor mencionado anteriormente em 14 filos e 63 classes com
possibilidade de crescimento, por ainda existir espécies de algas ndo descritas. As microalgas
sd0 organismos eucariontes e apresentam espécies unicelulares, cenobiais, coloniais ou
filamentosas (Franceschini et al., 2009). As cianobactérias, que sdo organismos procariontes
fotossintetizantes, compdem a base da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos juntamente
com as microalgas constituindo a mesma comunidade ecolégica (Vieira et al., 2022).

Por meio da fotossintese, as algas convertem a energia solar em energia quimica,
aproximadamente 6% da energia da fotossintese convertida em biomassa pelas algas, quando a
luz é completamente utilizada, sem sombreamento (Benemann, 1978). Essa energia é
constituida por compostos quimicos com atividades biologicas, chamados de compostos
bioativos. Mediante o seu metabolismo, as cianobactérias e microalgas produzem compostos
de diferentes classes quimicas com capacidade aleloquimica (Chaib et al., 2021), aplicacdes
potenciais como algicidas, herbicidas e inseticidas (Berry et al., 2008), potencial farmacéutico
como antibacterianas, antifingicas, antivirais, citotoxicas, agentes anticancerigenos,
imunomoduladoras (Singh et al., 2011), aplicacdes em cosmeticos, como protetores solares, e
alimentos funcionais ou nutracéuticos, entre outros (Pulz; Gross, 2004).

H& um crescente interesse em estudar e explorar as microalgas devido ao seu potencial
para producdo de uma variedade de bioprodutos. Tal interesse é corroborado pelas industrias
de cosmeticos, nutracéuticos, biomateriais e matérias-primas para biorrefinarias (Liang; Zhu;
Jiang, 2019). A crescente competitividade das matérias-primas e a escassez dos recursos
naturais destacam a importancia das microalgas, pois possibilitam a obtencdo de diversos
bioprodutos a partir de sua biomassa (Calijuri et al., 2022). As microalgas fornecem uma
variedade de compostos bioativos, que incluem carboidratos, proteinas, pigmentos, esterdis,
acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), vitaminas, minerais, alcaloides e outros compostos
ndo classificados nessas categorias (Kaur et al., 2023). As substancias bioativas sdo moléculas
organicas de baixa massa molecular que apresentam uma ampla diversidade quimica e efeitos

diversos sobre organismos vivos, sendo associadas &s mudangas em seu comportamento,
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fisiologia ou metabolismo (Embrapa, 2013). A substéncia bioativa pode ser extraida de plantas,
animais, minerais, microrganismos, fungos, algas ou produzida sinteticamente (De Alimentos,
Geréncia-Geral et al., 2020).

Atualmente, os paises industrializados estdo intensificando seus esforcos na produgéo
de produtos de alto valor provenientes de algas, dadas as suas propriedades quimicas que
exibem uma ampla variedade de atividades biologicas. Essa diversidade funcional abre
perspectivas promissoras para aplicagdes nos setores de alimentos funcionais ou nutracéuticos,
cosmeéticos e industrias farmacéuticas (Cardoso et al., 2014). Os potenciais antioxidantes de
microalgas podem ser Uteis & satde a fim de melhorar o bem-estar humano (Pereira; Cotas;
Valado, 2024). H& uma tendéncia global nas Gltimas duas décadas para substituir antioxidantes
artificiais por opcdes naturais (Safafar et al., 2015).

Esse aumento de popularidade se deve ao reconhecimento dos impactos negativos que
0S materiais sintéticos causam a saude e ao meio ambiente (Amberg; Fogarassy, 2019). Na
composicdo de produtos naturais, o interesse por antioxidantes naturais como alternativa aos
antioxidantes sintéticos aumentou (Coulombier; Jauffrais; Lebouvier, 2021). As evidéncias
fornecidas em estudos mundiais aliado ao interesse crescente de produtos com propriedades
antioxidantes de fontes naturais mais acessiveis e menos convencionais, demonstram que as
microalgas impulsionam o mercado por fornecerem esses compostos com contribuicdes para
manter a salude e produzir respostas adaptativas ao estresse oxidativo, contribuindo assim para
retardar o envelhecimento (Guedes et al., 2013). As microalgas apresentam a vantagem de
poderem ser cultivadas sem demandar recursos valiosos, como agua doce ou terra aravel, que
s8o essenciais para outras necessidades humanas, podendo o custo de producgéo ser mais baixo
(Torres-Tiji; Fields; Mayfield, 2020). Quase todos os antioxidantes naturais disponiveis
comercialmente sdo derivados de plantas terrestres (Goiris et al., 2012). Acredita-se, no entanto,
que as microalgas podem ser um recurso alternativo de antioxidantes naturais, que supera em
diversidade as plantas superiores (Li et al., 2007). Nem todas as espécies de microalgas sao
igualmente adequadas para essa finalidade, devido a diferencas na constituicdo de seus
compostos bioativos, taxa de crescimento, rendimento, facilidade de cultivo entre outros
fatores.

A literatura sobre a atividade antioxidante das microalgas ainda € limitada, sendo
importante identificar essa fonte dentro do grupo de microalgas e investigar a relagdo entre seu
contetdo fendlico e sua capacidade antioxidante (Li et al., 2007). Empresas estdo investindo na
producdo biotecnoldgica de produtos naturais utilizando microalgas em diferentes setores.

Chlorella vulgaris, Arthrospira platensis, Dunaliella salina, Phaeodactylum tricornutum,


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorella-vulgaris
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/arthrospira-platensis
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Haematococcus pluvialis, I1sochrysis galbana, Scenedesmus obliquus e Tetraselmis suecica séo
importantes espécies de microalgas conhecidas e comercializadas por suas moléculas bioativas
com propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancer, antimicrobiano (Wong et al.,
2022). Extratos de microalgas séo comumente utilizados em produtos faciais e para cuidados
coma pele, como cremes antienvelhecimento, logdes refrescantes e emolientes, além de agentes
anti-irritantes em peelings. Além disso, os beneficios dos carotenoides foram comprovados no
tratamento de psoriase, uma condicdo inflamatéria da pele. Esses compostos também
desempenham um papel importante como estabilizadores em cosméticos e produtos de protecdo
solar (Jahan et al., 2017).

Entre os carotenoides produzidos por plantas e microalgas, estdo as xantofilas, luteina e
zeaxantina, comprovados em melhorar a saude ocular, prevenindo contra catarata e
degeneracdo macular (Nwachukwu; Udenigwe; Aluko, 2016). Aldeidos e compostos alcoolicos
foram detectados na microalga Schizochytrium limacinum, os quais podem ser usados como
aromatizantes alimentares (Hosoglu, 2018). A producdo de combustivel renovavel a partir de
Botryococcus braunii € uma potencialidade dessa microalga devido a seu volume de
hidrocarbonetos podendo reduzir o impacto ambiental decorrente do uso de petroleo e carvao
(Banerjee et al., 2002). Dermochlorella DG ® da CODIF Research & Nature produzido a partir
de Chlorella vulgaris, uma microalga verde; 0 XCELL-30® da Greensea, desenvolvido a partir
de microalgas endémicas de Madagascar; a AstaPure® astaxantina, da Alga Technologies,
obtida da microalga Haematococcus pluvialis; a Dunaliella salina, uma microalga verde do
fitoplancton australiano, usada em suplementos alimentares; e o Astaxanthin AstaLif®, da
Astareal - Fuji Chemical Industries, desenvolvido a partir da alga verde Haematococcus séo

produtos comercializados por suas propriedades antioxidantes naturais.

Nesse sentido, induzir células a diferentes formas de estresse pode aumentar a producao
de metabdlitos secundarios com potencial uso como antioxidante (Skjanes; Rebours; Lindblad,
2013). Estresses abidticos como temperatura, salinidade, radiacdo UV e privacdo de nutrientes
podem desencadear a biossintese de metabdlitos. A taxa de crescimento das microalgas varia
consideravelmente com a temperatura. Chaetoceros sp. FIKUO035 demonstrou alta
adaptabilidade, crescendo em temperaturas entre 25 e 40 °C. Ja Tetraselmis suecica FIKU032
ndo resistiu a temperaturas acima de 30 °C, enquanto Nannochloropsis sp. FIKU036 apresentou
crescimento ideal a 25 °C. Entre as trés espécies de microalgas, Chaetoceros sp. FIKUO035 foi
a mais tolerante a variacOes térmicas, exibindo a maior taxa de crescimento especifico

(Chaisutyakorn; Praiboon; Kaewsuralikhit, 2018). O estresse de salinidade na microalga de
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agua doce Chlorella vulgaris YH703 foi investigado por Yunet al. (2019) como estratégia para
aumentar o potencial de producdo de biocombustivel. O estudo mostrou que a microalga
Chlorella vulgaris YH703 com tratamentos com NaCl apresentou potencial de producgédo de
biocombustivel aumentada. Um estudo revelou que a exposicdo a baixos niveis de radiacdo
UV-C pbde melhorar a composicdo da biomassa de Chlamydomonas reinhardtii, além de
modular sua resposta ao estresse oxidativo (Colina et al., 2020). Estresse nutricional foi relatado
como influenciador no acumulo de lipidios em quatro cepas de microalgas Botryococcus spp.
(Yeesang; Cheirsilp, 2011). Alem disso, hd uma variedade de métodos para a colheita da
biomassa, entre os quais se destacam a centrifugacdo, floculacéo, filtracdo, flotagdo, separagéo
magnética, eletrdlise, ultrassom e imobilizagdo (Kim et al., 2013). A selecdo da técnica de
colheita a ser utilizada leva em consideracéo as caracteristicas das microalgas, como tamanho
e densidade (Olaizola, 2003). O género Scenedesmus apresenta uma grande variacao
morfologica dentro de suas espécies. Segundo a literatura, este género de algas verdes € um dos
mais comuns e cosmopolitas, sendo encontrado em diversos tipos de ambientes aquaticos, desde
oligotroficos até eutroficos, com uma predominancia maior nestes Gltimos. Sua capacidade de
rapida colonizacdo de novos ambientes faz com que seja uma das primeiras algas a se
estabelecer em diferentes corpos d'agua. E comum encontrar maltiplas espécies desse género
em chafarizes ou tanques de jardins pablicos, onde também ha uma grande abundancia de
exemplares, evidenciando a variacdo morfologica presente dentro de cada espécie (Bicudo;
Menezes, 2006). Por isso, Scenedesmus se torna um bom modelo para estudos sobre variagcéo
morfoldgica, aplicacbes biotecnoldgicas, importancia ecoldgica, adaptacéo e resisténcia, além
de seu uso como indicador ambiental, contribuindo para avancos na ecologia, biotecnologia e

conservacdo ambiental.
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Capitulo 1 — Protocolo de cultivo de Scenedesmus obtusus
(Chlorophyceae) para acumulo de biomassa e triagem de
compostos bioativos

Resumo

As algas desempenham um papel crucial na cadeia alimentar aquatica, gerando oxigénio e
compostos organicos. Elas sdo atrativas para bioprospeccdo devido a sua rica diversidade e
composi¢do quimica, superando fontes alimentares tradicionais em proteinas, carboidratos e
lipidios. Microalgas acumulam metabdlitos secundarios importantes para a sobrevivéncia que
podem ter acdo antioxidante, apresentando grande potencial para matérias-primas promissoras
para bioativos de diversos produtos de diferentes setores industriais. Esse trabalho tem como
objetivo estabelecer um protocolo de cultivo para a microalga do género Scenedesmus presente
em uma represa artificial do Cerrado com intuito de acumular biomassa para posteriormente
investigar classes de compostos presentes nela. Foi utilizada a técnica de cultivo Fed-Batch.
Para tanto, estabeleceu-se condic¢des de cultivo e producéo de biomassa com meio nutritivo BG-
11, ajustes de pH (7.1 £ 0,1) a 25°C, aeracdo continua e iluminacgéo de 12:12h. O crescimento
celular foi monitorado por contagem, absorbancia e transmitancia. Valores maximos de alta
absorbancia e baixa transmitancia e nimero acima de 4,67x10° individuos/mL foram utilizados
como limite para colheita e centrifugacdo do cultivo. A espécie Scenedesmus obtusus
predominou na cultura, com rendimento de biomassa 1.70g/L. Os picos de contagem ja
ocorreram com 8 dias de cultivo 3,1x107 individuos/mL. Com intuito de maximizar o actimulo
de biomassa e avaliar o comportamento da microalga, os cultivos foram conduzidos por
periodos entre 17 e 176 dias. O cultivo apresentou picos populacionais seguidos de declineo,
portanto, ndo apresentou fase estacionaria. 1sso pode sugerir que a populacdo apresentou
estresse luminoso ou mesmo de limitacao de recurso. Esses resultados destacam o potencial de
Scenedesmus obtusus como fonte de biomassa e compostos bioativos, ao mesmo tempo em que
indicam a necessidade de otimizacao das condicdes de cultivo para maximizar a acumulagédo
de biomassa e garantir a estabilidade do processo. Além disso, o0s estresses indicados pelos
picos populacionais podem representar sucesso ha producdo de metabolitos desejaveis como
antioxidantes.

Palavras-chave: Biomassa; cultivo Fed-Batch; microalga; metabolitos secundérios.
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Chapter 1 — Cultivation Protocol for Scenedesmus obtusus
(Chlorophyceae) for Biomass Accumulation and Bioactive

Compound Screening

Abstract

Algae play a crucial role in the aquatic food chain, generating oxygen and organic compounds.
They are attractive for bioprospecting due to their rich diversity and chemical composition,
surpassing traditional food sources in proteins, carbohydrates, and lipids. Microalgae
accumulate secondary metabolites essential for survival, which may exhibit antioxidant
activity, making them a promising raw material for bioactive compounds in various industrial
sectors. This study aimed to establish a cultivation protocol for a Scenedesmus microalga found
in an artificial reservoir in the Brazilian Cerrado to accumulate biomass for subsequent
investigation of its compound classes. The Fed-Batch cultivation technique was employed, with
growth conditions optimized using BG-11 nutrient medium, pH adjustment (7.1 £ 0.1) at 25°C,
continuous aeration, and a 12:12h light-dark cycle. Cell growth was monitored through cell
counting, absorbance, and transmittance measurements. The culture was harvested and
centrifuged upon reaching maximum absorbance, minimum transmittance, and cell counts
above 4.67 x 10° individuals/mL. The species Scenedesmus obtusus dominated the culture,
yielding 1.70 g/L of biomass. Peak cell density (3.1 x 107 individuals/mL) was achieved by day
8. To maximize biomass accumulation and assess microalgal behavior, cultivation periods
ranged from 17 to 176 days. The culture exhibited population peaks followed by decline,
lacking a stationary phase, which may indicate light stress or resource limitation. These results
highlight the potential of Scenedesmus obtusus as a source of biomass and bioactive compounds
while underscoring the need for cultivation optimization to enhance biomass accumulation and
process stability. Additionally, the stress indicated by population peaks may promote the

production of desirable metabolites, such as antioxidants.

Keywords: Biomass; Fed-Batch cultivation; microalgae; secondary metabolites.



20

Campus

Al
ipolis de Cienci Universidade =y ESTADO,

Henrique Santillo

1. Introducéo

As algas desempenham um papel crucial na cadeia alimentar de ecossistemas aquéticos,
atuando como produtores primarios responsaveis pela geracdo de oxigénio e compostos
organicos (Cardoso et al., 2014). Elas apresentam uma rica biodiversidade, e com muitas
espécies ainda a serem descritas, especialmente dentro da classe das cloréfitas (Guiry, 2012).
A variedade na composicao quimica desses organismos 0s torna atrativos para bioprospeccéo e
exploracdo comercial como fontes de uma ampla gama de biomoléculas (Borowitzka, 2013).
Microalgas oferecem uma rica fonte de proteinas, acidos graxos, vitaminas e pigmentos por
meio de seu metabolismo primario (De Morais et al., 2015). Em certas espécies, a composicao
quimica de proteina, carboidrato e lipidio supera até mesmo as fontes alimentares tradicionais,
oferecendo alternativas valiosas para a nutricdo humana e animal (Spolaore et al., 2006).
Além disso, muitas delas sdo matérias-primas promissoras para a producdo de bioativos em
aplicacGes cosmeéticas, impulsionando o desenvolvimento de produtos mais saudaveis e
ecologicamente sustentaveis (Ariede et al., 2017). Para atender aos principios de
sustentabilidade, os sistemas de producdo devem ser viaveis nos aspectos técnico e econémico,
alem de ambiental e socialmente responsaveis em todas as etapas de cultivo, colheita e
processamento (Vuppaladadiyam et al., 2018). A utilizacdo de gases de combustéo industriais
como fonte de COy, a captura de CO; e seu uso para reproducdo de energia (Iglina; Iglin;
Pashchenko, 2022), aguas residuais (AR) como meio nutriente (Dalrymple et al., 2013),
aplicacGes como biorremediadoras de metais pesados em ecossistemas (Manikandan et al.,
2022) sdo exemplos de desenvolvimento sustentavel com microalgas a fim de poupar energia,
diminuir o impacto ambiental e com boa relacdo custo-beneficio.

Microalgas de diferentes origens geralmente apresentam semelhancas em termos de
composicdo celular, especialmente em relagdo as quantidades de proteinas, lipidios e
carboidratos, quando cultivadas em condicdes de crescimento ideais. No entanto, para uma
Unica espécie, a composicdo celular pode variar consideravelmente dependendo das condicdes
de cultivo (Hu, Qiang; 2013). Os metabolitos secundarios, substancias produzidas por esses
organismos, ndo Sa0 necessarios para seu crescimento, desenvolvimento ou reproducdo. Eles
sdo gerados como uma resposta do organismo ao ambiente ao seu redor ou como uma defesa
contra predadores, contribuindo para sua sobrevivéncia (Skjanes; Rebours; Lindblad, 2013;
Dewick, 2002). Microalgas e cianobactérias acumulam esses metabélitos, como flavonoides,

terpenoides, acidos fenolicos, alcaloides, vitaminas, pigmentos e polissacarideos (Bouyahya et
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al., 2024). As vias metabdlicas para a sintese de tais compostos sdo derivadas dos intermediarios
acetil coenzima A (acetil-CoA), acido chiquimico, acido mevaldnico e 1-desoxixilulose 5-
fosfato para serem utilizados nas vias do acetato, chiquimato, mevalonato e desoxixilulose
fosfato, respectivamente (Dewick, 2002).

A taxa de producdo de biomassa e a capacidade de acumulacdo de biomoléculas fazem
das microalgas um candidato potencial para substituir produtos/processos convencionais
baseados em fdsseis e para desenvolver uma bioeconomia circular sustentavel (Mehariya et al.,
2021). A bioeconomia surge como uma resposta ao crescente reconhecimento da escassez de
recursos naturais e da degradacdo ambiental, propondo soluc6es baseadas na gestdo sustentavel
do meio ambiente e na producdo consciente. Ela integra praticas de uso eficiente de matérias-
primas renovaveis e promove inovagdes tecnoldgicas que conciliam desenvolvimento
econémico com a preservacgédo do ecossistema (Orejuela-Escobar et al., 2021).

A aplicagdo de microalgas estd em consondncia com os fundamentos da economia
circular, que prioriza a minimizacao de residuos, a otimizagdo do uso de recursos energeéticos e
a mitigacdo das emissdes de poluentes (Ahmad; Ashraf, 2023). As microalgas reduzem a
emissdo de carbono por utilizarem CO, atmoférico mitigando o aquecimento global (Goveas et
al., 2022). A recuperacao de aguas residuais com microalgas substitui sistemas de tratamento
convencionais bastante caros e minimizam o impacto ambiental por metais pesados em
aquiferos (PI6hn et al., 2021). Microalgas como matéria-prima para biocombustiveis estdo em
destaque sendo uma alternativa de energia renovavel de encontro a ODS 7, energia acessivel e
limpa, proposta nos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) das Nacbes Unidas
(Oves; Qari; Ismai, 2022; Oliveira et al., 2022). Na busca por praticas mais sustentaveis, a
industria de cosméticos verdes abraca a incorporacdo de microalgas em produtos de cuidados
pessoais. Devido as grandes diferencas na fisiologia e composicao das espécies, 0S processos
de refinaria mais vidveis dependem das espécies cultivadas e das condi¢des de crescimento
(Van Den Broek et al., 2018).

Portanto, as microalgas apresentam vantagens em relacdo as plantas terrestres na sintese
de compostos bioativos, pois seus rendimentos fotossintéticos superam os das plantas terrestres
(Wijffels; Barbosa; Eppink, 2010). Microalgas sdo fontes de varios metabdlitos bioativos e,
para tanto, existe a necessidade de se estabelecer condic¢6es de cultivo que otimizem a producao
desses metabolitos (Hassan et al., 2022). Mudangas nos parametros fisicos (temperatura,
intensidade de luz, fotoperiodo) ou quimicos (nutrientes, nitrogénio, fosforo, pH e salinidade)
expdem as microalgas a condi¢des estressantes, levando ao acimulo de biomassa que resulta

em produtos e biomoléculas de alto valor (Prochazkova et al., 2014). Fatores abidticos
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desempenham um papel crucial na producdo de metabolitos secundarios por microalgas, uma
caracteristica que pode ser explorada para obtencdo de metabolitos de interesse com aplicacdes
de alto valor (Paliwal et al., 2017). A luz é um dos principais fatores que regula essa atividade.
O regime claro-escuro influencia o crescimento e a produtividade de biomassa. Um estudo
realizado com cinco espécies de cloréfitas observou resultados diferentes para o crescimento
da cultura das espécies de algas examinadas, dependendo do fotoperiodo aplicado (Krzeminska
etal., 2014).

Esse trabalho se propde a desenvolver um protocolo de cultivo de microalgas e secagem
de biomassa, com investigacdo da composicao dessa biomassa. O protocolo estd embasado em
parametros semelhantes aos realizados em outros trabalhos para outras espécies de microalgas.
Além disso, pretende-se identificar as condigdes ideais de crescimento e producdo de biomassa
verificando o tempo ideal para a colheita da microalga em estudo.

2. Metodologia
Com intuito de desenvolver o protocolo de cultivo da espécie Scenedesmus obtusus,

segue-se as seguintes etapas: isolamento da microalga, preparo do meio de cultura,
monitoramento da densidade de microalgas e da densidade dptica, reposicao do meio de cultura

(cultivo Fed-Batch), centrifugacao, congelamento e secagem da biomassa (Figura 1).

Isolamento de
microalga

Inoculacio

do cultivo
de
Coleta microalgas [&
CEPEC - UEG i
Anépolis
l Esterilizacao
de vidrarias

e utensilios
(luz UV)

Incubadora

Preparo de
Cultivo de B.OD
microalga

Figura 1. Representacdo esquematica das etapas de coleta, preparo, elaboracdo, conservacdo, manutengdo do
in6culo de microalgas para cultivo e acimulo de biomassa. 1) Coleta de amostra do espelho d’agua no Centro de
Pesquisa e Educacao Cientifica-CEPEC, Universidade Estadual de Goids — Andpolis; 2) Isolamento de microalga
em laboratério. 3) Esterilizac@o de vidrarias, instrumentos e utensilios na capela de fluxo sob luz UV; 4) Preparo
de aliquotas de microalgas; 5) Inoculacdo de microalgas; 6) Incubacdo em B.O.D; 7) Reposicdo de meio nutritivo
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BG-11. Fluxograma gerado com auxilio da ferramenta Bing Image Creator.

2.1  Etapas do protocolo de cultivo
Uma amostra liquida foi coletada do espelho d’agua do Centro de Pesquisa e Educacéo

Cientifica - CEPEC, localizado na Universidade Estadual de Goiés - UEG, Campus Central,
Anépolis, GO.

2.1.1 Isolamento de amostras de microalgas

A primeira inoculacdo da aliquota de microalgas em placas de Petri contendo meio BG-
11 e égar foi realizada antes do isolamento, sendo as placas armazenadas em incubadora tipo
Demanda Bioquimica de Oxigénio - BOD a 25 °C (+2 °C), com um fotoperiodo de 12 horas
luz:12 horas escuro. O isolamento da microalga no meio BG-11 foi conduzido por meio da
técnica de semeadura por esgotamento, utilizando o antifingico Fluconazol, da farmacéutica
MedQuimica, nas concentracdes de 0,05 g/L e 0,1 g/L. O repique foi realizado com o auxilio

de uma alga bacteriologica, dentro de uma cdmara de fluxo laminar (Teixeira, 2024).

2.1.2 Esterilizacdo de material

Todas as vidrarias e instrumentos para manuseio e armazenamento da amostra foram
esterilizados em autoclave. A manipulacdo das amostras ocorreu dentro do fluxo laminar que,
previamente, era higienizada com alcool 70% e esterilizada com luz UV por 20 minutos para

qualguer procedimento.

2.1.3 Preparo para cultivo da microalga

Utilizou o meio nutritivo BG-11 para o cultivo de Scenedesmus obtusus (Tabela 1).
Usou um agitador magnético modelo 114-1 ETHIK TECHNOLOGY para garantir a completa
dissolucdo dos sais. Apds a diluicdo, o pH foi ajustado para atingir o valor de 7.1+ 0,1,
utilizando hidroxido de sédio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI) conforme necessario. Em
seguida, a solucdo foi transferida para frascos reagentes de vidro com tampa de rosca e
autoclavada por 20 min. Apos arrefecer, os frascos foram armazenados em um refrigerador

convencional.

Tabela 1: Composi¢do do meio mineral padrdo BG-11. Fonte: Rippka et al., (1979).

Ingredientes Unidade Quantidade
Nitrato de sodio (NaNOs) g 1,5
Fosfato de Potassio bifasico (K;HPO4.3H,0) g 0,04
Sulfato de Magnésio heptahidratado g 0,075

(MgS04.7H20)
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Cloreto de Calcio dihidratrado (CaCl,.2H20) g 0,036
Citric Acid g 0,006
Ferric Ammonium Citrate g 0,006
EDTA (disodium magnesium salt) g 0,001
Carbonato de Sédio (Na,COs) g 0,02
Trace-Metal Mix As +Co* (mL) mL 1

Agua desionizada (mL) mL 1000

*Trace metal mix A5+Co contains (g I"): H3BOs, 2.86; MnCl,.4H,0, 1.81; ZnSO4.7H,0,
0.222; Na;Mo0O4. 2H,0, 0.390; CuS0O4.5H,0, 0.079; Co(NOs),..6H,0, 0.0494.

2.1.4 Inoculagédo do cultivo da microalga

As amostras foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de 1L e 2L. O cultivo foi
estabelecido em meio liquido com a proporcdo de 1:10 (alga em meio liquido: meio BG-11
liquido). A densidade celular algal inicial foi de 3,15x108 Individuos/mL.

2.1.5 Condicdes de cultivo (incubadora)

O cultivo foi realizado em uma incubadora sob condigdes fotoautotroficas de
crescimento. A incubadora utilizada foi modelo SL224 SOLAB, com controle de temperatura
a 25°C, e fotoperiodo 12h:12h (luz — escuriddo), com aeracdo continua por compressor de
aeracao, a uma vazao de ar de 6L/min, e iluminacdo artificial proveniente de uma lampada de
LED de 17 W, posicionada a uma distancia de 40 cm da fonte de iluminacao. Essas condicGes
foram mantidas constantes ao longo do ciclo. Para evitar contaminacdo, os frascos foram
cobertos com rolhas de algodao com gaze.

A agitacdo dos cultivos foi realizada de forma continua por meio de compressores de ar
Boyu SC 7500 conectados a incubadora. O sistema utilizou uma mangueira de silicone acoplada
a uma pedra porosa para a injecdo de ar atmosférico no cultivo, garantindo uma eficiente
dissolucéo dos gases. A mangueira foi inserida no frasco Erlenmeyer, que foi vedado com um
tampao de algoddo. A aeracdo garante uma distribuicdo uniforme de nutrientes, oxigénio e
dioxido de carbono na cultura de microalgas, proporcionando condicdes favoraveis para o
crescimento celular. Além disso, a aeracdo ajuda a evitar a sedimentacdo das microalgas,
mantendo-as em suspensdo e facilitando a absorcéo da luz necesséria para a fotossintese o que
acelera o0 acumulo de biomassa (Suh; Lee, 2003; Tredici et al., 2004).

O cultivo deste estudo foi mantido sob 25°C. A temperatura do cultivo € um fator
restritivo adicional, uma vez que exerce uma influéncia significativa nas reacfes metabdlicas,
afetando diretamente a taxa de crescimento das microalgas (Souto; Andrade; Gatti, 2014). Em

adicdo a temperatura, o potencial hidrogenidnico (pH) é um fator essencial as microalgas. O pH
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do meio nutriente apresenta influéncia no crescimento das microalgas (Tripathi; Singh; Thakur,
2015). O pH esté diretamente ligado com o bom funcionamento celular das microalgas, por isso
0 seu controle é de vital importancia para o melhor desenvolvimento dos cultivos. Para
Andrade; Filho (2014), a faixa ideal de pH para alcancar a maior densidade de microalgas esta
entre 7,5 e 9,0. Nesse trabalho, o pH do meio de cultivo estabelecido foi de 7.1 = 0,1 e foi
acompanhado por meio de um medidor de pH, da marca IONLAB, modelo PHB500,

previamente calibrado com solugdo tampao de 4,00, 7,00 e 10,0.

2.1.6 Reposic¢do de meio nutritivo

A cultura é denominada Fed-Batch pela adicdo gradual de meio BG-11(Jacinavicius et
al., 2013), mantendo os mesmos parametros iniciais do cultivo. O meio de cultura BG-11 é uma
formulacdo amplamente utilizada para o cultivo de microalgas verdes em laboratorio,
especialmente para espécies de cianobactérias de agua doce (Grobbelaar et al., 2004).
Desenvolvido por Rippka e colaboradores em 1979, o BG-11 € um meio nutritivo bem
equilibrado que fornece os nutrientes essenciais necessarios para o crescimento saudavel das

microalgas (Tabela 1).

2.1.7 ldentificacdo e monitoramento do crescimento da microalga

A identificacdo da microalga foi realizada com base em suas caracteristicas
morfoldgicas, utilizando chave para identificacdo e descri¢fes, observadas por microscopia
Otica (Bicudo; Menezes, 2006; Ramos; Bicudo; Moura, 2015; Wehr, Sheath; Kociolek, 2015).
Na primeira semana de cultivo a espécie que se estabeleceu foi a microalga verde Scenedesmus
obtusus. O acompanhamento do crescimento da microalga envolveu coletas periodicas a cada
trés dias nas primeiras duas semanas e depois uma coleta semanal, utilizando o método de
contagem de Uthermol (1958) com microscopio invertido (Olympus) com aumento de 400x.
Para facilitar a contagem, as amostras foram diluidas em agua destilada em uma proporcéao de
1:50 mL e contadas em uma camara de Uthermol de 2mL. Devido a alta densidade, mesmo com

a diluicdo, foram contados 10 campos aleat6rios por amostra (Figura 2).
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Figura 2. llustracdo esquematica de acompanhamento de crescimento e contagem de células algais. 1A — Coleta
de aliquota do cultivo; 2A — Diluicédo de aliquota coletada; 3A — Preparo da Camera de Uthermol; 4A — Andlise e
contagem da amostra; 5A — Registro de contagem em planilha. 1B — Coleta da amostra do cultivo; 2B — Amostra
aplicada na cubeta para espectrofotbmetro; 3B — Leitura de Absorbancia e Transmitancia a 680nm e 750nm no
espectrofotbmetro; 4B — Registro de leitura espectrofotométrica em planilha. O fluxograma foi gerado com auxilio
da ferramenta Bing Image Creator.

Concomitante a contagem, uma aliquota da amostra do cultivo foi analisada no
espectrofotbmetro nos modos de Absorbancia e Transmitancia, no mesmo dia em que foi
realizada contagem. As algas fotossintetizantes utilizam a luz na faixa de 400 a 700 nm,
correspondente a radiacdo solar. Essa faixa € absorvida pelos pigmentos fotossintéticos
(Andrade; Filho, 2014). Nesse contexto, o crescimento das algas foi determinado monitorando
diariamente a absorbancia e a transmitancia da suspensdo de algas nos comprimentos de onda
de 680 e 750 nm em espectrofotdmetro (UV-200 - RS LW cientifico) permitindo acompanhar
e determinar a curva padrdo de crescimento da cultura (Ram; Paliwal;, Mishra, 2019;
Krzeminska et al., 2014; Tripathi; Singh; Thakur, 2015).

2.1.8 Monitoramento do crescimento da microalga e colheita de biomassa

Com o intuito de ter o maximo aproveitamento de biomassa de alga, quando o cultivo
alcancou a maxima absorbancia (préximo a 3000) com maximo volume (2L), a amostra foi
retirada da incubadora e submetida a um processo de centrifugacdo a 4000 rpm por 15 minutos,
mantendo outros conjuntos de cultivos reservados para futuros ciclos. O sobrenadante foi
descartado, e as células obtidas passaram por duas lavagens com agua destilada, repetindo o

processo de centrifugagcdo em cada etapa. O sedimento de biomassa foi entdo transferido para
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Tubos Falcon de 50mL, utilizando pipeta e espatula, e armazenado em um freezer convencional
a - 18 °C para posterior secagem em placas de Petri em uma estufa com circulagédo de ar a 40°C,
modelo ESTF-6120-0062 LABORESTABILLE, por aproximadamente 24 horas, garantindo a
remocao eficaz da umidade. Apds a secagem, a biomassa foi armazenada em um dessecador
para preservar suas caracteristicas até ser submetida as técnicas analiticas planejadas (Figura
3).

Figura 3. llustracdo esquematica do processo para obtencéo de biomassa microalgal. 1 — Cultivo concentrado é
centrifugado; 2 — Colheita da biomassa obtida pela centrifugacdo transferida para tubo falcon; 3 — Biomassa é
congelada; 4 — Biomassa € descongelada em temperatura ambiente; 5 — Secagem de biomassa em estufa com
circulacdo de ar; 6 — Biomassa seca; 7 — Biomassa seca armazenada. O fluxograma foi gerado com auxilio da
ferramenta Bing Image Creator.

Durante o tempo de experimento, foram feitos 24 cultivos para o acimulo de biomassa.
No entanto, 12 cultivos tiveram maior tempo de cultura permitindo mais que trés leituras
subsequentes para analises de tendéncias temporais, nomeados (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G),
(H), (D, (3, (K), (L). Com o intuito de maximizar a biomassa da microalga, ao atingir o pico de
crescimento (absorbancia 3000 e densidade média 2,3 X 107 Individuos./mL) ocorreu a adigdo
de meio nutritivo BG11 e foi aguardado picos populacionais subsequentes. Assim, consegue-
se um maior acimulo de biomassa, gerando um maior estresse populacional. Portanto, os
tempos de crescimento e monitoramento dos parametros relatados acima variaram entre 0s

cultivos.
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2.2 Analise de dados

Para identificar os picos populacionais formacéo de curvas com nimero de individuos
das espécies dominantes ao longo dos dias de cultivo até o momento da obtencdo de biomassa
(méxima absorbancia). Além disso, realiza-se o calculo da taxa de crescimento e a identificacéo
das fases. Também, 0 acompanhamento do crescimento populacional no cultivo com curvas de
Absorbancia e Transmitancia a 680nm e 750nm ao longo dos dias de cultivo. A fase de
crescimento exponencial € marcada por altos valores de absorbancia, enquanto a fase
estacionaria apresenta baixos valores de transmitancia, refletindo uma maior densidade celular
que dificulta a passagem de luz.

O crescimento microbiano é segmentado em 5 fases, cada uma desempenhando um
papel crucial no ciclo de vida das microalgas: 1) Fase Lag: Nesta etapa inicial, ocorre a
adaptacdo ou inducdo de crescimento. As microalgas ajustam-se ao ambiente do meio de
cultivo, preparando-se para 0 aumento subsequente na taxa de crescimento. 11) Fase Log ou de
Crescimento Exponencial: Este estagio € caracterizado por um crescimento rapido e
exponencial das microalgas. Durante essa fase, as células se reproduzem ativamente, resultando
em um aumento significativo na biomassa. 111) Fase de Reducao de Crescimento ou Transicao:
A medida que os recursos do meio de cultivo se tornam limitados ou as condicdes ambientais
se alteram, ocorre uma desaceleracdo no crescimento. Nesta fase, as microalgas transitam para
uma condicdo de reducao de crescimento, preparando-se para uma possivel estabilizacdo. 1V)
Fase Estacionaria de Crescimento: Nesta etapa, a taxa de crescimento se estabiliza, alcangando
um equilibrio entre a reproducéo e a morte celular. As microalgas atingem uma densidade
populacional maxima sustentavel, onde o namero de novas células produzidas € compensado
pelo declinio natural ou morte de células mais antigas. V) Fase de Declinio ou Morte Celular:
Quando ocorre uma limitacdo critica de substrato ou se acumulam metabdlitos toxicos, as
microalgas entram em uma fase de declinio. Nesse estagio, a taxa de mortalidade celular supera
a taxa de reproducéo, resultando em uma reducdo global na biomassa (Andrade; Filho, 2014).

Para o céalculo do rendimento da biomassa divide-se 0 peso da massa seca em gramas
ao final da secagem pelo volume em litros utilizado. Para verificar se a absorbancia ou a
transmitancia explicam a densidade populacional faz-se uma regressdo linear simples onde a
absorbancia ou a transmitancia é a variavel independente e a densidade Optica a variavel
dependente. Para verificar a associacdo entre a densidade de células e a densidade dptica,
correlaciona-se os valores de densidade populacional com a absorbancia e a transmitancia

através de uma correlagdo de Pearson.
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3. Resultados

O crescimento populacional de Scenedesums obtusus oscilou em picos populacionais
com subsequentes quedas. Os picos populacionais ocorreram em intervalos de 4 dias (Figura
4). A maxima densidade ocorreu com 89 dias de cultivo e foi de 6,7 x 107 Individuos/mL.
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Figura 4. Densidade populacional apés 24 cultivos (aproximadamente 180 dias).

Para cultivos que tiveram contagens ja nos primeiros dias, 0s primeiros picos
populacionais sdo observados com 7 (D- 4X107 Ind./mL), 8 (G- 3X10" Ind./mL), 10 (K- 5X10’
Ind./mL), 11 (E- 2,5X10" Ind./mL), 18 (F e I- 3X10" e 2,5 X10" Ind./mL) e 20 (B- 4,5X10°
Ind./mL) dias (Figura 5). Nos cultivos que tiveram um tempo maior de acompanhamento é
possivel perceber que acima de 90 dias j& comec¢a uma queda bem acentuada (cultivos G e A),
diminuindo as densidades para proximo de O (cultivo G, Figura 5). O pico populacional do
cultivo H ndo apresentou 0 mesmo padréo de flutuacéo de picos percebidos nos demais cultivos.
Por ora, ndo foi possivel determinar a causa desse evento, e ndo houve sinais de contaminacéo.
O tempo medio para secagem de cada cultivo foi de 55 dias (DP = 36,4), com valores minimos
e maximos de 17 e 176 dias, respectivamente. A mediana observada foi de 45 dias. O

rendimento de biomassa verificado foi de 1.70 g/L.
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Figura 5. Desempenho de crescimento Scenedesmus obtusus nos cultivos com mais de trés leituras. Condicdo de

cultivo: meio BG-11, iluminacéo 12:12h, pH 7.1 e a 25°C.

Na fase inicial do cultivo ocorreram mais trés espécies da classe Chlorophyceae

(Chlorella sp1, Monoraphidium minutum e Tetradesmus dimorphus), mas com densidades

muito pequenas quando comparado a espécie Scenedesmus obtusus. Em geral, a maior

dominancia da espécie alvo, ocorreu apds subsequentes picos populacionais (Figura 6).
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Figura 6. Desenvolvimento de cultivos iniciais com mais de uma espécie presente. Scenedesmus obtusus ocorre

simultaneamente com Chlorella spl, Monoraphidium minutum e Tetradesmus dimorphus no cultivo (A),(B), (C),

(D). (), (F) e (G).

As curvas de absorbancia no comprimento de onda 680 e 750 nm respectivamente para
cada cultivo indicam que todos cultivos atingiram a saturacdo maxima (Figura 7). As curvas

de transmitancia no comprimento de onda 680 e 750nm respectivamente para cada cultivo
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indicam que todos os cultivos atingiram valores proximos de 0 (Figura 7).
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Figura 7. Curvas de absorbancia dos cultivos (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G), (H), (I), ), (K) e (L) para os
comprimentos de onda 680 nm (A) e 750 nm (B). Curvas de transmitancia dos cultivos (A), (B), (C), (D), (E), (F),

(G),(H), (1), (3), (K) e (L) para os comprimentos de onda 680 nm (C) e 750 nm (D).

A absorbéncia e a transmitancia nao foram explicadas pela densidade populacional de

Scenedesmus obtusus (Figura 8).
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e 750 nm (b). Regressdo simples entre a transmitancia e a densidade populacional de Scenedesmus obtusus a
680nm (c) e 750 nm (d). A regresséo foi realizada com base nos dados coletados e organizados em uma tabela no

Excel, fazendo uso da funcéo analise de dados do programa.

4, Discussao

Os diferentes tipos de sistemas utilizados no cultivo de microalgas influenciam no
rendimento de biomassa. No sistema fechado com aeracdo em escala laboratorial encontramos
0 mesmo rendimento encontrado em outro estudo em sistema fechado com birreator (1,7 g/L -
1,7 kg/m3; Oliveira et al., 2022). Sistemas abertos como lagoa aberta, a biomassa atingida é de
0.05-0.5 kg/m?; em tanque aerado 0,02-0,8 kg/m?; lagoas de pista, 0.5-1.5 kg/m?; camada fina,
10-50 kg/m? enquanto para sistemas fechados, fotobiorreator alcanca 2-5 kg/m? e fermentador
5-20 kg/m? (Oliveira et al., 2022). O rendimento de biomassa de Chlorella spp. foi de 0,98 g/L
em meio BG-11 suplementado com bicarbonato e glicose (1%) (Kirrolia; Bishnoi; Singh, 2014).
Valores similares de rendimento ao observado neste estudo foram obtidos em cultivos em
fotobiorreatores de Scenedesmus sp. em meio BG-11 (Controle) e em aguas residuais do
processamento de queijo com concentracdo celular maxima observada com 11 dias de ambas
culturas (Mercado et al., 2020). Isso pode sugerir a possibilidade do uso de um tempo menor
para o cultivo e o aproveitamento de aguas residuarias.

Entre meios disponiveis para cultura de microalgas, BG11, M 4 N (llavarasi et al.,
2011), Bold’s Basal Medium - BBM (Lam; Lee, 2014), Fog (Kothari et al., 2012) e SK
(Ogbonna; Tanaka, 1998), Scenedesmus sp. ASK22 em BG-11 apresentou crescimento mais
alto entre os meios selecionados (Pandey et al., 2020). Ram; Paliwal; Mishra (2019),
conduziram culturas de Scenedesmus sp. e analisaram o crescimento, produtividade de
biomassa e composi¢cdo bioquimica encontrando melhores indices com meio BG-11 com 21
dias de cultivo. A duracéo do cultivo mencionada foi divergente a estudada por Aitzetmuller et
al. (1969) em culturas de algas verdes, especificamente Scenedesmus obliquus e Chlorella
vulgaris, com centrifugacdo apds 5,5 a 6 semanas. Guerra et al. (2022), realizaram ensaios com
a espécie de microalga Scenedesmus sp. em meios de cultivo Guillard e Chu, avaliando o
aumento na eficiéncia de producdo de lipidios e biomassa. Os resultados obtidos no
experimento em relacdo a biomassa seca (g/L™?) variaram entre 0,1489 e 1,8130 apontando
pouca diferenca para a biomassa seca obtida com o protocolo feito neste trabalho (1,70 g/L).
Fodorpataki et al. (2013) investigaram o impacto das condi¢des nutricionais na producéo de
biomassa e compostos de valor em Scenedesmus acuminatus cultivadas em meio basal de Bold.

Com seis dias de cultivo, verificaram que a adi¢do de 10 mM de bicarbonato de potéssio e o
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aumento da concentragdo de nitrato no meio de cultivo, de 0,25 g/L™" para 1,25 g/, resultaram
em um aumento significativo na producdo de biomassa de algas. Diante dos registros apontados,
nota-se que o crescimento e a composicao de algas estdo relacionados ao contetdo de nutrientes
de seu meio. Por meio de alteragdes no teor de nutrientes do meio de crescimento, a producao
de biomassa e sua composicéao final podem ser mais rentaveis.

O cultivo ndo apresentou padrédo de crescimento microbiano em 5 fases (inicial,
exponencial, reducdo, estacionaria e fase de declinio), ocorreu um padrdo de picos
populacionais com as fases exponencial e declinio. Baumgartner et al. (2013) encontraram
comportamento similar de células microalgais do género Scenedesmus onde ndo apresentaram
a fase estacionaria. Possivelmente, esse comportamento ocorreu em funcdo da limitagdo de
nutrientes ou saturacdo da fotossintese ou o fotoperiodo aplicado como fator estressante. A
medida que foi sendo feita a reposicdo de meio na cultura, promovia uma diluicdo e uma
diminuicdo da DO com consequente recuperacdo para nova fase de multiplicagdo. Esse
comportamento é a resposta da ceélula como resultado da mudanca percebida. Essa alimentagéo
retorna os nutrientes para a microalga e permite estender a duracdo da cultura e observar
mudanca na densidade. Isso reflete a adaptacéo das microalgas em resposta as novas condi¢coes
de cultivo (Ranjbar et al., 2008; Richmond , 2004).

Tempo de cultivos reduzidos em fungcdo do objetivo de estudo e inodculos com
concentragdes satisfatérias para um volume ideal de cultivo sdo encontrados na literatura. Por
exemplo, culturas de Scenedesmus sp. ISTGAL foram cultivadas em meio BG-11 suplementado
com bicarbonato de sodio (NaHCO3) por 14 dias, o qual apresentou um padrdo de crescimento
aumentado quando suplementado com diferentes concentraces de 10 e 100mM (Tripathi;
Singh; Thakur, 2015). Culturas de Scenedesmus acutus foram incubadas em meio KC por 28
dias para determinacdo de padrdes para produtividade de biomassa e acidos graxos, e
apresentou crescimento maximo aos 22 dias (fase exponencial tardia) (EI-Sheekh et al., 2017).
Experimento com Scenedesmus sp. e Chlorella sp. com duracdo de 15 dias foi realizado para
avaliar o crescimento destas microalgas e o potencial para remocéo de nutrientes tratadas com
efluente doméstico (Santos et al., 2022).

O estudo analisa a relacdo entre absorbancia, transmitancia e densidade celular em
culturas de microalgas. Observou-se que a absorbancia atingiu valores elevados (até 3.000) ao
longo de 47,5 dias, indicando uma alta concentracdo de células durante a fase de crescimento
exponencial. Estudos anteriores, como os de Alejos-Cabrera et al. (2023) e Gdmez et al. (2016),
mostraram forte correlagdo entre absorbancia e densidade celular, com altos coeficientes de

determinacédo (R? > 0,98), validando a espectrofotometria como método preditivo confiavel na
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biotecnologia de microalgas. No entanto, o presente estudo encontrou limitagdes na linearidade
da relacdo entre absorbancia e densidade celular, possivelmente devido a saturagdo do
espectrofotdmetro por altas concentragdes de células (absorbancia até 3000).

A temperatura do cultivo é um fator restritivo adicional, uma vez que exerce uma
influéncia significativa nas reagdes metabolicas, afetando diretamente a taxa de crescimento
das microalgas (Souto; Andrade; Gatti, 2014). Huseby, et al. (2013). A escolha adequada da
temperatura é essencial para otimizar a produtividade e a qualidade dos produtos obtidos a partir
das microalgas. A cepa Scenedesmus almeriensis apresenta melhor desenvolvimento em
temperaturas entre 25°C e 28°C. Temperaturas acima dessa faixa sdo prejudiciais e resultam
em uma reducdo na produtividade da biomassa (Fernandez-Sevilla; Acién Fernandez; Molina,
2010). El-Sheekh et al. (2017) trabalhando com Scenedesmus acutus constataram que ndo
houve diferenca significativa na produtividade de biomassa a 25 e 30°C com 0.41 e 0.42 g.1 -
1.d?, respectivamente. O cultivo deste estudo foi mantido sob 26°C, observando um bom
desempenho para a espécie cultivada. A reducdo ou aumento da temperatura também pode
influenciar a producéo de metabdlitos secundarios, como pigmentos, antioxidantes e compostos
bioativos. Tjahjono et al. (1994), constataram aumento de astaxantina em Haematococcus em
funcdo do aumento de temperatura. Liu; Lee, (2000) verificaram o0 aumento de carotenoides
pela alga verde Chlorococcum sp em condicdes de aumento de temperatura.

O principal desafio no cultivo em larga escala de microalgas fotoautotroficas reside na
utilizacdo eficiente da luz intensa para a producdo em massa de células e metabolitos
secundarios por meio da fotossintese (Richmond, 2004). As microalgas realizam a fotossintese
oxigénica. Nela, é fundamental a presenca de luz em periodos ideais para 0 seu
desenvolvimento. E comum utilizar um ciclo de 12 horas de luz seguido por 12 horas de
escuriddo para manter cultivos em laboratério. Esse ciclo claro-escuro permite um melhor
desempenho da atividade fotossintética e evita a ocorréncia de fotoinibicéo (Costa et al., 2014).
O regime de luz é um parametro importante na producdo de biomassa influenciando, por
exemplo, a taxa de crescimento e producdo de biomassa em Chlorella vulgaris foi observado
(Amini Khoeyi; Seyfabadi; Ramezanpour, 2012).

Em adicdo a temperatura, o potencial hidrogenidnico (pH) € um fator essencial as
microalgas (Tripathi; Singh; Thakur, 2015). Para Andrade; Filho (2014), a faixa ideal de pH
para alcancar a maior densidade de microalgas esta entre 7,5 e 9,0. Durante o dia, a fotossintese
consome CO2, 0 que pode elevar o pH. No entanto, a respiracdo das microalgas promove a
liberacdo e dissolugéo do CO2 no meio, o que pode reduzir o pH (Embrapa, 2000).

Tripathi; Singh; Thakur (2015) conduziram um experimento cultivando Scenedesmus sp. em
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meio de cultura BG-11, com pH inicial de 7,4 e um fotoperiodo de 18 horas. Eles investigaram
a influéncia do pH variando-o de 7 a 10 e observaram que a microalga alcangou sua maior
produtividade em pH 8, mostrando um crescimento mais robusto em condicdes alcalinas. Este
resultado é comparavel ao obtido por Difusa et al. (2015) nas espécies Scenedesmus ADIITEC-
Il e GUBIOTJT116, cultivadas em meio BG-11, incubadas a temperatura de 25 + 2°C e
fotoperiodo claro e escuro de 16:8 h, e submetidas a diferentes valores de pH (5,0 ao 9,0). O
crescimento de ambas as espécies e a produtividade méaxima de biomassa foi observado em pH
7,0. Ao ponto que condi¢bes mais acidas ou muito basicas dos valores mencionados foram
sugeridos, observaram densidade e produtividade de biomassa reduzidas.

A escolha da tecnologia de colheita adequada é determinada pelo valor dos produtos
desejados, pela concentracdo de biomassa e pelo tamanho das células das microalgas em
questdo (Li et al., 2008). A técnica escolhida para este trabalho foi a centrifugacdo. E uma
técnica comum e eficaz para separar quase todos os tipos de microalgas do meio de cultura
(Grima et al., 2013; Goiris et al., 2012; Tripathi; Singh; Thakur, 2015; Dantas et al., 2019).
Apos a centrifugacdo, as microalgas sedimentadas séo coletadas do fundo do tubo com auxilio
de espatula e pipeta e 0 meio de cultura sobrenadante é descartado (Pahl et al., 2013).

As condicdes utilizadas neste protocolo foram eficazes em promover o crescimento celular e a
producéo de biomassa ao longo do tempo de cultivo. No entanto, ajustes na metodologia devem
ser propostos para alcancar um rendimento de biomassa ainda maior, com valores significativos
associados a potencializacdo dos metabolitos produzidos pelo organismo estudado. Essas
modificagcdes podem incluir variacfes nos parametros de cultivo, como intensidade de luz, pH,
nutrientes, e tempo de cultivo, visando otimizar a producao de biomassa e a acumulacao de

metabolitos desejados.

5. Concluséao

O protocolo de cultivo foi estabelecido a partir dos resultados desse estudo. As
microalgas sdo altamente disponiveis para exploracdo, um recurso natural para alimentar a
economia circular e minimizar impactos ambientais. O uso de meio BG-11 para as culturas foi
satisfatorio para o crescimento das microalgas e producdo de biomassa. A microalga apresentou
um bom desenvolvimento no modelo Fed-Batch, exibindo picos de crescimento em um periodo
de tempo significativo. Contudo, o cultivo foi estendido para aumentar a producgéo de biomassa.
A metodologia empregada indicou picos populacionais ja nos estagios iniciais do protocolo,

permitindo que o cultivo pudesse ser centrifugado aos 28 dias. Ainda assim, optou-se por
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continuar utilizando o sistema Fed-Batch para promover o acumulo adicional de biomassa. O
protocolo estabelecido, com duracdo média de 55 dias (DP = 36,4), resultou em um rendimento
de 1,70 g/L, um valor comparavel ao observado em outros estudos envolvendo o0 mesmo género
ou grupos similares de microalgas.

A inexisténcia de uma fase estacionaria no cultivo sugere que as condi¢des praticadas
no protocolo propiciaram o estresse populacional nas microalgas, e sucederam a producéo de
compostos em resposta ao estresse proposto. A contagem e a verificacdo da absorbancia e
transmitancia do cultivo de microalgas foram ferramentas essenciais para monitorar 0
crescimento e a salde do cultivo. A maxima densidade aconteceu com 89 dias de cultivo
atingindo 6,7 x 107 individuos/mL. Esse rigoroso processo de preparagdo da biomassa
assegurou a obtencdo de amostras secas e livres de contaminantes, estabelecendo uma base
solida para analises precisas e confiaveis nas etapas subsequentes de investigacéo.

O protocolo padronizado permite rotinas em comum sobre condi¢des de cultivo, como
temperatura, pH, e composicdo do meio de cultura, assegurando que 0S microrganismos
crescam em um ambiente controlado e previsivel. Além disso, a padronizacdo facilita a
comparacdo de resultados entre diferentes estudos e laboratorios, promovendo a validagédo

cientifica e a aplicacdo industrial dos processos de cultivo.
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Capitulo 2 —Triagem de metabdlitos fenolicos por CLAE-DAD em
Scenedesmus obtusus

Resumo

A exploragdo de macro e microalgas para a producdo de metabdlitos biologicamente ativos tem
sido extensa, abrangendo inddstrias de alimentos, farmacéutica, bioenergia e cosméticos.
Microalgas séo fontes de carotenoides, ficobilinas, cidos graxos, polissacarideos, vitaminas e
esterois. A variagdo na composicao quimica entre espécies de microalgas oferece oportunidades
para bioprospeccao e aplicacdes comerciais. Este estudo investigou qualitativamente as classes
de compostos do metabolismo secundario presentes na biomassa de uma alga verde -
Scenedesmus obtusus isolada de uma represa artificial do Cerrado brasileiro e cultivada em um
sistema de cultivo do tipo Fed-Batch fechado com condig¢des controladas de temperatura, luz e
nutrientes. A triagem de biomassa de microalga envolveu métodos qualitativos para
bioprospeccédo incluindo testes quimicos para flavonoides, compostos fendlicos, alcaloides,
cumarinas, taninos e compostos terpénicos. A biomassa foi positiva para alcaloides e compostos
fendlicos. A biomassa utilizada em cromatografia a liquido de alta eficiéncia -CLAE —sugeriu
a presenca de quercetina, resveratrol e kampferol (compostos fendlicos), conhecidos por suas
propriedades antioxidantes, atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana e neuroprotetora e
aplicacGes em diversas areas. Esses resultados destacam a relevancia da bioprospeccao de
microalgas, em particular Scenedesmus obtusus, para a obtencdo de compostos de alto valor
agregado, reforcando seu potencial como matéria-prima sustentavel para setores como
farmacéutico, alimenticio e cosmético. Este estudo abre perspectivas para a otimizacdo do
cultivo e quantificacdo desses compostos, bem como investigar outros metabdlitos presentes
nessa espécie. Futuramente, os compostos podem ser investigados para o possivel papel como
marcadores quimicos de bioprodutos advindos desta espécie, o que € muito Gtil devido o
crescente interesse por trabalhos com microalgas.

Palavras-chave: biomassa; bioprospec¢do; microalga; quercetina; resveratrol; kampferol
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Chapter 2 — Screening of Phenolic Metabolites by HPLC-DAD in
Scenedesmus obtusus

Abstract

The exploration of macro- and microalgae for the production of biologically active metabolites
has been extensive, spanning industries such as food, pharmaceuticals, bioenergy, and
cosmetics. Microalgae are sources of carotenoids, phycobilins, fatty acids, polysaccharides,
vitamins, and sterols. Variations in chemical composition among microalgae species present
opportunities for bioprospecting and commercial applications. This study conducted a
qualitative investigation of the secondary metabolite classes present in the biomass of a green
alga—Scenedesmus obtusus—isolated from an artificial reservoir in the Brazilian Cerrado and
cultivated in a closed Fed-Batch system under controlled temperature, light, and nutrient
conditions. The microalgal biomass screening involved qualitative methods for bioprospecting,
including chemical tests for flavonoids, phenolic compounds, alkaloids, coumarins, tannins,
and terpenic compounds. The biomass tested positive for alkaloids and phenolic compounds.
High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis suggested the presence of
quercetin, resveratrol, and kaempferol (phenolic compounds), known for their antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, and neuroprotective properties, with applications in various fields.
These findings highlight the relevance of microalgae bioprospecting, particularly Scenedesmus
obtusus, for obtaining high-value compounds, reinforcing its potential as a sustainable raw
material for pharmaceutical, food, and cosmetic industries. This study opens avenues for
optimizing cultivation and quantifying these compounds, as well as investigating other
metabolites in this species. In the future, these compounds could be studied as potential
chemical markers for bioproducts derived from this species, which is highly valuable given the
growing interest in microalgae research.

Keywords: biomass; bioprospecting; microalgae; quercetin; resveratrol; kaempferol
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1. Introducéo

A capacidade de produgdo de metabdlitos por macro e microalgas impulsionou sua
exploragdo extensiva como fontes de compostos biologicamente ativos em diversas areas
industriais, incluindo alimentos, farmacéutica, bioenergia e cosméticos (Garcia-Perez et al.,
2023). A biomassa de microalgas emergiu como uma valiosa fonte natural de uma ampla gama
de compostos biologicamente ativos, abrangendo desde carotenoides, ficobilinas e &acidos
graxos até polissacarideos, vitaminas e esterois (Plaza et al., 2009). Assim como ocorre em
plantas, a composicdo quimica das microalgas varia entre as espécies. A capacidade de
microalgas em fornecer esses compostos valiosos j& sdo relatadas para suprir as necessidades
do corpo humano em uma variedade de nutrientes importantes. As microalgas oferecem uma
rica fonte de vitaminas e minerais, incluindo vitaminas A, B1, B2, C e E; nicotinato; biotina;
acido fdlico; acido pantoténico; niacina; iodo; potassio; ferro; magnésio; e calcio (Becker,
2013).

As algas verdes apresentam proteinas como compostos prevalentes sendo superiores a
30% (Garcia-Perez et al., 2023). Acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), como &cido V-
linolénico e &cido estearidonico sdo presentes em alto teor, aponta o mesmo autor. O -caroteno
€ um importante carotenoide com aplicagdes nas industrias alimenticia, de racdes, farmacéutica
e cosmética, presente na Dunaliella salina, uma microalga verde (Sathasivam et al., 2019).).
Na espécie Scenedesmus falcatus (KU.B1), a otimizacdo de estresse luminoso projetou maior
conteddo de pigmento (Songserm; Nishiyama; Sanevas, 2024). Os lipidios derivados do género
Nannochloropsis ja estdo sendo empregados em produtos cosméticos e de cuidados com a pele,
e ha iniciativas em curso para expandir seu uso em aplicacdes nutricionais (Gellenbeck, 2012).

Diversas pesquisas tém sido conduzidas para investigar os produtos do metabolismo das
microalgas, ndo apenas para compreender sua natureza, mas também em busca de substancias
com potencial aplicacdo em varias areas de interesse humano. Uma pratica comum € a triagem
de extratos ou o isolamento de metabdlitos de diferentes microalgas para determinar sua
atividade biologica (De Morais et al., 2015).

Os metabolitos produzidos por microalgas e cianobactérias sdo diversos, e ndo ha
critérios universais para rastrear suas atividades bioldgicas. Os métodos de extracdo de
metabolitos de microalgas podem ser divididos em abordagens quimicas e bioldgicas (Hassan
et al., 2022). Os métodos quimicos geralmente envolvem a utilizacdo de solventes orgénicos,
como metanol, acetona ou cloroférmio, para extrair os metabdlitos das células das microalgas.
Esses solventes sdo capazes de dissolver uma variedade de compostos, permitindo a

recuperacdo dos metabolitos desejados (Deshmukh; Kumar; Bala, 2019; Lopresto et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/dunaliella
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Testes de alcaloides, saponina, flavonoides e taninos compdem a triagem quimica (Scholz;
Liebezeit, 2006).

As microalgas sdo uma fonte praticamente inexplorada de antioxidantes naturais, devido
a sua vasta biodiversidade, que supera em diversidade as plantas superiores (Li et al., 2007).
Dentro dessa perspectiva, 0 objetivo deste estudo é identificar qualitativamente as principais
classes de compostos do metabolismo secundério extraidos do cultivo de microalgas, tendo

Scenedesmus obtusus em dominancia.

2. Material e Métodos
A andlise qualitativa foi composta por testes para conhecer a(s) classe(s) de compostos

presentes no cultivo de Scenedesmus obtusus. O produto final ap6s o cultivo em camara de
incubacgdo a 25°C de temperatura e 12/12h fotoperiodo, acompanhamento (densidade Optica e
contagem de nimero de células por mL), colheita com o pico da densidade de células (6,7 x 107
céls/mL). Com intuito de acumular o maximo volume possivel para producdo de biomassa
usamos o sistema de cultivo Fed-Bach, e as amostras foram processadas com 55 (DP = 36,4)
dias em média. O processamento consistiu em centrifugacdo a 4000 rpm e 15 min e secagem
em estufa a 40°C da biomassa.

Na biomassa de Scenedesmus obtusus foram investigadas a presenga dos seguintes
metabolitos secundarios: flavonoides, compostos fendlicos, alcaloides, cumarinas, taninos e
compostos terpénicos. No preparo para caracterizacdo de flavonoides, a extracdo foi realizada
pesando 8 gramas da amostra seca em uma balanca de precisdo e adicionando 80 mL de etanol
a 70% (p/p). A mistura foi fervida por 5 minutos e, em seguida, filtrada em papel de filtro
previamente umedecido com etanol a 70% (p/p). A partir deste preparo, a triagem fitoquimica
foi realizada utilizando as principais reacfes de caracterizacdo dos metabolitos secundarios
mais relevantes, adaptadas de Costa (2002), Matos (2009), Simdes et al.(2007) e Scholz (2006).

2.1 Teste de flavonoides

2.1.1 Reacdo da cianidina ou de Shinoda

A reacdo da cianidina ou de Shinoda foi realizada transferindo 3 mL do filtrado para um
tubo de ensaio. Em seguida, foi adicionado cerca de 1 cm de fita de magnésio fina e
cuidadosamente acrescentado 1 mL de HCI concentrado. A presenca de flavonoides é
evidenciada pelo surgimento de uma coloracgao que varia de laranja a vermelho ou magenta em

um periodo de 1 a 2 minutos.



54

Campus

e
ipolis de Cienci Universidade 3y ESTADO,
(néools de Ciéncize (3) pniversidade - ias S% DE GOIAS

Henrique Santillo

2.1.2 Reacdo Oxalo-Borica

Para realizar a Reacdo Oxalo-Borica, evaporou-se 5 mL da solu¢do extrativa em uma
capsula de porcelana. Em seguida, adicionou-se ao residuo semi-seco 3 mL de solucdo de acido
bérico a 3% (p/V) e 1 mL de solucdo de acido oxalico a 10% (p/V). O evaporamento foi
conduzido até secura e entdo foram adicionados 7 mL de éter etilico ao residuo seco. Observou-
se sob luz ultravioleta para verificar o aparecimento de fluorescéncia amarelo-esverdeada,
reacdo positiva. Essa reacdo é especifica para flavondis, enquanto outros compostos como

flavonas, flavanonas e isoflavonas podem se colorir, mas ndo apresentam fluorescéncia.

2.1.3 Reacdo com Acido Sulftrico Concentrado

Na Reagdo com Acido Sulfarico Concentrado, foram adicionados 3 mL da solugéo
extrativa em uma capsula de porcelana e deixou-se evaporar até a semi-secura. Em seguida,
adicionou-se 0,5 mL de acido sulfdrico concentrado e observou-se sob luz ultravioleta quanto
ao aparecimento de fluorescéncia. Essa reacdo se baseia na formacdo de sais de ox6nio, cujas

solucgdes apresentam fluorescéncia variavel conforme a posic¢éo do ion oxénio na molécula.

2.2 Testes para Compostos Fenolicos em geral

2.2.1 Reacdo com Hidrdxidos Alcalinos

Na Reacdo com Hidréxidos Alcalinos, foram transferidos 3 mL da solucdo extrativa
para um tubo de ensaio e adicionou-se 1 mL de NaOH a 20% (p/V), agitando-se o tubo.
Compostos fendlicos em geral escureceram na presenca de hidréxidos alcalinos. Caso existam
heterosideos flavonicos na amostra, observar-se-a o desenvolvimento de colora¢do amarela. Em
meio alcalino, alguns grupos de flavonoides apresentardo cor amarela, enquanto as chalconas

desenvolverdo coloracao vermelho-amarelada.

2.2.2 Reacdo com Cloreto de Aluminio

A Reacédo com Cloreto de Aluminio foi realizada da seguinte forma: Cerca de 5 mL da
solucdo extrativa foram transferidos para um béquer ou cépsula de porcelana. Em seguida, a
solucdo foi concentrada até a metade e transferida para um pedaco de papel de filtro, sendo
espalhada por toda a sua superficie. Uma das regifes do papel foi umedecida com solucdo de
cloreto de aluminio a 5% (p/V). Posteriormente, foi observado o aparecimento de fluorescéncia

sob luz ultravioleta. Os compostos flavonoides apresentam fluorescéncia amarela intensa
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quando observados sob essa luz.

2.2.3 Reacdo com Cloreto Férrico

Na Reacdo com Cloreto Férrico, 3 mL da solucédo extrativa foram transferidos para um
tubo de ensaio. Em seguida, foram adicionadas 2 gotas de cloreto férrico a 4,5% (p/V),
observando-se o aparecimento de coloracdo. A presenca de compostos fendlicos em geral
resultara em coloracdo negra ou escurecimento, enquanto flavonoides apresentardo coloracéo

amarela, verde ou castanha.

2.3 Teste para Antraquinonas

Foram transferidos 10 mL do filtrado para um béquer de 40 mL, designado (1),
e outros 10 mL foram transferidos para outro béquer, designado (I1). Ao contetdo do béquer (1)
foi adicionado 0,5 mL de HCIl a 10% (V/V) e levado a fervura por 2 minutos em chapa
aquecedora, enquanto o contetido do béquer (I1) passou pelo mesmo procedimento, exceto pela
acidificacdo. Os liquidos foram transferidos para tubos de ensaio designados como (1) e (11) e,
apos o resfriamento, 10 mL de éter etilico P. A. foram adicionados a cada um, agitando-o0s
levemente. Em seguida, foram separados 5 mL da fase etérea dos tubos (1) e (I1), e 4 mL de
amonia 50% (V/V) foram adicionados a cada um, deixando-os em repouso por 5 minutos. A
presenca de heterosideos antraquindnicos € indicada pelo aparecimento de coloracdo de rosa a
vermelha na fase amoniacal. O reconhecimento dos heterosideos antraquinénicos na reacao de
Borntréger envolve a formacao de fenatos de amonia, que adquirem uma coloracédo rosa, apos
a extracdo das agliconas e sua liberacdo por hidrélise acida. A cor desenvolvida, alcancando
seu maximo em 5 minutos, intensifica-se gradualmente devido a oxidacdo das formas livres

reduzidas - antrona e antranol - em antraquinona.

2.4 Teste de Cumarinas

Para a caracterizacdo de cumarinas, a extracdo foi realizada utilizando 2 g da amostra
com 30 mL de 4gua (aquecida). Apos a filtracdo, foi adicionado 1 mL de HCI 1N (para atingir
pH 1). Em seguida, a mistura foi transferida para um funil de separacéo e extraida com 10 mL
de éter. O volume foi reduzido e gotejado sobre duas regibes distintas de um papel de filtro,
que foram marcadas. Em seguida, adicionou-se 1 gota de NaOH 1 N em uma das regifes do
papel de filtro e observou-se na luz UV. Uma reagdo positiva sera indicada pela fluorescéncia

verde ou azulada.
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2.5 Teste de Taninos

Para a caracterizagao de taninos, pesou-se 2g da amostra em uma balanca de precis&o.
Adicionou-se 50 mL de &gua destilada e ferveu-se durante 5 minutos. Em seguida, a mistura
ainda quente foi filtrada utilizando papel de filtro. O volume do filtrado obtido foi completado
para 100 mL (solucédo extrativa). Em seguida, foram organizados 12 tubos de ensaio em uma
estante. Em 6 dos 12 tubos, adicionou-se 5 mL da solucéo extrativa. Nos 6 tubos restantes,

adicionou-se o controle positivo [5 mL de &cido tanico 0,5% (p/V)].

2.5.1 Reagdo com Gelatina

Ao primeiro tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de solucéo de gelatina
a 2,5% (p/V), preparada em solucdo de cloreto de sodio a 5% (p/V). Ambos os tubos foram
comparados. A presenca de taninos na amostra é evidenciada pelo aparecimento de um
precipitado branco, pois eles reagem com os aminoacidos da gelatina (como prolina, por

exemplo), pelo grupamento amina, formando precipitado.

2.5.2 Reacdo com Alcaloides

No segundo tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de solucdo de sulfato
de quinino a 1% (p/V) em acido sulfarico a 5% (V/V). No terceiro tubo (amostra e controle),
foram adicionadas 5 gotas de solucdo de brucina a 1% (p/V) em acido sulfdrico a 5% (V/V).
Os tubos foram comparados. A presenca de precipitado indica a existéncia de taninos na
amostra. Taninos reagem com alcaloides devido ao fato destes conterem o grupamento amina

na molécula (mais especificamente o N).

2.5.3 Reacdo com sais metalicos

Ao quarto tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de acetato de cobre a
4% (p/V). No quinto tubo (amostra e controle), foram acrescentadas 2 gotas de cloreto férrico
a 2% (p/V). Em seguida, comparou-se a coloracdo dos tubos e a ocorréncia de precipitado. Os
taninos tém a propriedade de reagir e precipitar com sais metalicos, como chumbo, cobre, zinco,
cromo e ferro. Com sais de ferro, ocorre a formacdo de precipitados enegrecidos, denominados

fenatos férricos e ferrosos.
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2.5.4 Reacgdo com Hidréxidos Alcalinos

Ao sexto tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de solu¢do de hidroxido
de sddio ou potassio a 20% (p/V). Em seguida, comparou-se a colora¢édo de ambos os tubos. A
presenca de taninos na amostra foi observada pelo escurecimento da solugdo. Os taninos ndo
precipitam em presenca de hidréxidos alcalinos, pois os grupos fendlicos reagem formando

fenatos soluveis.

2.6 Testes para Compostos Nitrogenados — Alcaloides

Foram pesados 2 g da amostra e adicionados 20 mL de &cido sulfdrico a 5% (V/V). A
mistura foi levada a fervura por 3 minutos e, em seguida, filtrada em papel de filtro e resfriada.
O filtrado foi transferido para um funil de separacgéo e alcalinizado com NH4OH a 10% (o pH
foi acompanhado com uma fita de pH). Foram realizadas duas extracdes com 10 mL de
cloroférmio cada. As fragdes cloroformicas (organicas) foram separadas. Na fracdo organica
(cloroférmica), foram adicionados 20 mL de HCI diluido, agitados e a fragdo acida foi
recolhida. Em seguida, esta fracdo foi submetida a pesquisa de alcaloides utilizando os

reagentes gerais dos alcaloides.

2.6.1 Reativo de Mayer

Para preparar o Reativo de Mayer, foram dissolvidos em agua 2,71g de cloreto de
mercurio e 10g de iodeto de potassio, e entdo o volume foi completado para 200mL com agua
destilada. Em seguida, a mistura foi agitada e filtrada. Os reagentes iodados precipitardo os

alcaloides das solugdes acidas, sob a forma de poli iodetos complexos.

2.6.2 Reativo de Dragendorff

O Reativo de Dragendorff foi preparado dissolvendo 8g de subnitrato de bismuto em
20mL de acido nitrico a 30% (p/V). Em seguida, foram dissolvidos, em separado, 22,89 de
iodeto de potassio em um volume minimo de dgua destilada. A primeira solucdo foi despejada
pouco a pouco sobre a segunda. Apods deixar em repouso durante algumas horas, a mistura foi

filtrada. O volume foi completado com agua destilada para 100mL.

2.6.3 Reativo de Bouchardat

O Reativo de Bouchardat foi preparado dissolvendo 4g de iodeto de potassio e 2g de

iodo em 100ml de agua destilada.
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2.6.4 Reativo de Bertrand

O Reativo de Bertrand foi preparado dissolvendo 1g de acido silico-tangstico em 100mL

de agua destilada.

2.6.5 Reativo de Hager

O Reativo de Hager foi preparado dissolvendo 2g de &cido picrico em 100mL de &dgua

destilada.

2.6.6 Acido Tanico

O Acido Téanico foi preparado dissolvendo 1g de &cido tanico em 100mL de agua
destilada.A distribuicdo da fracdo acida foi feita igualmente em 6 tubos de ensaio, e em cada
um deles foram adicionadas de 3 a 6 gotas dos reativos gerais para alcaloides mencionados
acima. Paralelamente, uma outra série de 6 tubos de ensaio foi preparada, contendo 3 mL de
solucgéo de sulfato de quinina a 1% (p/V) (controle positivo). Em cada um desses tubos, foram
adicionadas de 3 a 6 gotas dos respectivos reativos gerais para alcaloides, e comparadas com a
primeira série de tubos. A presenca de alcaloides foi indicada pelo aparecimento de precipitados
nos tubos: i) reativo de Mayer - precipitado branco; ii) reativo de Dragendorff - precipitado
vermelho-tijolo; iii) reativo de Bouchardat - precipitado marrom-avermelhado; iv) reativo de
Bertrand - precipitado branco; v) reativo de Hager - precipitado amarelo; vi) Acido tanico -

precipitado bege.

2.7 Testes para Compostos Terpénicos

A amostra foi pesada em 2,5 g e adicionada a 25 mL de etanol a 50% (V/V) e 10 mL de
solucdo de acetato de chumbo a 10% (p/V), levada a fervura por 4 minutos. Em seguida, foi
resfriada, filtrada e o volume foi completado para 25 mL com etanol a 50% (V/V). O filtrado
foi transferido para um funil de separacdo e extraido duas vezes com 15 mL de cloroférmio
P.A. A fracdo cloroformica sera utilizada nas reac6es de pesquisa de heterosideos cardioativos

descritas abaixo.

2.7.1 Reacdo de Liebermann-Burchard

A reacdo de Liebermann-Burchard (caracterizacdo do nucleo esteroide) foi realizada
transferindo 3 mL da fracéo cloroférmica para um tubo de ensaio e evaporando até a secura em
banho-maria. Em seguida, foi adicionado 1 mL do reagente de Liebermann-Burchard recém-

preparado (1 mL de cloroférmio P.A., 1 mL de anidrido acético P.A. e 3-4 gotas de acido
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sulfarico concentrado) ao residuo do tubo. O tubo foi deixado em repouso por 5 minutos para
observacdo da coloracdo. Uma reacdo positiva foi indicada por uma coloragdo castanha
(dedaleira) ou verde (cila e estrofanto).

2.7.2 Reagdo de Pesez

Reacdo de Pesez (caracterizacdo do nucleo esteroide) foi conduzida transferindo 3 mL
da fracdo cloroférmica para uma capsula de porcelana e evaporando até secar em uma chapa
aquecedora. Apos o resfriamento, 3 a 6 gotas de H3PO4 P.A. foram adicionadas ao residuo. A
mistura foi entdo agitada com um bastéo e observada sob luz UV. Uma reacgdo positiva para
terpenos seréd indicada pela presenca de fluorescéncia verde-amarelada. Para confirmar a
presenca de heterosideos cardioativos a reacdo de Kedde também deve ser positiva.

2.7.3 Reagdo de Keller-Kiliani

Na reacdo de Keller-Kiliani (detectando desoxi-agucares), foi evaporado até a secura 5
mL da fracdo cloroférmica em um tubo de ensaio em banho-maria. Ao residuo do tubo, foram
adicionados 3 mL de um reagente recém-preparado contendo acido acetico glacial P.A. e cloreto
ferrico 9% (p/V) na proporcéo de 3:0,1. O contetdo do tubo foi homogeneizado e, lentamente,
vertido para outro tubo de ensaio com 2 mL de acido sulfdrico concentrado. Uma reacéo
positiva serd indicada pelo desenvolvimento de um anel de coloragéo castanho-avermelhada na

zona de contato, bem como o aparecimento de coloragéo azul-esverdeada na camada acética.

2.7.4 Reacdo de Kedde

Na reacdo de Kedde (especifica para o anel lactdnico de um cardenolideo), foram
transferidos 6 mL da fracdo cloroférmica para um tubo de ensaio e evaporados até a secura em
banho-maria. Ao residuo do tubo, foram adicionados 2 mL de etanol a 50% (V/V), 2 mL de
agua destilada, 2 mL de reagente acido 3-5 dinitrobenzdico a 1% (p/V) recentemente preparado
em etanol a 96% (V/V) e 2 mL de hidréxido de potassio 1 M. Ap6s um repouso de 5 minutos,
foi observado o desenvolvimento de uma coloracéo castanho-avermelhada a vermelho-violeta,

indicativa de reacdo positiva.

2.8 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE- DAD)

Para a identificacdo preliminar dos compostos na biomassa de microalga Scenedesmus

obtusus, utilizou-se o equipamento HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity II, software
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OpenLab CDS, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD modelo G7115A), injetor
automatico, coluna C-18 Agilent Infinity Lab Poroshell 120 EC (4.6 x 100 mm, 2.7 pm),
temperatura da coluna em 30° C com amostras de biomassa e padrdes analiticos (Sigma). Para
obtencdo do extrato de alga Scenedesmus obtusus, pesou-se 1,0 g da amostra de biomassa de
microalga em um béquer de 10 mL e transferiu-se 5 mL de metanol grau HPLC e levou a
ultrassom por 5 minutos sem controle de temperatura. Em seguida, transferiu-se para um bal&o
volumétrico de 10 mL e completou-se com Metanol até o menisco. Em seguida, o baldo
contendo a amostra foi submetido a um banho ultrassonico (Ultronique mod. Q5.9/40A,
frequéncia 40kHz e poténcia 200W) por 30 minutos, protegido da luz e a temperatura ambiente.
Apobs o tempo descrito, a solugdo foi submetida a um processo de filtracdo simples utilizando
papel filtro, posteriormente cerca de 2,5mL foi transferido para um erpendorf. Ele foi posto na
centrifuga modelo (IKA® mini G) para centrifugacdo por 15 minutos, filtrado em seringa com
membrana em PTFE (0,45 um) e transferido para vial. Esse preparo foi mantido refrigerado até
0 inicio da analise quanto aos compostos fitoquimicos. As fases moveis utilizadas foram
filtradas utilizando membrana PTFE de 0,45 pm.

Foram utilizados comprimentos de onda de deteccdo em 280, 306 e 340 nm. A fase
movel utilizada foi acetonitrila (A) e agua acidificada com acido acético a 0,2% (B). A eluigédo
ocorreu em gradiente, conforme Tabela 1. Para triagem do material, foi utilizado padrdes
analiticos para possivel identificacdo dos compostos disponiveis na amostra analisada sendo
eles a rutina 0,2% (p/v), &cido cafeico 0,2% (p/v), catequina 0,2% (p/v), epicatequina 0,2%
(p/v), resveratrol 0,2% (p/v), quercetina 0,2% (p/v), acido galico 0,2% (p/v), apigenina 0,2%
(p/v) e kampferol 0,08% (p/v), SIGMA ALDRICH. O tempo de retencédo dos padrdes analiticos

foi comparado com o do extrato da biomassa.

Tabela 1. Composicéo do gradiente utilizado como fase mével durante a eluicdo em HPLC, visando
a separacdo de compostos fendlicos na biomassa de Scenedesmus obtusus
Proporc¢éo (%)

Tempo (min) A B
0-5 2 98

5-8 5 95
8-11 20 80
11-14 25 75
14-21 40 60
21-24 80 20
24-27 90 10
27-30 5 95
30-35 2 98

Legenda: (A) acetonitrila e (B) 4gua acidificada com &cido acético a 0,2%
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3. Resultados

Os testes realizados de prospecgdo fitoquimica indicaram a presenca das classes
Flavonoides e Alcaloides na amostra avaliada (Tabela 2). As reacdes de Shinoda (RS) e cloreto
férrico (CF) resultaram positivas para flavonoides, enquanto o reagente de Dragendorff (RD) e
a reacdo com acido tanico (AT) indicaram a presenca de alcaloides (Tabela 2). Para a presenca
de terpenos, € necessario que as trés reacdes de caracterizacdo—Lieberman-Buchard (LB),
Keller-Kiliani (KK) e Pesez—sejam positivadas. No entanto, apenas a reagdo de Pesez

apresentou resultado positivo (Tabela 2).

Tabela 2. Classes de compostos testadas qualitativamente com indicacéo de presenga (+) ou auséncia

(-) na biomassa de Scenedesmus obtusus

Composto Teste Presenca

Alcaloide Reagente de Dragendorff +
Acido Tanico — AT +
Mayer — RMay -

Bouchard — RB -
Bertrand - RBert -
Terpénico Lieberman-Buchard — LB -
Keller-Kiliani — KK -

Pesez +

Cumarinas -

Flavonoides  Reac0es de Shinoda +
Reacao de cloreto férrico +
Reacdes de oxalo-borica -
Acido sulfarico concentrado — ASC -

Reacdo com hidroxido alcalino e cloreto de aluminio - HACA -

Taninos Reacdes com gelatina - RG alcaloides — RA -

Sais metalicos - RSM, hidroxidos alcalinos - RHA -

Os achados espectrais, bem como a coincidéncias nos tempos de retencdo sugerem a

presenca de quercetina, resveratrol e kampferol na amostra (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacdo do padrdo analitico utilizado com resultado obtido da amostra de biomassa de
Scenedesmus obtusus com uso de HPLC/DAD.,

Padrdes analiticos e . Tempo de Retencdo Biomassa da
« Comprimento de ~ .
concentragdo em metanol dos padroes microalga

Grau CLAE(p/v) onda (nm) analiticos (min)  (Scenedesmus obtusus)

Rutina (0,2%) 340 14,48 -
Acido cafeico (0,2%) 306 12,86 -
Catequina (0,2%) 280 12,48 -
Epicatequina (0,2%) 280 13,47 -

Resveratrol (0,2%) 306 17,68 17,71

Quercetina (0,2%) 280 19,20 19,23
Acido galico (0,2%) 280 3,03 -
Apigenina (0,2%) 340 21,02 -

Kampferol (0,08%) 340 21,49 21,52

O padrdo de Resveratrol apresenta um tempo de retencdo de 17,68 minutos (Figura 1b),
enquanto na amostra foi detectado um pico de TR = 17,71 minutos no comprimento de onda de
306 nm (Figura 2b). O tempo de retencdo do padrdo Quercetina é de 19,20 minutos (Figura 1a),
sendo observado um pico na amostra com tempo de retencdo TR de 19,23 minutos no
comprimento de onda de 280nm. O tempo de retencdo do padrdo Kampferol foi de 21,49 min
(Figura 1c,) sendo que na amostra um pico em 21,52 min no comprimento de onda de 340 nm

foi exibido (Figura 2c).
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Figura 1. Perfil cromatografico dos padrdes analiticos, registrado em comprimentos de onda
de 280 nm (a), 306 nm (b) e 340 nm (c). 1. Acido gélico (TR: 3,03 min); 2. Catequina (TR:
12,48 min); 3. Acido cafeico (TR: 12,86 min); 4. Epicatequina (TR: 13,47 min); 5. Rutina (TR:
14,48 min); 6. Resveratrol (TR: 17,68 min); 7. Quercetina (TR: 19,20 min); 8. Apigenina (TR:
21,02 min) e 9. Kampferol (TR: 21,49 min). Detector de arranjo diodos (DAD). CondicGes

cromatograficas: fase movel acetonitrila e acido acético a 0,2%, em gradiente. Volume de

injecao 5 uL, fluxo de 1 ml/min., Coluna C18, 30°C.
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Figura 2. Perfil cromatografico da biomassa de Scenedesmus obtusus, registrado
em comprimentos de onda de 280 (a), 306 (b) e 340 nm (c).

O espectro de absor¢do na regido do UV do pico da amostra em TR de 17,71 min €

similar ao espectro do padréo de resveratrol a 306 nm (Figura 3).

(@ - ‘ (b)

Figura 3. Espectro de absorc¢éo a 306 nm para o padréo de resveratrol com 17,68 minutos (a) e

0 pico da amostra de biomassa de Scenedesmus obtusus com 17,71 minutos (b).
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O espectro de absor¢do na regido do UV no pico da amostraem TR = 19,23 minutos é

similar ao espectro do padréo de quercetina a 340 nm (Figura 4).

T (b)

1

Figura 4. Espectro de absorcdo a 280 nm para o padréo de Quercetina com 19,20 minutos (a)

e a amostra de biomassa de Scenedesmus obtusus com 19,23 minutos (b).
O espectro de absorcdo para o padrdo Kampferol foi compativel ao observado na
amostra de biomassa de Scenesdesmus obtusus no comprimento de onda de 340 nm observando

no padrdo o pico a 21,49 minutos e na amostra a 21,52 minutos (Figura 5).

(a) ",...:'\ TR TR TR R R T TR (b)

Figura 5. Espectro de absor¢do a 340 nm para o padrédo de Kampferol com 21,49 minutos (a)

e amostra de biomassa de Scenedesmus obtusus com 21,52 minutos (b).

4. Discussao
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Os achados espectrais, bem como a coincidéncias nos tempos de retengéo sugerem a
presenca de quercetina, resveratrol e kampferol na biomassa de Scenedesmus obtusus. Esses
compostos apresentam atividades bioldgicas importantes para a satde. O resveratrol possui
efeito cardioprotetor (Hung et al., 2000), antitumoral (Jiang et al., 2022), atividade antioxidante
(Lu et al., 2024; Turcov et al., 2022), anti-inflamatorio (Donnelly et al., 2004; Chong et al.,
2021), neuroprotetor (Corpas et al., 2019; Fracasso et al., 2021). O resveratrol € um composto
de destaque para aplicagdes cosméticas e dermatoldgicas (Ratz-Lyko; Arct, 2019), além de
apresentar potencial na promocdo da saude e na prevencdo e tratamento de doencas
(Fabjanowicz; Plotka-Wasylka; Namiesnik, 2018; Liet al., 2024; Xia et al., 2010). O kampferol
é um composto que exibe atividade antioxidante e antimicrobiana (Taiwo; Oyedeji;
Osundahunsi, 2019), anticancer (Azevedo et al.,, 2015; Moradzadeh et al., 2018),
hepatoprotetora (Hoang et al., 2019), neuroprotetora (Han et al., 2021). O kampferol também
se destaca por suas propriedades terapéuticas, podendo contribuir tanto para a prevengédo quanto
para o tratamento de certas doencas, isoladamente ou em combinagdo com outros farmacos (Al-
Nour; Ibrahim; Elsaman, 2019; Ren et al., 2019; Zhu; Xue, 2019). A quercetina € um dos
flavonois mais encontrados em frutas, vegetais e sementes. H4 maiores concentragdes em
vegetais como cebolas e brocolis, frutas como macas, cerejas e frutas vermelhas, e bebidas
como cha e vinho tinto. E comum o seu uso no tratamento de distdrbios metabdlicos e
inflamatérios (David; Arulmoli; Parasuraman, 2016). A quercetina apresenta aplicacéo
importante na area alimenticia no desenvolvimento de alimentos funcionais (Lai; Wong, 2022)
além de se uso medicinal na prevencéo e no tratamento de doencas (Xu et al., 2019).

A capacidade das microalgas em produzir compostos bioativos as tornam promissoras
para aplicacGes ambientais, alimenticias, cosméticas, nutracéuticas e produtos farmacéuticos.
Em um estudo de Bulut et al. (2019), a microalga Scenedesmus sp. MEQ2 foi preparada com
quatro solventes diferentes usados para extracdo, obtendo no extrato de acetato de etila e no de
etanol/agua quantidades altas de quercetina. Foi relatado o uso positivo de resveratrol em
plantas citricas resultando em respostas fisioldgicas e antioxidantes relacionadas a salinidade
(Kostopoulou; Therios; Molassiotis, 2014). Estudo com kampferol aplicado contra o
crescimento toxigénico da alga Microcystis aeruginosa FACHB-915 o indicou como algicida
seguro explorando tempo e dose (Li et al., 2021). Diferentes doses de kampferol (0,5-2 x ICso)
foram avaliadas durante 14 dias de experimento. Os resultados indicaram que a taxa de inibigédo
do crescimento (GIR) apresentou um aumento quase proporcional a elevagdo da dose de
kampferol. Em cada concentragéo testada, o GIR inicialmente aumentou e, posteriormente,
oscilou em torno de 17,8%— > 40%, 53,6%-65,6% e 84,8%-89,3% para as doses de 1,75, 3,5
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e 7 mg/L, respectivamente, durante a fase medio-tardia do experimento. Vitis vinifera é aplicada
em cosmetologia por possuir kampferol e trans -resveratrol (Sharafan et al., 2023). Resultados
obtidos por Nwanekezie et al. (2023) indicaram que folhas da planta de nim
(Azadirachta indica A. Juss) contém resveratrol e kampferol, podendo ser aplicado contra o
estresse oxidativo.

Alcaloides e flavonoides foram detectados na amostra de biomassa analisada. 1sso
sugere a capacidade metab6lica de produzir importantes metabdlitos secundarios, assim como
ocorre em plantas em resposta a diferentes fatores ambientais e condi¢Oes de estresse (Borges;
Amorim, 2020). Alcaloides sdo substancias nitrogenadas de carater alcalino, em sua maioria,
encontradas em plantas e animais. Como metabdlito secundario de protecdo, apresentam
toxicidade, amargor, regulador de crescimento e varias atividades farmacoldgicas. Cafeina,
cocaina, atropina, escopolamina, emetina, curarina e morfina sdo exemplos de alcaloides
(Aniszewski, 2015; Hadizadeh et al., 2019). A alga verde Caulerpa racemosa apresenta a
caulerpina como constituinte alcaloide. Seu extrato foi utilizado para atenuar o quadro clinico
de doenca inflamatoria intestinal, colite ulcerativa em camundongos. Notou-se uma potencial
atividade terapéutica para o alcaloide caulerpina (Miranda, 2014).

Flavonoides sdo potentes sequestradores de radicais livres e, portanto, possuem
propriedades antioxidantes (Cao; Sofic; Prior, 1997; Heim; Tagliaferro; Bobilya, 2002). A
ocorréncia de flavonoides em algas é relatada na literatura, sendo comum a existéncia de
variacdo nas quantidades determinadas nas diferentes espécies e com diferentes solventes de
extracdo. Goiris et al. (2014) relatam a identificacdo de flavonoides em diversas espécies
diferentes de microalgas. Usando UHPLC-MS/MS, a cloro6fita Haematococcus pluvialis foi a
microalga que apresentou alto teor de flavonoides e a maior diversidade na composicédo
polifendlica entre as espécies estudadas. O conteudo de kampferol e quercetina foi detectado
na biomassa seca de Haematococcus pluvialis SAG 192.80, com 1.2 ng.g-! e 3.6 ng.g-,
respectivamente. Além disso, a quercetina foi identificada em Porphyridium purpureum SAG
1380-1d (9.1 ng.g-!), e em Diacronema lutheri CCAP931/1 (4.4 ng.g-!). Rutina, quercetina,
apigenina e quercitrina consistem nos flavonoides mais abundantes encontrados em
Scenedesmus obliquus (El-Tablawy; Mansour; Shaaban, 2020). Compostos de isoflavonas
foram encontrados em amostras de algas de dgua doce e cianobactérias como Spongiochloris
spongiosa , Scenedesmus e Nostoc 17, mesmo que em concentragdes muito baixas ou tragos
(Klejdus et al., 2010).

A presenca de kampferol na microalga verde em estudo reforca a possibilidade de

sintese dessa molécula nesse grupo, ja observada em Nannochloris sp., por exemplo (Haoujar
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et al., 2019). Tal composto fendlico também foi encontrado na microalga verde Ettlia
pseudoalveolaris (Vornoli et al., 2023). Em Chlorella spp., maior teor de kampferol foi
detectado em comparacdo com algas marinhas Ulva intestinalis e Chaetomorpha linum, e alga
de &gua doce Arthrospira platensis (cultivada em biorreator) (Gentscheva et al., 2022). Esses
achados reafirmam a capacidade das microalgas de produzir importantes metabdlitos
secundérios sob diferentes condi¢fes experimentais.

O resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxi-estilbeno), € um estilbeno, um metabdlito
secundario produzido por um namero limitado de espécies de plantas em resposta a estresses
bidticos e abidticos (Mei et al., 2015; Halls; Yu, 2008.). Uva (Vitis sp.), amendoim (Arachis
hypogaea) (Soleas; Diamandis; Goldberg, 2001), erva-de-passarinho japonés (Polygonum
cuspi-datum) (Soleas; Diamandis; Goldberg, 2001), amora (Morus sp.) (Song et al., 2009) e
Vaccinium spp. (incluindo mirtilo, uva-do-monte e cranberry) (Rimando et al., 2004) séo
exemplos de produtores de resveratrol. O acimulo do polifenol resveratrol na biomassa da
microalga Scenedesmus obtusus pode ser um mecanismo importante de autoprote¢do quando
sob condicdes estressantes. Neste estudo, o fotoperiodo foi a condi¢do estressante para as
microalgas do cultivo. Essa ferramenta pode ser explorada para a producéo desse metabdlito
valioso permitindo uma producéo sustentavel. Contudo, ndo encontramos na literatura a sintese
de resveratrol por microalgas.

A comunidade cientifica passou a ter interesse pelo resveratrol por seu potencial
cardioprotetor, neuroprotetor, antienvelhecimento e anticancerigeno (Pandey; Rizvi, 2010).
Esse composto existe em duas isoformas geomeétricas, trans e cis-resveratrol, formado por dois
anéis fenolicos em ligacdo dupla de estireno (Takaoka (1940) apud Gambini et al., 2015). Nas
plantas, a concentracdo desse composto é baixa. Obter producdo significativa para escala
comercial é um desafio. Métodos alternativos biossustentaveis com abordagens tecnoldgicas ja
sdo estabelecidas, a saber, cultura de tecidos, cultura de plantas micropropagadas in vitro,
plantas transgénicas superiores geneticamente modificadas e micrébios recombinantes
(Nandagopal et al., 2018).

A sintese microbiana de resveratrol é bastante comum com o uso de levedura
Saccharomyces cerevisiae, e bactérias Escherichia coli, Lactococcus lactis, Streptomyces
venezuelae, e Corynebacterium glutamicum (Thapa et al., 2019). As rotas biossintéticas de
compostos fendlicos (PCs) em microalgas ainda sdo pouco exploradas (Del Mondo et al., 2021).
A biossintese de resveratrol ocorre a partir da fenilalanina ou tirosina através da via do &cido
chiquimico (Jeandet et al., 2018; Mei et al., 2015; Halls; Yu, 2008). Assim, a introducdo de

vias ou genes especificos com a adicdo inicial de substratos correspondentes (fenilalanina e
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tirosina) pode produzir resultados satisfatorios melhorando a producdo de resveratrol nas
microalgas. Como exemplo, Saccharomyces cerevisiae com levedura recombinante e adigéo de
tirosina como substrato foi utilizado para produzir resveratrol com rendimento de 3.3 mg/L de
resveratrol para até 5,8 mg/L (Shin et al., 2012). De forma semelhante, o tratamento na videira
(Vitis vinifera L.) com metil jasmonato/sacarose levou ao acimulo de trans -resveratrol e
piceideos no meio extracelular como componente das reac6es de defesa para o fruto (Belhadj
et al., 2008).

A quercetina € um flavonoide abundante conhecido por suas propriedades anti-
cancerigenas (Amor et al., 2018), anti-inflamatorias e cardioprotetoras (Patel et al., 2018) e
antioxidantes (David; Arulmoli; Parasuraman, 2016). Esta presente em vegetais, frutas, chas e
vinhos (Boots; Haenen; Bast, 2008). A caracterizacao de quercetina em espécies de microalgas
foi realizada em outros estudos. Bhuvana et al. (2019) relatam a presenca de quercetina com
duas especies de microalgas: Nannochloropsis oculata e Chlorella vulgaris cultivadas em
meio basal /2 por 45 dias e submetidas a caracterizacdo por HPLC. Em Chlorella Vulgaris,
Quercetina pentosideohexosideo e Quercetina-7-0-hexosideo3-0-hexosideo foram 0s
compostos identificados enquanto que em Nannochloropsis oculata hd a presenca de
Quercetina pentosideohexosideo. O impacto da quercetina foi avaliado em aumentar biomassa
celular na microalga oleaginosa Chlorella vulgaris. Os resultados apontaram o aumento
simultaneo na biomassa e no contetdo lipidico com significancia para aplicacdes comerciais
no campo da satde humana (Ma et al., 2018).

A investigacao realizada até 0 momento confirma que a biomassa de algas apresenta
constituicdo promissora de metabolitos secundarios. Este estudo buscou grupos de compostos
presentes na biomassa destas microalgas. A ultrasonicagéo, a extracdo por ultrassom, a extragdo
assistida por irradiacao ultrassdnica (EAU), a extracdo de solvente assistida por ultrassom, a
extracdo assistida por micro-ondas (MAE), ou ainda, a extracdo de fluidos sub e supercriticos
em microalgas tém sido praticas amplamente relatadas para recuperar compostos a fim de
melhorar a eficiéncia da extracdo em microalgas (Fernandes et al., 2017; Hadiyanto et al., 2015;
Barba; Grimi; Vorobiev, 2015). O método neste trabalho foi selecionado com base em artigos
cientificos, e o banho ultrassénico foi escolhido por ser uma das op¢des mais acessiveis e de
facil execucdo. A ultrasonicacdo destaca-se por facilitar a desintegracdo das células (ruptura
mecénica da parede celular), permitir uma maior penetracdo do solvente nas células, reduzir o
tempo de processamento e residéncia, aumentar a eficiéncia e a reprodutibilidade dos produtos,
além de minimizar o consumo de solventes e emulsificantes. Além disso, proporciona um alto

rendimento produtivo, reducdo de ruidos, preservacdo de compostos sensiveis ao calor e
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significativa economia em manutencdo e energia. Essas vantagens tornam o processo mais
sustentavel e economicamente viavel. Sua aplicacdo € ampla, abrangendo os setores
alimenticio, agricola e biotecnolégico, podendo ser utilizada em diversas etapas, desde a
matéria-prima até o produto final, o que evidencia sua grande versatilidade (Natarajan; Chen;
Lau, 2015; Rosell6-Soto et al., 2015). A extragdo assistida por ultrassom (UST) foi usada para
recuperar compostos fendlicos e clorofilas de Nannochloropsis spp. (Parniakov et al., 2015).
O ultrassom foi usado para extrair carotenoides na microalga Heterochlorella luteoviridis
(Jaeschke et al., 2017). Os efeitos benéficos do tratamento ultrassdnico na biomassa, lipidios e
proteinas da microalga Anabaena variabilis foram investigados e demonstrou viabilidade no
contetdo de lipidios para a producao de biodiesel (Han et al., 2016). Estratégias baseadas em
ultrassom (sonda e banho) foi usado em Microchloropsis gaditana para extracdo de
carotenoides e mostrou eficiéncia de recuperacdo de carotenoides comparavel ao método de
referéncia (agitagéo, 24 h, acetona) (Zazirna et al., 2024).

Foi positiva a presenca das classes alcaloide e flavonoides. No entanto, ndo foi possivel
identificar especificamente qual alcaloide esta presente, pois o teste realizado foi qualitativo.
Além disso, no HPLC, ndo havia padrdes analiticos de alcaloides disponiveis para comparagao.
Kavisri et al. (2021) analisaram o perfil fitoquimico do extrato metanolico da microalga
Spirulina platensis e relataram um conteddo de alcaloides de 89,5 + 0,03 pg/mg. Uma triagem
qualitativa de  compostos  bioativos foi testada na  microalga Scenedesmus
bajacalifornicus BBKLP-07 quanto a presenca de diferentes constituintes fitoquimicos,
incluindo alcaloides. Os alcaloides estavam presentes em quantidade moderada e os flavonoides
estavam maximos em todos os extratos (Patil; Kaliwal, 2019).

Os dados encontrados para as condicGes de cultivo com Scenedesmus obtusus em
dominancia, sugere a producdo dos compostos como resveratrol, kampferol e quercetina como
resposta aos parametros estabelecidos. Analises adicionais devem ser conduzidas para
confirmar, de forma incontestavel, a presenca desses metabolitos e validar seu uso como
marcadores quimicos na padronizacdo de futuros extratos dessa espécie. Isso permitira um
maior aprofundamento no entendimento dos mecanismos de producdo, quantificacao,

isolamento e aplicacdo dos compostos produzidos pela microalga estudada.
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	Capítulo 1 – Protocolo de cultivo de Scenedesmus obtusus (Chlorophyceae) para acúmulo de biomassa e triagem de compostos bioativos
	Resumo
	As algas desempenham um papel crucial na cadeia alimentar aquática, gerando oxigênio e compostos orgânicos. Elas são atrativas para bioprospecção devido à sua rica diversidade e composição química, superando fontes alimentares tradicionais em proteína...
	Palavras-chave: Biomassa; cultivo Fed-Batch; microalga; metabólitos secundários.
	Chapter 1 – Cultivation Protocol for Scenedesmus obtusus (Chlorophyceae) for Biomass Accumulation and Bioactive Compound Screening
	Abstract
	Algae play a crucial role in the aquatic food chain, generating oxygen and organic compounds. They are attractive for bioprospecting due to their rich diversity and chemical composition, surpassing traditional food sources in proteins, carbohydrates, ...
	Keywords: Biomass; Fed-Batch cultivation; microalgae; secondary metabolites.
	1. Introdução
	As algas desempenham um papel crucial na cadeia alimentar de ecossistemas aquáticos, atuando como produtores primários responsáveis pela geração de oxigênio e compostos orgânicos (Cardoso et al., 2014). Elas apresentam uma rica biodiversidade, e com m...
	Além disso, muitas delas são matérias-primas promissoras para a produção de bioativos em aplicações cosméticas, impulsionando o desenvolvimento de produtos mais saudáveis e ecologicamente sustentáveis (Ariede et al., 2017). Para atender aos princípios...
	Microalgas de diferentes origens geralmente apresentam semelhanças em termos de composição celular, especialmente em relação às quantidades de proteínas, lipídios e carboidratos, quando cultivadas em condições de crescimento ideais. No entanto, para u...
	A taxa de produção de biomassa e a capacidade de acumulação de biomoléculas fazem das microalgas um candidato potencial para substituir produtos/processos convencionais baseados em fósseis e para desenvolver uma bioeconomia circular sustentável (Mehar...
	A aplicação de microalgas está em consonância com os fundamentos da economia circular, que prioriza a minimização de resíduos, a otimização do uso de recursos energéticos e a mitigação das emissões de poluentes (Ahmad; Ashraf, 2023). As microalgas red...
	Portanto, as microalgas apresentam vantagens em relação às plantas terrestres na síntese de compostos bioativos, pois seus rendimentos fotossintéticos superam os das plantas terrestres (Wijffels; Barbosa; Eppink, 2010).  Microalgas são fontes de vário...
	Esse trabalho se propõe a desenvolver um protocolo de cultivo de microalgas e secagem de biomassa, com investigação da composição dessa biomassa. O protocolo está embasado em parâmetros semelhantes aos realizados em outros trabalhos para outras espé...
	2. Metodologia
	Com intuito de desenvolver o protocolo de cultivo da espécie Scenedesmus obtusus, segue-se as seguintes etapas: isolamento da microalga, preparo do meio de cultura, monitoramento da densidade de microalgas e da densidade óptica, reposição do meio de c...
	Figura 1. Representação esquemática das etapas de coleta, preparo, elaboração, conservação, manutenção do inóculo de microalgas para cultivo e acúmulo de biomassa. 1) Coleta de amostra do espelho d’água no Centro de Pesquisa e Educação Científica-CEPE...
	2.1 Etapas do protocolo de cultivo
	Uma amostra líquida foi coletada do espelho d’água do Centro de Pesquisa e Educação Científica - CEPEC, localizado na Universidade Estadual de Goiás - UEG, Campus Central, Anápolis, GO.
	2.1.1 Isolamento de amostras de microalgas
	A primeira inoculação da alíquota de microalgas em placas de Petri contendo meio BG-11 e ágar foi realizada antes do isolamento, sendo as placas armazenadas em incubadora tipo Demanda Bioquímica de Oxigênio - BOD a 25 ºC (±2 ºC), com um fotoperíodo d...
	2.1.2 Esterilização de material
	Todas as vidrarias e instrumentos para manuseio e armazenamento da amostra foram esterilizados em autoclave. A manipulação das amostras ocorreu dentro do fluxo laminar que, previamente, era higienizada com álcool 70% e esterilizada com luz UV por 20 m...
	2.1.3 Preparo para cultivo da microalga
	Utilizou o meio nutritivo BG-11 para o cultivo de Scenedesmus obtusus (Tabela 1). Usou um agitador magnético modelo 114-1 ETHIK TECHNOLOGY para garantir a completa dissolução dos sais. Após a diluição, o pH foi ajustado para atingir o valor de 7.1± 0,...
	Tabela 1: Composição do meio mineral padrão BG-11. Fonte: Rippka et al., (1979).
	*Trace metal mix A5+Co contains (g l-l): H3BO3, 2.86; MnCI2.4H2O, 1.81; ZnSO4.7H2O, 0.222; Na2MoO4. 2H2O, 0.390; CuSO4.5H2O, 0.079; Co(NO3)2.6H2O, 0.0494.
	2.1.4 Inoculação do cultivo da microalga
	As amostras foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de 1L e 2L. O cultivo foi estabelecido em meio líquido com a proporção de 1:10 (alga em meio líquido: meio BG-11 líquido). A densidade celular algal inicial foi de 3,15x106 Indivíduos/mL.
	2.1.5 Condições de cultivo (incubadora)
	O cultivo foi realizado em uma incubadora sob condições fotoautotróficas de crescimento. A incubadora utilizada foi modelo SL224 SOLAB, com controle de temperatura a 25ºC, e fotoperíodo 12h:12h (luz – escuridão), com aeração contínua por compressor de...
	A agitação dos cultivos foi realizada de forma contínua por meio de compressores de ar Boyu SC 7500 conectados à incubadora. O sistema utilizou uma mangueira de silicone acoplada a uma pedra porosa para a injeção de ar atmosférico no cultivo, garantin...
	O cultivo deste estudo foi mantido sob 25 C. A temperatura do cultivo é um fator restritivo adicional, uma vez que exerce uma influência significativa nas reações metabólicas, afetando diretamente a taxa de crescimento das microalgas (Souto; Andrade; ...
	2.1.6 Reposição de meio nutritivo
	A cultura é denominada Fed-Batch pela adição gradual de meio BG-11(Jacinavicius et al., 2013), mantendo os mesmos parâmetros iniciais do cultivo. O meio de cultura BG-11 é uma formulação amplamente utilizada para o cultivo de microalgas verdes em labo...
	2.1.7 Identificação e monitoramento do crescimento da microalga
	A identificação da microalga foi realizada com base em suas características morfológicas, utilizando chave para identificação e descrições, observadas por microscopia ótica (Bicudo; Menezes, 2006; Ramos; Bicudo; Moura, 2015; Wehr, Sheath; Kociolek, 20...
	Figura 2. Ilustração esquemática de acompanhamento de crescimento e contagem de células algais. 1A – Coleta de alíquota do cultivo; 2A – Diluição de alíquota coletada; 3A – Preparo da Câmera de Uthermol; 4A – Análise e contagem da amostra; 5A – Regis...
	Concomitante à contagem, uma alíquota da amostra do cultivo foi analisada no espectrofotômetro nos modos de Absorbância e Transmitância, no mesmo dia em que foi realizada contagem. As algas fotossintetizantes utilizam a luz na faixa de 400 a 700 nm, c...
	2.1.8 Monitoramento do crescimento da microalga e colheita de biomassa
	Com o intuito de ter o máximo aproveitamento de biomassa de alga, quando o cultivo alcançou a máxima absorbância (próximo a 3000) com máximo volume (2L), a amostra foi retirada da incubadora e submetida a um processo de centrifugação a 4000 rpm por 15...
	Figura 3. Ilustração esquemática do processo para obtenção de biomassa microalgal. 1 – Cultivo concentrado é centrifugado; 2 – Colheita da biomassa obtida pela centrifugação transferida para  tubo falcon; 3 – Biomassa é congelada; 4 – Biomassa é desco...
	Durante o tempo de experimento, foram feitos 24 cultivos para o acúmulo de biomassa. No entanto, 12 cultivos tiveram maior tempo de cultura permitindo mais que três leituras subsequentes para análises de tendências temporais, nomeados (A), (B), (C), (...
	2.2 Análise de dados
	Para identificar os picos populacionais formação de curvas com número de indivíduos das espécies dominantes ao longo dos dias de cultivo até o momento da obtenção de biomassa (máxima absorbância). Além disso, realiza-se o cálculo da taxa de cresciment...
	O crescimento microbiano é segmentado em 5 fases, cada uma desempenhando um papel crucial no ciclo de vida das microalgas: I) Fase Lag: Nesta etapa inicial, ocorre a adaptação ou indução de crescimento. As microalgas ajustam-se ao ambiente do meio de ...
	Para o cálculo do rendimento da biomassa divide-se o peso da massa seca em gramas ao final da secagem pelo volume em litros utilizado. Para verificar se a absorbância ou a transmitância explicam a densidade populacional faz-se uma regressão linear sim...
	3. Resultados
	O crescimento populacional de Scenedesums obtusus oscilou em picos populacionais com subsequentes quedas. Os picos populacionais ocorreram em intervalos de 4 dias (Figura 4). A máxima densidade ocorreu com 89 dias de cultivo e foi de 6,7 x 107 Indivíd...
	Figura 4. Densidade populacional após 24 cultivos (aproximadamente 180 dias).
	Para cultivos que tiveram contagens já nos primeiros dias, os primeiros picos populacionais são observados com 7 (D- 4X107 Ind./mL), 8 (G- 3X107 Ind./mL), 10 (K- 5X107 Ind./mL), 11 (E- 2,5X107 Ind./mL), 18 (F e I- 3X107 e 2,5 X107 Ind./mL) e 20 (B- 4,...
	Figura 5. Desempenho de crescimento Scenedesmus obtusus nos cultivos com mais de três leituras. Condição de cultivo: meio BG-11, iluminação 12:12h, pH 7.1 e a 25 C.
	Na fase inicial do cultivo ocorreram mais três espécies da classe Chlorophyceae (Chlorella sp1, Monoraphidium minutum e Tetradesmus dimorphus), mas com densidades muito pequenas quando comparado a espécie Scenedesmus obtusus. Em geral, a maior dominân...
	Figura 6. Desenvolvimento de cultivos iniciais com mais de uma espécie presente. Scenedesmus obtusus ocorre simultaneamente com Chlorella sp1, Monoraphidium minutum e Tetradesmus dimorphus no cultivo (A),(B), (C), (D), (E), (F) e (G).
	As curvas de absorbância no comprimento de onda 680 e 750 nm respectivamente para cada cultivo indicam que todos cultivos atingiram a saturação máxima (Figura 7).  As curvas de transmitância no comprimento de onda 680 e 750nm respectivamente para ca...
	Figura 7. Curvas de absorbância dos cultivos (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G), (H), (I), (J), (K) e (L) para os comprimentos de onda 680 nm (A) e 750 nm (B). Curvas de transmitância dos cultivos (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G),(H), (I), (J), (K) e ...
	A absorbância e a transmitância não foram explicadas pela densidade populacional de Scenedesmus obtusus (Figura 8).
	Figura 8. Regressão simples entre a absorbância e a densidade populacional de Scenedesmus obtusus a 680nm (a) e 750 nm (b). Regressão simples entre a transmitância e a densidade populacional de Scenedesmus obtusus a 680nm (c) e 750 nm (d). A regressão...
	4. Discussão
	Os diferentes tipos de sistemas utilizados no cultivo de microalgas influenciam no rendimento de biomassa. No sistema fechado com aeração em escala laboratorial encontramos o mesmo rendimento encontrado em outro estudo em sistema fechado com birreator...
	Entre meios disponíveis para cultura de microalgas, BG11, M 4 N (Ilavarasi et al., 2011), Bold’s Basal Medium - BBM (Lam; Lee, 2014), Fog (Kothari et al., 2012) e SK (Ogbonna; Tanaka, 1998), Scenedesmus sp. ASK22 em BG-11 apresentou crescimento mais a...
	O cultivo não apresentou padrão de crescimento microbiano em 5 fases (inicial, exponencial, redução, estacionária e fase de declínio), ocorreu um padrão de picos populacionais com as fases exponencial e declínio. Baumgartner et al. (2013) encontraram ...
	Tempo de cultivos reduzidos em função do objetivo de estudo e inóculos com concentrações satisfatórias para um volume ideal de cultivo são encontrados na literatura. Por exemplo, culturas de Scenedesmus sp. ISTGA1 foram cultivadas em meio BG-11 suplem...
	O estudo analisa a relação entre absorbância, transmitância e densidade celular em culturas de microalgas. Observou-se que a absorbância atingiu valores elevados (até 3.000) ao longo de 47,5 dias, indicando uma alta concentração de células durante a f...
	A temperatura do cultivo é um fator restritivo adicional, uma vez que exerce uma influência significativa nas reações metabólicas, afetando diretamente a taxa de crescimento das microalgas (Souto; Andrade; Gatti, 2014). Huseby, et al. (2013). A escolh...
	O principal desafio no cultivo em larga escala de microalgas fotoautotróficas reside na utilização eficiente da luz intensa para a produção em massa de células e metabólitos secundários por meio da fotossíntese (Richmond, 2004).  As microalgas realiza...
	Em adição à temperatura, o potencial hidrogeniônico (pH) é um fator essencial às microalgas (Tripathi; Singh; Thakur, 2015). Para Andrade; Filho (2014), a faixa ideal de pH para alcançar a maior densidade de microalgas está entre 7,5 e 9,0. Durante o ...
	Tripathi; Singh; Thakur (2015) conduziram um experimento cultivando Scenedesmus sp. em meio de cultura BG-11, com pH inicial de 7,4 e um fotoperíodo de 18 horas. Eles investigaram a influência do pH variando-o de 7 a 10 e observaram que a microalga al...
	A escolha da tecnologia de colheita adequada é determinada pelo valor dos produtos desejados, pela concentração de biomassa e pelo tamanho das células das microalgas em questão (Li et al., 2008). A técnica escolhida para este trabalho foi a centrifuga...
	As condições utilizadas neste protocolo foram eficazes em promover o crescimento celular e a produção de biomassa ao longo do tempo de cultivo. No entanto, ajustes na metodologia devem ser propostos para alcançar um rendimento de biomassa ainda maior,...
	5. Conclusão
	O protocolo de cultivo foi estabelecido a partir dos resultados desse estudo. As microalgas são altamente disponíveis para exploração, um recurso natural para alimentar a economia circular e minimizar impactos ambientais. O uso de meio BG-11 para as c...
	A inexistência de uma fase estacionária no cultivo sugere que as condições praticadas no protocolo propiciaram o estresse populacional nas microalgas, e sucederam a produção de compostos em resposta ao estresse proposto. A contagem e a verificação da ...
	O protocolo padronizado permite rotinas em comum sobre condições de cultivo, como temperatura, pH, e composição do meio de cultura, assegurando que os microrganismos cresçam em um ambiente controlado e previsível. Além disso, a padronização facilita a...
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	Capítulo 2 –Triagem de metabólitos fenólicos por CLAE-DAD em Scenedesmus obtusus
	Resumo (1)
	A exploração de macro e microalgas para a produção de metabólitos biologicamente ativos tem sido extensa, abrangendo indústrias de alimentos, farmacêutica, bioenergia e cosméticos. Microalgas são fontes de carotenoides, ficobilinas, ácidos graxos, pol...
	Palavras-chave: biomassa; bioprospecção; microalga; quercetina; resveratrol; kampferol
	Chapter 2 – Screening of Phenolic Metabolites by HPLC-DAD in Scenedesmus obtusus
	Abstract (1)
	The exploration of macro- and microalgae for the production of biologically active metabolites has been extensive, spanning industries such as food, pharmaceuticals, bioenergy, and cosmetics. Microalgae are sources of carotenoids, phycobilins, fatty a...
	Keywords: biomass; bioprospecting; microalgae; quercetin; resveratrol; kaempferol
	1. Introdução (1)
	A capacidade de produção de metabólitos por macro e microalgas impulsionou sua exploração extensiva como fontes de compostos biologicamente ativos em diversas áreas industriais, incluindo alimentos, farmacêutica, bioenergia e cosméticos (Garcia-Perez ...
	As algas verdes apresentam proteínas como compostos prevalentes sendo superiores a 30% (Garcia-Perez et al., 2023). Ácidos graxos poliinsaturados (PUFAS), como ácido ÿ-linolênico e ácido estearidônico são presentes em alto teor, aponta o mesmo autor. ...
	Diversas pesquisas têm sido conduzidas para investigar os produtos do metabolismo das microalgas, não apenas para compreender sua natureza, mas também em busca de substâncias com potencial aplicação em várias áreas de interesse humano. Uma prática com...
	Os metabólitos produzidos por microalgas e cianobactérias são diversos, e não há critérios universais para rastrear suas atividades biológicas. Os métodos de extração de metabólitos de microalgas podem ser divididos em abordagens químicas e biológicas...
	As microalgas são uma fonte praticamente inexplorada de antioxidantes naturais, devido à sua vasta biodiversidade, que supera em diversidade as plantas superiores (Li et al., 2007). Dentro dessa perspectiva, o objetivo deste estudo é identificar quali...
	2. Material e Métodos
	A análise qualitativa foi composta por testes para conhecer a(s) classe(s) de compostos presentes no cultivo de Scenedesmus obtusus. O produto final após o cultivo em câmara de incubação a 25 C de temperatura e 12/12h fotoperíodo, acompanhamento (dens...
	Na biomassa de Scenedesmus obtusus foram investigadas a presença dos seguintes metabólitos secundários: flavonoides, compostos fenólicos, alcaloides, cumarinas, taninos e compostos terpênicos. No preparo para caracterização de flavonoides, a extração ...
	2.1 Teste de flavonoides
	2.1.1 Reação da cianidina ou de Shinoda
	A reação da cianidina ou de Shinoda foi realizada transferindo 3 mL do filtrado para um tubo de ensaio. Em seguida, foi adicionado cerca de 1 cm de fita de magnésio fina e cuidadosamente acrescentado 1 mL de HCl concentrado. A presença de flavonoides ...
	2.1.2 Reação Oxalo-Bórica
	Para realizar a Reação Oxalo-Bórica, evaporou-se 5 mL da solução extrativa em uma cápsula de porcelana. Em seguida, adicionou-se ao resíduo semi-seco 3 mL de solução de ácido bórico a 3% (p/V) e 1 mL de solução de ácido oxálico a 10% (p/V). O evaporam...
	2.1.3 Reação com Ácido Sulfúrico Concentrado
	Na Reação com Ácido Sulfúrico Concentrado, foram adicionados 3 mL da solução extrativa em uma cápsula de porcelana e deixou-se evaporar até a semi-secura. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de ácido sulfúrico concentrado e observou-se sob luz ultraviolet...
	2.2 Testes para Compostos Fenólicos em geral
	2.2.1 Reação com Hidróxidos Alcalinos
	Na Reação com Hidróxidos Alcalinos, foram transferidos 3 mL da solução extrativa para um tubo de ensaio e adicionou-se 1 mL de NaOH a 20% (p/V), agitando-se o tubo. Compostos fenólicos em geral escureceram na presença de hidróxidos alcalinos. Caso exi...
	2.2.2 Reação com Cloreto de Alumínio
	A Reação com Cloreto de Alumínio foi realizada da seguinte forma: Cerca de 5 mL da solução extrativa foram transferidos para um béquer ou cápsula de porcelana. Em seguida, a solução foi concentrada até a metade e transferida para um pedaço de papel de...
	2.2.3 Reação com Cloreto Férrico
	Na Reação com Cloreto Férrico, 3 mL da solução extrativa foram transferidos para um tubo de ensaio. Em seguida, foram adicionadas 2 gotas de cloreto férrico a 4,5% (p/V), observando-se o aparecimento de coloração. A presença de compostos fenólicos em ...
	2.3 Teste para Antraquinonas
	Foram transferidos 10 mL do filtrado para um béquer de 40 mL, designado (I), e outros 10 mL foram transferidos para outro béquer, designado (II). Ao conteúdo do béquer (I) foi adicionado 0,5 mL de HCl a 10% (V/V) e levado à fervura por 2 minutos em ...
	2.4 Teste de Cumarinas
	Para a caracterização de cumarinas, a extração foi realizada utilizando 2 g da amostra com 30 mL de água (aquecida). Após a filtração, foi adicionado 1 mL de HCl 1N (para atingir pH 1). Em seguida, a mistura foi transferida para um funil de separaçã...
	2.5 Teste de Taninos
	Para a caracterização de taninos, pesou-se 2g da amostra em uma balança de precisão. Adicionou-se 50 mL de água destilada e ferveu-se durante 5 minutos. Em seguida, a mistura ainda quente foi filtrada utilizando papel de filtro. O volume do filtrado...
	2.5.1 Reação com Gelatina
	Ao primeiro tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de solução de gelatina a 2,5% (p/V), preparada em solução de cloreto de sódio a 5% (p/V). Ambos os tubos foram comparados. A presença de taninos na amostra é evidenciada pelo apareciment...
	2.5.2 Reação com Alcaloides
	No segundo tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de solução de sulfato de quinino a 1% (p/V) em ácido sulfúrico a 5% (V/V). No terceiro tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de solução de brucina a 1% (p/V) em ácido sulfú...
	2.5.3 Reação com sais metálicos
	Ao quarto tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de acetato de cobre a 4% (p/V). No quinto tubo (amostra e controle), foram acrescentadas 2 gotas de cloreto férrico a 2% (p/V). Em seguida, comparou-se a coloração dos tubos e a ocorrênc...
	2.5.4 Reação com Hidróxidos Alcalinos
	Ao sexto tubo (amostra e controle), foram adicionadas 5 gotas de solução de hidróxido de sódio ou potássio a 20% (p/V). Em seguida, comparou-se a coloração de ambos os tubos. A presença de taninos na amostra foi observada pelo escurecimento da solução...
	2.6 Testes para Compostos Nitrogenados – Alcaloides
	Foram pesados 2 g da amostra e adicionados 20 mL de ácido sulfúrico a 5% (V/V). A mistura foi levada à fervura por 3 minutos e, em seguida, filtrada em papel de filtro e resfriada. O filtrado foi transferido para um funil de separação e alcalinizado...
	2.6.1 Reativo de Mayer
	Para preparar o Reativo de Mayer, foram dissolvidos em água 2,71g de cloreto de mercúrio e 10g de iodeto de potássio, e então o volume foi completado para 200mL com água destilada. Em seguida, a mistura foi agitada e filtrada. Os reagentes iodados pre...
	2.6.2 Reativo de Dragendorff
	O Reativo de Dragendorff foi preparado dissolvendo 8g de subnitrato de bismuto em 20mL de ácido nítrico a 30% (p/V). Em seguida, foram dissolvidos, em separado, 22,8g de iodeto de potássio em um volume mínimo de água destilada. A primeira solução foi ...
	2.6.3 Reativo de Bouchardat
	O Reativo de Bouchardat foi preparado dissolvendo 4g de iodeto de potássio e 2g de iodo em 100ml de água destilada.
	2.6.4 Reativo de Bertrand
	O Reativo de Bertrand foi preparado dissolvendo 1g de ácido sílico-túngstico em 100mL de água destilada.
	2.6.5 Reativo de Hager
	O Reativo de Hager foi preparado dissolvendo 2g de ácido pícrico em 100mL de água destilada.
	2.6.6 Ácido Tânico
	O Ácido Tânico foi preparado dissolvendo 1g de ácido tânico em 100mL de água destilada.A distribuição da fração ácida foi feita igualmente em 6 tubos de ensaio, e em cada um deles foram adicionadas de 3 a 6 gotas dos reativos gerais para alcaloides me...
	2.7 Testes para Compostos Terpênicos
	A amostra foi pesada em 2,5 g e adicionada a 25 mL de etanol a 50% (V/V) e 10 mL de solução de acetato de chumbo a 10% (p/V), levada à fervura por 4 minutos. Em seguida, foi resfriada, filtrada e o volume foi completado para 25 mL com etanol a 50% (V/...
	2.7.1 Reação de Liebermann-Burchard
	A reação de Liebermann-Burchard (caracterização do núcleo esteroide) foi realizada transferindo 3 mL da fração clorofórmica para um tubo de ensaio e evaporando até a secura em banho-maria. Em seguida, foi adicionado 1 mL do reagente de Liebermann-Burc...
	2.7.2 Reação de Pesez
	Reação de Pesez (caracterização do núcleo esteroide) foi conduzida transferindo 3 mL da fração clorofórmica para uma cápsula de porcelana e evaporando até secar em uma chapa aquecedora. Após o resfriamento, 3 a 6 gotas de H3PO4 P.A. foram adicionadas ...
	2.7.3 Reação de Keller-Kiliani
	Na reação de Keller-Kiliani (detectando desoxi-açúcares), foi evaporado até a secura 5 mL da fração clorofórmica em um tubo de ensaio em banho-maria. Ao resíduo do tubo, foram adicionados 3 mL de um reagente recém-preparado contendo ácido acético glac...
	2.7.4 Reação de Kedde
	Na reação de Kedde (específica para o anel lactônico de um cardenolídeo), foram transferidos 6 mL da fração clorofórmica para um tubo de ensaio e evaporados até a secura em banho-maria. Ao resíduo do tubo, foram adicionados 2 mL de etanol a 50% (V/V),...
	2.8 Cromatografia à Líquido de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE- DAD)
	Para a identificação preliminar dos compostos na biomassa de microalga Scenedesmus obtusus, utilizou-se o equipamento HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity II, software OpenLab CDS, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD modelo G7115A), in...
	Foram utilizados comprimentos de onda de detecção em 280, 306 e 340 nm. A fase móvel utilizada foi acetonitrila (A) e água acidificada com ácido acético a 0,2% (B). A eluição ocorreu em gradiente, conforme Tabela 1. Para triagem do material, foi uti...
	Tabela 1. Composição do gradiente utilizado como fase móvel durante a eluição em HPLC, visando a separação de compostos fenólicos na biomassa de Scenedesmus obtusus
	Legenda: (A) acetonitrila e (B) água acidificada com ácido acético a 0,2%
	3. Resultados (1)
	Os testes realizados de prospecção fitoquímica indicaram a presença das classes Flavonoides e Alcaloides na amostra avaliada (Tabela 2). As reações de Shinoda (RS) e cloreto férrico (CF) resultaram positivas para flavonoides, enquanto o reagente de Dr...
	Tabela 2. Classes de compostos testadas qualitativamente com indicação de presença (+) ou ausência (-) na biomassa de Scenedesmus obtusus
	Os achados espectrais, bem como a coincidências nos tempos de retenção sugerem a presença de quercetina, resveratrol e kampferol na amostra (Tabela 3).
	Tabela 3. Comparação do padrão analítico utilizado com resultado obtido da amostra de biomassa de Scenedesmus obtusus com uso de HPLC/DAD.
	O padrão de Resveratrol apresenta um tempo de retenção de 17,68 minutos (Figura 1b), enquanto na amostra foi detectado um pico de TR = 17,71 minutos no comprimento de onda de 306 nm (Figura 2b). O tempo de retenção do padrão Quercetina é de 19,20 minu...
	Figura 1. Perfil cromatográfico dos padrões analíticos, registrado em comprimentos de onda de 280 nm (a), 306 nm (b) e 340 nm (c). 1. Ácido gálico (TR: 3,03 min); 2. Catequina (TR: 12,48 min); 3. Ácido cafeico (TR: 12,86 min); 4. Epicatequina (TR: 13,...
	Figura 2. Perfil cromatográfico da biomassa de Scenedesmus obtusus, registrado em comprimentos de onda de 280 (a), 306 (b) e 340 nm (c).
	O espectro de absorção na região do UV do pico da amostra em TR de 17,71 min é similar ao espectro do padrão de resveratrol a 306 nm (Figura 3).
	Figura 3. Espectro de absorção a 306 nm para o padrão de resveratrol com 17,68 minutos (a) e o pico da amostra de biomassa de Scenedesmus obtusus com 17,71 minutos (b).
	O espectro de absorção na região do UV no pico da amostra em TR = 19,23 minutos é similar ao espectro do padrão de quercetina a 340 nm (Figura 4).
	Figura 4. Espectro de absorção a 280 nm para o padrão de Quercetina com 19,20 minutos (a) e a amostra de biomassa de Scenedesmus obtusus com 19,23 minutos (b).
	O espectro de absorção para o padrão Kampferol foi compatível ao observado na amostra de biomassa de Scenesdesmus obtusus no comprimento de onda de 340 nm observando no padrão o pico a 21,49 minutos e na amostra a 21,52 minutos (Figura 5).
	Figura 5. Espectro de absorção a 340 nm para o padrão de Kampferol com 21,49 minutos (a) e amostra de biomassa de Scenedesmus obtusus com 21,52 minutos (b).
	4. Discussão (1)
	Os achados espectrais, bem como a coincidências nos tempos de retenção sugerem a presença de quercetina, resveratrol e kampferol na biomassa de Scenedesmus obtusus. Esses compostos apresentam atividades biológicas importantes para a saúde. O resveratr...
	A capacidade das microalgas em produzir compostos bioativos as tornam promissoras para aplicações ambientais, alimentícias, cosméticas, nutracêuticas e produtos farmacêuticos. Em um estudo de Bulut et al. (2019), a microalga Scenedesmus sp. ME02 foi p...
	Alcaloides e flavonoides foram detectados na amostra de biomassa analisada. Isso sugere a capacidade metabólica de produzir importantes metabólitos secundários, assim como ocorre em plantas em resposta a diferentes fatores ambientais e condições de es...
	Flavonoides são potentes sequestradores de radicais livres e, portanto, possuem propriedades antioxidantes (Cao; Sofic; Prior, 1997; Heim; Tagliaferro; Bobilya, 2002). A ocorrência de flavonoides em algas é relatada na literatura, sendo comum a existê...
	A presença de kampferol na microalga verde em estudo reforça a possibilidade de síntese dessa molécula nesse grupo, já observada em Nannochloris sp., por exemplo (Haoujar et al., 2019). Tal composto fenólico também foi encontrado na microalga verde Et...
	O resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxi-estilbeno), é um estilbeno, um metabólito secundário produzido por um número limitado de espécies de plantas em resposta a estresses bióticos e abióticos (Mei et al., 2015; Halls; Yu, 2008.). Uva (Vitis sp.), ame...
	A comunidade científica passou a ter interesse pelo resveratrol por seu potencial cardioprotetor, neuroprotetor, antienvelhecimento e anticancerígeno (Pandey; Rizvi, 2010). Esse composto existe em duas isoformas geométricas, trans e cis-resveratrol, f...
	A síntese microbiana de resveratrol é bastante comum com o uso de levedura Saccharomyces cerevisiae, e bactérias Escherichia coli, Lactococcus lactis, Streptomyces venezuelae, e Corynebacterium glutamicum (Thapa et al., 2019). As rotas biossintéticas ...
	A quercetina é um flavonoide abundante conhecido por suas propriedades anti-cancerígenas (Amor et al., 2018), anti-inflamatórias e cardioprotetoras (Patel et al., 2018) e antioxidantes (David; Arulmoli; Parasuraman, 2016). Está presente em vegetais, f...
	A investigação realizada até o momento confirma que a biomassa de algas apresenta constituição promissora de metabólitos secundários. Este estudo buscou grupos de compostos presentes na biomassa destas microalgas.  A ultrasonicação, a extração por ult...
	Foi positiva a presença das classes alcaloide e flavonoides. No entanto, não foi possível identificar especificamente qual alcaloide está presente, pois o teste realizado foi qualitativo. Além disso, no HPLC, não havia padrões analíticos de alcaloides...
	Os dados encontrados para as condições de cultivo com Scenedesmus obtusus em dominância, sugere a produção dos compostos como resveratrol, kampferol e quercetina como resposta aos parâmetros estabelecidos. Análises adicionais devem ser conduzidas para...
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