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RESUMO

As microalgas apresentam um alto grau de biodiversidade, além de uma biomassa rica
em moléculas de alto valor agregado, como proteinas, lipidios e corantes, as quais t€ém
inimeras possibilidades de aplicacdo em diferentes nichos de mercado, além da
possibilidade de uso na producao de biocombustiveis, de biopolimeros, uso como
biorremediadores, etc. Porém, as microalgas ainda sdo pouco exploradas, mesmo com seu
alto potencial de utilizacao. Neste sentido, este trabalho objetivou estudar o cultivo indoor
da espécie de microalga Synechococcus nidulans em meio NPK, analisando a producdo
de biomassa e o perfil proteico obtido a partir deste cultivo. Inicialmente, o crescimento
da microalga foi feito em um fotobiorreator retangular de placa plana em meio NPK,
durante o periodo de 10 dias, com a finalidade de acumulo de biomassa. A partir desta
biomassa obtida, inicialmente foi realizada a avaliacdo do crescimento de S. nidulans
através de uma curva padrao, ¢ também a analise do teor de clorofila a. Posteriormente
foi realizado um estudo elementar da biomassa microalgal, constatando, entre outras
informagdes, a presenca de 34,64% de proteinas totais, 27,40% de lipidios totais ¢ 18,72%
de carboidratos totais em sua composi¢do. Em seguida, a partir de um protocolo de lise
celular microalgal, foram determinadas as concentragdes de proteinas totais do extrato
bruto microalgal (EBM) e da Fragdo Precipitada Rica em Proteinas (FPRP) 60-80%,
obtida através da precipitacdo por sulfato de amonio, sendo na FPRP observada uma

maior concentragio de proteinas totais (4,28 mg.mL™") do que no EBM (2,31 mg.mL"").

Palavras-chave: Microalgas. Synechococcus nidulans. Cultivo indoor.



ABSTRACT

Microalgae have high biodiversity, in addition to a biomass rich in molecules of high
added value, such as proteins, lipids and dyes, which have numerous possibilities of
application in different market niches, in addition to the possibility of use in the
production of biofuels, biopolymers, use as bioremediators, etc. However, microalgae are
still little explored, even with their high potential of use. In this sense, this work aimed to
study the indoor cultivation of the microalgae specie Synechococcus nidulans in NPK
medium, analyzing the biomass production and the protein profile obtained from this
cultivation. Initially, the growth of the microalgae was done in a rectangular flat plate
photobioreactor in the NPK medium, during the period of 10 days, with the purpose of
accumulating biomass. From this biomass obtained, initially the growth of S. nidulans
was evaluated through a standard curve, and also the analysis of the chlorophyll a content.
Subsequently, an elementary study of microalgal biomass was carried out, verifying,
among other information, the presence of 34.64% of total proteins, 27.40% of total lipids
and 18.72% of total carbohydrates in its composition. Then, using a microalgal cell lysis
protocol, the total protein concentrations of the microalgal crude extract (EBM) and the
Protein Rich Precipitated Fraction (FPRP) 60-80%, obtained through ammonium sulfate
precipitation, were determined, with a higher concentration of total proteins (4.28 mg.mL"
1) in FPRP than in EBM (2.31 mg.mL™).

Keywords: Microalgae. Synechococcus nidulans. Indoor cultivation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Microalgas: conceito, principais grupos e caracteristicas

As microalgas compreendem um vasto e heterogéneo grupo de organismos. Para
ser considerado deste grupo o organismo deve ser de tamanho pequeno, geralmente
microscopico, ser unicelular (ou se agrupar em colénias com pouca ou nenhuma diferenciacao
celular), apresentar cor devido a seus pigmentos, ocorrer na maioria das vezes em aguas e ser
majoritariamente fotoautotrofico (caracteristica que nao se faz obrigatéria). Estima-se que
existam cerca de 200.000 até alguns milhdes de espécies de microalgas, das quais cerca de
apenas 35.000 seriam descritas (RATHA, PRASANNA, 2012; DERNER et al., 2006).

Quanto aos seus meios de nutricdo, microalgas podem ser autotroficas ou
heterotréficas. No caso das primeiras, exigem apenas compostos inorganicos, a exemplo de
fontes de carbono como sais, além de luz e CO; para o seu crescimento. J& as heterotroficas

requerem compostos organicos para seu desenvolvimento, j& que estas ndo realizam o processo
de fotossintese. Além destas citadas, algumas microalgas sdo mixotroficas, ou seja, sdo capazes
de realizar fotossintese e também adquirir energia a partir de nutrientes organicos (LEE, 1980).

Dependendo de sua estrutura celular as microalgas podem ser classificadas em dois
grupos: procaridticas (compreendendo as cianobactérias) ou eucarioticas (OLAIZOLA, 2003).
As procarioticas englobam Cyanophytas (cianobactérias) e Prochlorophytas, e as eucarioticas
englobam Chlorophytas, Euglenophytas, Rhodophytas, Prymnesiophytas, Heterokontophytas,
Cryptophytas e Dinophytas (DERNER er al., 2006). Apesar das diferencas estruturais e
morfoldgicas entre os membros de cada divisdo, estes sdo fisiologicamente iguais e apresentam
seu metabolismo similar ao de plantas (ABALDE et al., 1995).

A sua reprodugdao pode ocorrer de modo sexuado ou assexuado. A reprodugdo
assexuada pode envolver a producdo de esporos, os quais podem ser mdveis (zodsporos) ou
imoveis (aplasnoporos), dependendo da existéncia ou ndo de flagelos, bem como ocorrer
através de fissdo bindria ou fragmentacio (ANDRADE, COLOZZI, 2014a). Os esporos sao
capazes de gerar um novo individuo completo. Ja na reprodugdo sexuada a principal maneira
de classificagdo se da de acordo com os tipos e formas de gametas produzidos. A presenca das
fases esporofita e gametofita € marcante, e hé alternancia de geracdes (LOURENCO, 2006).

Com uma estrutura celular bastante simples, o que pode levar a serem erroneamente
consideradas organismos que ndo desempenham um papel importante, as microalgas

demonstram uma importancia ecoldgica imensa e impactante em diferentes ecossistemas, pois
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estas atuam como os mais antigos produtores primarios na cadeia alimentar, produzindo matéria
organica a partir de luz solar, didoxido de carbono e 4gua, sendo também responsaveis por pelo
menos 60% de toda a producao primaria da Terra (LOURENCO, 2006; CHISTIL, 2004).

Encontradas por toda a superficie terrestre, principalmente em aguas, sejam elas de
carater doce ou salgado, as microalgas também podem ser localizadas na superficie de diversos
tipos de solo. A maioria apresenta vida livre, embora alguns tipos vivam em associagdo com
outros organismos (TOMASELLI, 2004).

Tradicionalmente, as algas foram por muito tempo classificadas somente de acordo
com a sua coloragdo; atualmente elas sdo classificadas ndo s6 quanto aos tipos de pigmentos,
mas também quanto a natureza quimica dos produtos de reserva e aos constituintes da parede
celular (TOMASELLLIL 2004).

A aplicagdo das microalgas ¢ significativa em vdrios setores, pois a sua biomassa
pode ser convertida em diversos produtos, o que faz elas serem consideradas recursos com alto
potencial de utilizacao para o futuro. Dentre os possiveis produtos estdo alimentos, pigmentos,
biopolimeros, nutracéuticos, pesticidas, biofertilizantes, carvao vegetal, biopetroleo,
combustivel de transporte e bidleo. Além disso, as microalgas podem ser usadas em tratamentos
de 4guas residuais e na reten¢do do acimulo de carbono didxido de carbono no meio ambiente
(MATHIMANI et al., 2019; CHISTI, 2004).

O Brasil, ao possuir enorme area costeira tropical, 12% do abastecimento de agua
doce mundial e altos e constantes niveis de insolacao durante todo o ano em grande parte do
seu territorio, se faz um pais extremamente promissor no quesito de produ¢do em larga escala
de microalgas. Estima-se que % das espécies de microalgas de 4gua doce da Terra ocorram em
aguas brasileiras (BRASIL, COSTA, 2016). Sao quatro os grandes nichos de mercado para as
mercadorias baseadas em microalgas, sendo eles: energia, ragao e alimentos, produtos quimicos

e materiais e produtos farmacéuticos e cuidados pessoais (BARSANTI, GUALTIERI, 2018).

1.2 Sistemas de cultivo das microalgas

O cultivo de microalgas ¢ praticado hé cerca de 140 anos e vem acompanhando os
progressos cientificos desde entdo. O cultivo define-se como populagdes de organismos que
podem ser mantidas vivas sob condi¢des controladas e artificiais de desenvolvimento. Os
cultivos apresentam objetivos diversos, como producdo de biomassa e aproveitamento

econOmico a partir disso, por exemplo (LOURENCO, 2006).
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No mundo, o primeiro registro feito de cultivo de uma espécie de microalga foi em
1850 pelo polonés Cohn, quando este manteve a alga verde flagelada Haematococcus viva em
laboratorio (BARROS, 2010). Contudo, o cultivo das microalgas ja a nivel comercial iniciou-
se somente bem posteriormente, na década de 60 no Japao com o cultivo de Chlorella, pois
antes disso a ciéncia aprimorava os métodos de cultivo das microalgas, o que se ligava
diretamente ao progresso dos estudos bacteriologicos (LOURENCO, 2006).

Os sistemas de cultivo de microalgas dividem-se em sistemas abertos e fechados, e
a decisao de qual usar parte da finalidade de uso do sistema. Além disso, as principais formas
de cultivos de microalgas sdo fototrofica, heterotrofica, mixotrdfica e foto-heterotréfica, como
detalhado no Quadro 1 (HAKALIN, 2014).

Ha varias consideracdes a serem feitas sobre a escolha de qual sistema de cultura
utilizar. Os principais fatores a serem considerados sdo a biologia da alga, o custo da terra,
trabalho, energia, agua, nutrientes, clima (no caso de a cultura ser aberta) e o tipo de produto

final desejado (BOROWITZKA, 1992).

Quadro 1 - Principais caracteristicas das condi¢des de cultivo de microalgas

Fototréfico Heterotréfico Mixotrofico Fotoheterotréfico

Fonte de energia Luz Orgénica Luz e orgénica Luz

Fonte de ; - Inorgénica e .
Inorgénica Organica ) Organica
carbono organica
Densidade . . .
Baixa Alta Média Média
celular
Aberto ou Fermentador  Fotobiorreator Fotobiorreator
Tipo de reator : ;
fotobiorreator convencional fechado fechado
Custo Baixo Médio Alto Alto
Baixa Alto custo de Alto custo de
Alto custo de
densidade g substrato e substrato e
Principais substrato ; ;
Contaminagao equipamento equipamento
desvantagens Risco de
em sistema . Risco de Risco de
contaminacdo
aberto contaminagao contaminagdo

Fonte: Hakalin (2014).
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Figura 1 - Fotobiorreatores representando um sistema de cultivo fechado (A) e raceways representando um
sistema de cultivo aberto (B)

Fonte: Greenwell ef al. (2010).

O cultivo fototrofico € o mais comum para microalgas e os dois principais métodos
empregados para o cultivo em larga escala sdo os fotobiorreatores tubulares e as pistas abertas.
Em menor grau, vém os fermentadores para cultivo mixo/heterotréfico. Destes, o sistema mais
usado € o do tipo pista aberta, em que sdo utilizados tanques de tamanhos variados, os quais
ficam expostos as condi¢des naturais de iluminagao, temperatura, evaporagao e contaminagao,
ja que ficam a céu aberto, como visto na Figura 1B. Estes tanques geralmente nao sio
profundos, e sdo construidos em concreto, fibra de vidro ou policarbonato, com terra ou material
plastico em seu fundo, e as culturas microalgais sdo mantidas em circulagdo constante
(RAWAT et al., 2013). Esse sistema ¢é vantajoso, pois apresenta facilidades em sua construcao,
em sua operagao (comparado aos sistemas fechados) e ha a redug¢do do custo com energia, ja
que as microalgas ficam expostas ao sol (BOROWITZKA, 1999). Porém também apresenta
desvantagens, como uma alta taxa de evaporagdo e alta suscetibilidade a contaminacao
microbiologica, principalmente por espécies competitivas.

Os sistemas fechados também estdo em constantes estudos para seu
desenvolvimento, e s3o chamados de fotobiorreatores, observados na Figura 1A. Eles nao
necessariamente sdo cultivos hermeticamente fechados, mas sim com contatos minimos com
meio externo (WOJCIECHOWSKI ef al., 2013). Os fotobiorreatores sao geralmente
construidos em plastico, vidro ou policarbonato, e se distribuem em painéis achatados ou em

serpentinas. Neles, ¢ possivel controlar as condi¢des de cultivo, como a concentragdo de
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nutrientes, temperatura, pH e luz, o que geralmente os leva a apresentar maior produtividade
do que os sistemas abertos (RAWAT et al., 2013). Porém, estes sdo muito caros a se manter, ¢

muitas vezes dificeis de escalonar (BOROWITZKA, 1999).

1.3 Fatores que influenciam no cultivo das microalgas

Existem diversos fatores que acabam por influenciar na producdo da biomassa
microalgal, e independente da metodologia de cultivo a ser utilizada é imprescindivel que se
mantenha o estado 6timo para o crescimento, ja que a atividade metabdlica € facilmente afetada
pelas condigdes fisicas e quimicas ambientais, que sdo fatores limitantes de crescimento. Os
principais fatores fisico-quimicos que afetam o crescimento das microalgas sdo a luz,
temperatura, pH, salinidade e a disponibilidade de nutrientes (GUILLARD, 1975).

A temperatura ¢ um fator que impacta diretamente na taxa metabodlica das
microalgas e esta deve ser escolhida de modo personalizado, tendo-se em vista as necessidades
de cada espécie ¢ a finalidade do cultivo. Por exemplo, espécies tropicais podem ser cultivadas
sob temperaturas entre 20 e 25 °C, espécies de ambientes temperados em temperaturas entre
10 e 20°C, e espécies advindas de ambientes polares cultivadas sob temperaturas de até 5°C
(LOURENCO, 2006). As microalgas do género Synechococcus, por exemplo, podem alterar
suas dimensoes celulares quando sob altas temperaturas. Além disso, a temperatura € um fator
ambiental muito importante no papel regulatorio das concentracdes de Oz e CO2 na 4gua
(WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

J& quanto a luminosidade, que permite a atividade fotossintética das algas,
importam tanto a intensidade luminosa, que se define como a quantidade de fotons incidentes
sobre uma determinada area, quanto a qualidade do espectro luminoso, que ¢ a proporcao de
diferentes comprimentos de onda no espectro luminoso. As ondas de luz na faixa de
comprimento entre 400 e 700 nm sdo ideais para o estimulo das células microalgais cultivadas
(WOJCIECHOWSKI et al., 2013)

A maior parte dos ambientes aquaticos apresenta pH entre 6 e 9
(WOJCIECHOWSKI et al., 2013). O pH da 4gua do mar, por exemplo, ¢ influenciado
diretamente por formas de carbono dissolvidas na dgua, em diferentes proporg¢des, como visto

na Figura 2.
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Figura 2 - Distribui¢@o das formas de carbono em diferentes pHs na agua
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Fonte: Adaptado de Liter (2020).

Alguns tampoes sdo utilizados em meios para controlar as variagdes de pH. Este
ultimo se faz de extrema importancia, pois consegue interferir no metabolismo das microalgas,
podendo modular a permeabilidade da membrana, o transporte de ions e a velocidade das
reacdes enzimaticas, por exemplo, bem como outros processos (LOURENCO, 2006).

Os gases oxigénio e carbOnico se relacionam diretamente aos processos de
fotossintese e respiragdo, sendo assim extremamente necessarios ao cultivo. A dgua dispde de
pouco oxigénio naturalmente devido a baixa pressdo parcial atmosférica e a baixa solubilidade
do gas. O COz também deve ser adicionado a 4gua por ser a maior fonte de carbono para a
fotossintese das microalgas, pois as concentracdes de CO> em agua sdo inversas as de O, o qual
¢ mais soluvel (WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

Os meios de cultura possuem nutrientes importantes no processo de
desenvolvimento das microalgas, podendo ser estes macro ou micronutrientes. Os
macronutrientes sdo requeridos em grandes quantidades e desempenham funcdes altamente
importantes na estrutura e metabolismo das microalgas. J4 os micronutrientes sdo necessarios
em quantidades menores e apresentam fung¢des enzimaticas e estruturais (WOJCIECHOWSKI
etal., 2013).

A produgdo de lipideos e as concentragdes de dcidos graxos nas microalgas parece
ter relacdo direta com a composicao dos meios de cultura, com o acumulo de acidos graxos
sendo resposta aos efeitos limitantes de nutrientes e do tempo de cultivo (CHELLAMBOLI,

PERUMALSAMY, 2014). Dentre os varios nutrientes requeridos, os mais importantes sdo o
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fosforo e nitrogénio, os quais ja estdo presentes em ambientes aquaticos de diversas maneiras,
podendo ser dissolvidos, particulados, em formas bioticas etc., embora somente a forma
dissolvida ¢ utilizada pelas microalgas diretamente para o seu crescimento. Algumas varias
outras espécies também requerem pequenas quantidades de outros compostos organicos, a

exemplo de vitaminas (LOURENCO, 2006).

1.4 Principais utilizacées das microalgas

As altas concentragdes de nutrientes encontrados na biomassa microalgal de
espécies diferentes desperta o interesse da comunidade cientifica, ampliando suas
possibilidades de utilizagdo. Assim, as aplicagdes da biomassa de microalgas se fazem bastante
diversificadas, sendo usadas na alimentagdo humana e animal, em diversos ramos da industria,
no tratamento de dguas residuais, na producao de biocombustiveis, etc., como representado na

Figura 3.

Figura 3 - Aplicacdes da biomassa microalgal
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Fonte: Adaptado de Slegers (2014).

Um dos exemplos de utilizacdo no campo alimenticio ¢ visando a nutricdo de
organismos aquaticos em cultivo comercial, pois as algas oferecem acidos graxos importantes
no crescimento e metamorfose das larvas (BECKER, 2004). Ja na alimentacdo humana, podem

ser comercializadas na forma suplemento alimentar natural, pois dispdem de varios valiosos
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pigmentos carotenoides, os quais sdo conhecidos por apresentar importantes propriedades
terapéuticas (GILL, VALIVETY, 1997).

As microalgas também se apresentam como uma excelente aposta na produgao de
biodiesel, pois estudos revelam que elas possuem um alto rendimento de 6leo (PEREZ 2007).
Nesse quesito também se mostram altamente promissoras, pois a humanidade tem uma alta
demanda por energia e os recursos se mostram cada vez mais escassos. A queima de
combustiveis fosseis vem se tornado cada vez mais obsoleta por gerar elevados niveis de
poluicdo, e a energia limpa das microalgas se torna mais uma vez uma opg¢ao interessante
(MARTIN, GROSSMANN, 2012). Contudo, a produgdo de biodiesel a partir das algas ainda
enfrenta um grande problema no que diz respeito a necessidade de uma fonte abundante e
concentrada de CO; como suplementacdo em seu cultivo, o que leva ao aumento dos custos de
produgdo em escala comercial (POKOO-AIKINS et al., 2010).

Outra forma de utilizacdo das microalgas ¢ na biorremediacao de solos, como os de
interesse agricola que apresentam como poluentes ions, por exemplo (SOLOVCHENKO et al.,

2016).

1.5 Produtos da biomassa microalgal e suas aplicacdes biotecnologicas
Algumas algas podem apresentar até 80% da composi¢ao do seu peso de biomassa
seca apenas de lipideos (NARENDAR, JAYACHANDRAN, GANTAR, 2015). Além disso, as
microalgas t€ém 80% do teor médio da energia potencial do petrdleo, o que faz com que a sua
biomassa seja uma grande promessa quanto a utilizagao tanto na producdo de energia elétrica
quanto de biocombustiveis para transportes (MILANO et al., 2016). A fermentacdo da
biomassa para a produ¢@o de bioetanol, por exemplo, auxilia na redu¢do da formagao de CO>

quando comparado ao uso dos combustiveis fosseis (POJO, 2016).

A biomassa das microalgas ganha cada vez mais destaque gracas as pesquisas
recentes que vém revelando a sua riqueza em compostos extremamente visados, como
carotenoides, clorofila, lipideos, proteinas, vitaminas, carboidratos, enzimas, antibidticos etc.,
mostrando o assim o todo potencial de utilizagao biotecnoldgica desta biomassa (LIMA, 2016).
A partir destes compostos, ¢ grande a diversidade de produtos que podem ser
gerados, os quais podem ser aplicados na produ¢do de suplementos alimentares, de farmacos,
na producdo de biocombustiveis, no tratamento de aguas residuais, na agricultura, entre outras

possibilidades (ARCEO, 2012). A biomassa algal também pode ser submetida a fermentagaoa
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partir da digestdo anaerobia da matéria organica, o que gera o biometano, uma outra forma de
energia renovavel. Além disso, a biomassa restante deste processo de digestdo pode ser usada
como fertilizante (POJO, 2016).

A microalga Spirulina sp., por exemplo, gera varios compostos nutracéuticos com
propriedades diversas, sendo possivel utiliza-la em terapias contra cancer por conta de seu f3-
caroteno, também na prevencdo da deficiéncia de vitamina A, na preven¢do de doencas
degenerativas, no estimulo de producdo de certas prostaglandinas e na aceleragdo do processo
de cicatrizagdo de feridas, por exemplo (GARCIA, 2013). Além disso, varias microalgas fazem-
se relevantes como alternativas para a obtencdo de proteinas e aminodcidos essenciais nas
alimentagdes humana e animal (LIMA, 2016).

Um outro produto feito a partir da biomassa de microalgas é o Microp, o qual é
composto por um concentrado de cianobactérias fotossintetizantes em estado dormente, que ao
entrar em contato com o solo quebram sua dorméncia e promovem uma série de beneficios,
como fixagdo de nitrogénio no solo, liberagdo de célcio e fosfatos, diminuicao do teor salino no
solo, suplementagdo do crescimento das plantas, melhorias nas propriedades fisicas do solo, a
exemplo da diminuicdo da erosdao etc. O Microp atualmente ¢ cadastrado como produto
organico no Organic Materials Review Institute (OMRI) e seu propdsito ¢ amenizar problemas
de solo e manter o rendimento das culturas e a salde das plantas sempre no maximo
(SOILTECH, 2020).

Outra possibilidade de utilizagdo da biomassa das microalgas ¢ no nicho da
dermocosmeética, em que extratos algais ricos em proteinas atuam com suas propriedades

antienvelhecimento, regeneradores dérmicos e estimulam a sintese de colageno etc. (LIMA,

2016).

1.6 Microalgas do género Synechococcus

As microalgas do género Synecochoccus tém alto potencial de biorremediagdo de
metais, j& que algumas espécies sdo capazes de armazenar metais tanto intra como
extracelularmente, enquanto outras armazenam em suas superficies (BENCHRAKAC, 2014).
Além disso, a espécie tem sido associada a produgdo de graos finos e suspensos de carbonato
de célcio, o que contribui para a deposi¢dao de carbonato sedimentar (GRAHAM, WILCOX,
2000).
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Virias espécies de Synechococcus crescem no interior de colonias ou de extratos
algais e também pode formar finos agrupamentos em substratos imidos, como pedras, por
exemplo. Outras crescem em fontes termais e minerais, sendo poucas subaéreas. Algumas
compdem o plancton e o picoplancton de lagos e oceanos (FRANCESCHINI ef al., 2010).

A divisdo das células desse género se da apenas em uma direg¢do, o que explica as
células serem geralmente alongadas, de paredes celulares bastante finas, e podem ser
encontradas tanto sozinhas como agrupadas. Seu contetido celular ¢ geralmente nas cores verde
azulado, verde, laranja palido ou amarelo (NAGELI, 1849).

As espécies do género Synechococcus se reproduzem assexuadamente por fissao
bindria, além de serem as mais importantes fotossintetizadoras do ambiente marinho, sendo
responsdveis por em torno de um quarto da producdo de oxigénio total (MARGULIS,
SCHWARTZ, 2001).

Deste género, mais especificamente a Synechococcus nidulans (Figura 4) é uma
microalga fotossintética, a qual é capaz de gerar diversos biocompostos, como por exemplo
biopolimeros (NISHIOKA et al., 2001). Ela ¢ um importante produtor priméario no plancton de
aguas frescas doces ou marinhas, mas também ja foi encontrada na superficie de outras algas e

em plantas.

Figura 3 - Cianobactéria do género Synechococcus (A) e microfotografia da microalga Synechococcus nidulans (B)

Fonte: Sant’Anna ef al. (2012).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a viabilidade do cultivo indoor da microalga Synechococcus nidulans em

meio NPK para a producao de biomassa e analisar o perfil proteico microalgal.

2.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste trabalho foram:
a) testar a eficiéncia do meio NPK no cultivo da microalga S. nidulans em
fotobiorreator fechado;
b) avaliar o padrdo de crescimento da microalga S. nidulans em meio NPK;
¢) produzir biomassa microalgal utilizando fotobiorreator fechado;
d) analisar a composi¢@o elementar da biomassa microalgal;
e) extrair e dosar proteinas soliveis da biomassa microalgal;

f) analisar o perfil proteico da microalga S. nidulans por eletroforese.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material biologico

A microalga S. nidulans utilizada no presente trabalho ¢ mantida na algoteca do
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (LabBMol), sediado na Universidade Federal do Ceara
(UFC) e, no momento, as informagdes estdo sendo revisadas para o registro no SisGen (Sistema

Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado).

3.2 Preparo do pré-inoculo e cultivo da microalga S. nidulans em fotobiorreatores fechados

Uma aliquota do meio de cultura contendo as microalgas foi inicialmente pré-
inoculada sob condi¢des assépticas em um fotobiorreator cilindrico (Figura SA) contendo 100
mL de meio Zarrouk (ZARROUK, 1966). Este fotobiorreator foi mantido por 7 dias em cdmara
termostatizada a 30 °C (+ 2 °C), utilizando-se um fotoperiodo de 12h, intensidade luminosa de
4000 Lux e aeragdo estéril constante (mantida por aerador elétrico e filtros de 0,25 pm). Apds
esse periodo, o pré-indculo (com uma densidade optica a 600 nm = 0,5) foi inoculado num
fotobiorreator retangular de placa plana (Figura 5B) contendo 4L do meio NPK (20:10:20 g/L)
a pH 7,0. A cultura foi mantida por 10 dias na plataforma de crescimento usando as mesmas

condigdes utilizadas para o pré-inoculo.

Figura 5 - Pré-inoculo de microalga S. nidulans cultivado em fotobiorreator cilindrico artesanal (A) e cultivo da

microalga em fotobiorreator fechado de placa plana (B)

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3 Avaliacao do crescimento da microalga S. nidulans

Uma maneira confidvel de acompanhar o crescimento celular ¢ medindo a
concentracao de biomassa usando um espectrofotdmetro. Para determinar a concentragao de
c€lulas, a densidade optica (DO) foi medida a 600 nm usando um espectrofotometro UV-vis
(Amersham Biosciences©/Ultrospec 2100 Pro). Antes de qualquer estimativa poder ser
realizada, foi feita uma curva de calibragdo com base na densidade Optica da cultura de
microalgas e o peso da biomassa seca microalgal (Grafico 1). Para determinar a concentragdo
de biomassa para uma DO especifica, uma amostra de 2 mL foi coletada de 100 mL de cultura
microalgal retirada do fotobiorreator durante a fase exponencial. Cinco dilui¢des seriadas (1:2
v/v) foram feitas a partir desta amostra e as densidades opticas foram registradas. O volume
restante da cultura (98 mL) foi submetido a secagem em estufa a 90 °C por 24 h. Apos a
secagem completa, a amostra foi movida para um dessecador. Apods 1 h de resfriamento, o peso
seco da biomassa foi medido e registrado. Ao dividir esse valor pelo volume registrado, temos
como resultado a concentracdo de biomassa da amostra original. Este ensaio foi realizado em

triplicata.

3.4 Coleta e processamento da biomassa microalgal

Ao final do periodo de cultivo (correspondente a fase estacionéria), a cultura de
microalgas foi coletada e concentrada por centrifugagdo a 10.000 x g por 30 min, a temperatura
ambiente (25 °C). O precipitado de biomassa foi lavado com agua destilada para a remogao do
meio de cultura através de quatro etapas alternadas de ressuspensdo em agua destilada e
centrifugacdo conforme descrito anteriormente. A biomassa fresca foi pesada em balanca
analitica e submetida ao processo de liofilizacdo. A biomassa entdo seca foi pesada para o

calculo de rendimento e acondicionada para uso nas etapas posteriores.

3.5 Analise elementar da biomassa microalgal
3.5.1 Teor de umidade

A determinagdo da umidade foi realizada por meio da utilizagdo de materiais como
cadinhos de porcelana, balanga analitica, estufa, dessecador e pinga (para manusear os
cadinhos). Amostras de 1 g da biomassa seca foram pesadas em cadinhos de porcelana,
previamente tarados em balanga analitica. As referidas amostras foram colocadas em estufa

com temperatura entre 100 a 105 °C por 24 h, técnica descrita por Nagakura (1972). Depois os
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cadinhos foram retirados e transferidos para um dessecador com auxilio de pinga, até atingir a
temperatura ambiente, sendo pesados posteriormente. O resultado da umidade foi encontrado
pela diferenca de peso inicial e final gerando uma resultante em percentagem. A formula

utilizada foi:

Vi—To
%U =— x 100

V2—To

Onde:

U = Umidade;

Vo= Peso do cadinho seco;

V2= Peso do cadinho com amostra;

V1= Peso do cadinho com amostra depois da secagem.

3.5.2 Teor de cinzas

Para a determinagdo do teor de cinzas, amostras de 1 g de biomassa microalgal seca
foram adicionadas em cadinhos previamente tarados, os quais foram posteriormente pesados e
transferidos para mufla a 600 °C, por 4 h. Depois, os cadinhos foram para o dessecador até
atingir a temperatura ambiente para em seguida serem pesados (BRASIL, 2011). Para o calculo

final do teor de cinzas expresso em porcentagem, utilizou-se a formula:

(VC—V i x 100
o= V2— Vo

Onde:

C = Cinza;

Vo= Peso do cadinho;

V1= Peso do cadinho que continha as cinzas;

V2= Peso do cadinho que continha as amostras.

3.5.3 Teor de proteinas totais

A determinagdo do teor de proteinas totais foi realizada conforme o método de
Micro-Kjeldahl, o qual ¢ baseado na transformacdo do nitrogénio organico da amostra em
sulfato de amodnio pela digestdo com acido sulfurico e posterior destilagio com liberagdao da

amonia, a qual ¢ fixada em solugdo 4cida e titulada.
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Pedacos de papel vegetal contendo 0,2 g de amostra macerada foram
acondicionados em tubos com 2 g do catalisador, contendo uma mistura de sulfato de cobre
(CuS0s4), selénio metalico (Se) e sulfato de potassio (K2SO4), aos quais foram posteriormente
adicionados 4 mL de 4cido sulfirico. Em seguida, os tubos foram levados ao aparelho digestor
a 350 °C, e estes foram observados até o final da digestdo. Com o auxilio de um destilador, a
amostra digerida foi neutralizada a partir da adi¢ao de hidréxido de sodio (NaOH) a 50%, até o
surgimento da coloragdo escura, devido a formagao de 6xido de cobre (Cu20). Esta mistura foi
destilada por meio do arraste de vapor e o produto (destilado) foi recolhido em erlenmeyer com
10 mL de solucao de 4cido boérico (H3BO3) a 2%, adicionando-se 300 pL de indicador misto
(vermelho de metila e verde de bromocresol), até completar 50 mL. Desse modo, a mistura
destilada foi titulada com solugdo padrao de acido cloridrico (HCI) a 0,04 M em bureta até o
surgimento de uma leve coloragdo rosada, e assim anotou-se o volume de 4cido gasto. A

porcentagem de nitrogénio total foi obtida através da formula:

(Volume da amostra — Volume do branco) x 0,014 x 0,04
%NT = x 100
Peso da amostra

A conversdo do nitrogénio total (NT) para proteina total (PT) foi obtida a partir da

formula:

%PT = %NT X 6,25

3.5.4 Teor de lipidios totais

O teor de lipidios foi determinado pelo método de Soxhlet, o qual visa extrair
lipidios totais a partir de matéria organica, com o auxilio de um solvente organico; neste caso,
o utilizado foi o hexano. Baldes foram colocados em estufa a 100 °C durante uma hora. Apos
esse periodo, estes baldes foram levados ao dessecador até atingir a temperatura ambiente,
sendo entdo pesados (BRASIL, 2011). Posteriormente, foram pesadas amostras de 1 g de
biomassa para serem colocadas nos cartuchos de extracao (papel filtro) e tampadas com
algoddo. Os baldes contendo 100 mL de solvente foram levados ao determinador de gordura
para a extra¢do a 90 °C por duas horas. Logo apds a extra¢do, a amostra gotejou por trinta

minutos (para a recuperagao do solvente o aparelho foi calibrado para 150 °C e, posteriormente,
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os baldes contendo o lipidio foram transferidos ao dessecador até atingir a temperatura ambiente
para serem pesados). O calculo para obtencdo da porcentagem de lipideos foi realizado

conforme a equagao abaixo:

(Peso do baldo + Gordura) — (Peso do baldo vazio) x 100

O Lividio =
YoLipidio (Peso da Amostra)

3.5.5 Teor de carboidratos totais
O teor de carboidratos totais presentes na biomassa microalgal foi obtido por

diferenga (PEARSON, 1976), empregando-se a seguinte equagao:

%Carboidratos =

(100% da Biomassa) — [(%Lipidio) + (%Cinzas) + (%Proteinas)]

3.5.6 Teor de fibra bruta

O teor de fibra bruta foi determinado pelo método de Hennerberg (WINTON,
WINTON, 1958), no qual ocorre a degradagao de toda fibra soluvel e de grande quantidade de
fibra insoluvel, com digestdo &cida e alcalina da amostra previamente dessecada e
desengordurada. O residuo obtido constitui a fibra bruta.

Amostras de 1 g da biomassa delipidada foram adicionadas a uma solucao de acido
sulfarico 1,25% e, apds a homogeneizacao, foram mantidas em banho seco por 30 minutos até
alcancar a fervura. Em seguida, essas amostras foram filtradas em papéis de filtro quantitativo,
previamente aquecidos em estufa a 105 °C por 1 h e pesados. Em seguida, cada papel de filtro
contendo o residuo foi lavado com 4gua quente até ndo haver mais reacao basica com o papel
indicador de pH. Posteriormente, os residuos foram lavados por 3 vezes com 3 mL élcool etilico
(P.A) e 2 vezes com 3 mL de éter etilico (P.A). Apds a evaporagdo dos solventes, os papéis de
filtro com o residuo foram colocados em estufa a 105 °C para secagem, até alcancarem um peso
constante. Os papéis com residuo foram colocados em cadinhos de porcelana previamente
tarados, e em seguida foram incinerados em forno mufla a uma temperatura de 600 °C. O teor

da fibra bruta foi estipulado através da seguinte formula:

F=[(P+F+C)—P]-C
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F x 100
%WF = ——

Onde:

P = Peso do papel;
F = Fibra;

C = Cinza.

3.6 Analise da clorofila a

Para determinagdo do teor de clorofila a microalgal, inicialmente 1g de microalga
fresca foi macerado com nitrogénio liquido, sendo em seguida adicionados 5 mL de acetona
(P.A.) refrigerada. O produto da maceragdo foi filtrado em fibra de vidro e coletado em baldo
volumétrico de 50 mL. A acetona foi adicionada sobre o macerado restante na fibra de vidro,
até atingir o volume final de 50 mL de filtrado. Esse procedimento foi realizado sem a presenga
de luz. A absorbancia da clorofila @ foi medida em espectrofotdmetro nos comprimentos de
onda de 664, 647 e 630 nm, respectivamente. A concentracdo do pigmento foi determinada de

acordo com a equag¢do definida por Clesceri e Greenberg (1989), descrita abaixo:

mg
Clorofila a (m,) = 11,85 Absee4 — 1,54Absea7 — 0,08A4bse30

3.7 Lise celular e preparo do extrato bruto microalgal (EBM)

A biomassa microalgal de 1 g foi pesada em um tubo Falcon e dissolvida em 10 mL
do tampao de lise (Tris-HCI 50 mM pH 7,5 contendo NaCl 150 mM, PMSF 1 mM e EDTA 0,2
mM) e homogeneizada sob agitacdo. A mistura foi submetida a trés ciclos de congelamento
lento em um freezer a -20 °C, e depois descongelamento. Em seguida, a mistura foi transferida
para um homogeneizador Potter e macerada vigorosamente por 10 mim. Apos esse periodo, a
mistura macerada foi transferida para um novo tubo Falcon e mantida sob agita¢dao por 60 mim
no agitador orbital a 15 °C. Na ultima etapa do processo de lise, a mistura foi submetida a um
ciclo de ultrassonicacdo usando 180 pulsos de 10s e 180 intervalos de 15 segundos. Durante a
ultrassonicagdo a mistura foi mantida em gelo. Apds a etapa de lise, o extrato microalgal foi
centrifugado 15.000 x g por 30 min. O sobrenadante (denominado Extrato Bruto Microalgal ou
EBM) foi cuidadosamente coletado e o precipitado foi descartado. O EBM foi transferido para

microtubos de 2 mL e congelado a -20 °C.
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3.8 Precipitacio das proteinas do extrato bruto microalgal (EBM) com sulfato de aménio
O EBM foi submetido a precipitagdo de proteinas com sulfato de aménio [(NH4)2SO4],
utilizando-se o nivel de satura¢do 60-80%. O EBM saturado foi mantido em repouso por 16 h
a 10 °C, e em seguida, centrifugado a 12.000 x g por 30 min. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado coletado, solubilizado com tampao PBS pH 7, dialisado por 12 h contra dgua
ultrapura (MilliQ) e por mais 4 h com o mesmo tampao. Esse solubilizado (denominado
Fragdo Precipitada Rica em Proteinas, ou FPRP) foi submetido a dosagem de

proteinas.

3.9 Dosagem de proteinas soliveis

A dosagem de proteinas da fracdo precipitada rica em proteinas (FPRP) obtida da
biomassa microalgal foi realizada através do método de Bradford (1976), que ¢ uma técnica
para a determinagdo de proteinas totais. Para cada 100 pL da FPRP, foram adicionados 2,5 mL
do reagente de Bradford. As misturas foram agitadas e deixadas em repouso por 10 min a 25
°C. Em seguida, foi determinada a absorbancia a 595 nm, em espectrofotometro. A
concentracdo de proteinas foi calculada a partir de uma curva padrdo obtida com albumina

sérica bovina (BSA).

3.10 Perfil eletroforético das proteinas de microalgas

Os ensaios de eletroforese foram realizados sob condi¢des redutoras ¢ desnaturantes
(LAEMMLLI, 1970). Foi utilizado um gel de aplicacao de 3,5% de acrilamida em tampao Tris-
HCI1 0,5 M (pH 6,8) e um gel de separacdo com 15 % de acrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M
(pH 8,8) contendo SDS 1%. As corridas eletroforéticas foram realizadas a 25 mA e uma
voltagem inicial de 100 V.

A amostra que apresentou melhor resultado na precipitagio de proteina foi
preparada em tampao de amostra (Tris-HCI 62,5 mM pH 8,3 contendo SDS 1%, B-
mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul de bromofenol 1%): 5 uL. do tampao de amostra para 25
pL da amostra analisada. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 2 min e
centrifugadas a 1000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Entdo, foram aplicados 15 e 20
pL de amostras em cada pogo do gel, respectivamente, para EBM e FPRP 60-80%. Foram

usados marcadores moleculares no primeiro pogo. As bandas proteicas foram coradas com
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Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05 %, preparado em uma solugdo de metanol:acido

acético:agua (1:3,5:8, v/v/v).

3.11 Analises estatisticas
As anélises estatisticas foram realizadas através da analise de varidncia e teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, visando detectar diferengas entre as médias dos dados

obtidos. Para realizacao destas analises, foi utilizado o programa ASSISTAT 7.5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Curva de crescimento

Como descrito anteriormente, a principio foi feita uma curva de calibragdo com
base na densidade optica (DO) da cultura de microalgas e o peso da biomassa seca microalgal
antes de qualquer medi¢ao das concentragdes de biomassa ser realizada (Grafico 1).

Grafico | - Relagdo determinada entre a concentracdo de biomassa seca de S. nidulans e a densidade optica a 600
nm
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Fonte: Elaborado pela autora.

Posteriormente foi feita a curva padrdao, onde podemos observar as fases de
crescimento log e estacionaria bem definidas até as 150 h de cultivo (Grafico 2). A fase lag
mostrou-se praticamente imperceptivel, sinalizando entdo que houve uma rapida adaptacio do
pré-inoculo microalgal ao meio NPK. A fase log foi observada até as 150 h de cultivo, indicando
crescimento exponencial das células pelo aumento da sintese de biomoléculas imprescindiveis
para o metabolismo celular. A diminuicdo da taxa de crescimento foi observada apos as 150 h,
fase na qual notam-se as mudancas na composi¢do do meio por conta da produgdo de varias
biomoléculas como inibidores enziméticos, esgotamento de nutrientes e fotoinibi¢ao devido a

alta densidade celular, levando a um decréscimo no crescimento celular.
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Grafico 2 - Curva de crescimento da microalga S. nidulans em fotobiorreator
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Analise da clorofila a

Também foi observado o teor de clorofila a ao decorrer das horas de cultivo. A
abordagem utilizada foi a de observagdo do aumento do teor de clorofila concomitantemente
ao crescimento das células microalgais. O maior teor de clorofila presente foi obtido perto das
200 h de cultivo, quando no cultivo havia o maior niimero de células presentes. A partir do
extrato da microalga macerada e filtrada, foi calculada a concentragdo em microgramas de
clorofila por litro de meio de cultivo. A concentragdo do pigmento variou entre valores menores
que 5 pg.L ! até valores proximos de 40 ug.L!, como é possivel verificar no Grafico 3.

Um alto teor de clorofila aponta uma possivel aplica¢do industrial, especialmente
como corante natural, utilizado por exemplo pela industria alimenticia (BERTOLDI,
SANT’ANNA e OLIVEIRA, 2008). Também ¢ sabido que a ingestdo de clorofila estimula o
crescimento de tecidos, auxiliando na multiplicacdo de fibroblastos, acelerando o processo de

cicatrizacdo (TANAKA et al., 1997; YAMAGISHI et al., 1997).
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Grafico 3 - Concentragdo de clorofila a avaliada durante as diferentes horas de cultivo da microalga S. nidulans
em fotobiorreator
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Caracterizacio da biomassa microalgal

A composicdo nutricional das microalgas normalmente ¢ avaliada segundo a sua
composicdo quimica, com valores os quais podem facilmente se alterar em decorréncia de
fatores de estresse na fase crescimento da biomassa microalgal, como por exemplo quando ha
uma deficiéncia de nutrientes, temperaturas extremas, anaerobiose ou outros fatores.

Na literatura, as informacdes disponiveis sobre a constituigdo nutricional de
microalgas do género Synechococcus ainda sdo escassas, porém alguns dados ja foram
publicados para outras microalgas, como Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris,
Chaetoceros muelleri etc. (OHSE et al., 2009).

A andlise da biomassa de S. nidulans apresentou uma maior concentracdo de
proteinas totais (34,64%), seguidas por lipideos (27,40%) e carboidratos (18,72%) (Tabela 1).
Os resultados obtidos para essa espécie, referente a presenga de proteinas totais, foi similar ao
de Chlorella vulgaris (33,15%), Isochrysis sp. (30,81%) e Thalassiosira pseudonana (30,02%),
por exemplo (OHSE et al., 2009).
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Tabela 1- Teores de umidade, proteinas, lipidios, cinzas, carboidratos e fibras da biomassa microalgal de S.
nidulans com base na biomassa seca

Constituinte Teor na biomassa (%)
Umidade 5,51 +0,33
Cinza 6,63 + 0,20
Fibra bruta 7,10 +0,42
Lipidios 27,40 + 0,88
Proteina total* 34,64 + 0,96
Carboidratos** 18,72

* Nitrogénio total x 6,25

**QObtido por diferenca

Fonte: Elaborada pela autora.

J& o teor de lipideos verificado na S. nidulans foi maior do que o verificado em
outros trabalhos, por exemplo no de Schenk et al. (2008) com a Chlorococcum sp., que
determinou 19% de contetdo de lipideos em biomassa seca da microalga. J4 Renaud et al.
(2002) analisaram a microalga Chaetoceros sp. € encontraram um teor de aproximadamente
16,8% de lipidios para esta espécie. Porém, para estes resultados citados, as metodologias dos

estudos em questdao ndo se assemelharam a do presente trabalho.

4.4 Determinacgido das proteinas soluveis do extrato bruto microalgal (EBM)

As proteinas sdo moléculas por onde a informacao genética se expressa, atraveés das
possibilidades de combinagao dos 20 aminoéacidos que formam a cadeia polipeptidica, gerando
diversas diferentes propriedades e atividades (LEHNINGER, 1970). As proteinas advindas de
microalgas apresentam um bom balanco de aminoécidos e niveis baixos de acidos nucléicos em
comparacao com outras fontes de proteina unicelular (ANDRADE, COLOZZI, 2014b).

Observou-se a concentragao de 0,231 mg de proteina por mL de microalga utilizada
e um teor de proteina total de 2,31 mg no extrato bruto microalgal (Tabela 2), a qual foi
submetida a congelamento, descongelamento, maceracdo e ultrassonica¢do. Segundo Wang e
Zhang (2012), combinar diferentes técnicas de rompimento celular pode favorecer a eficicia do

processo de extragao.
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Tabela 2 - Determinacdo da concentracdo e da quantidade de proteinas soluveis totais presentes no extrato bruto
microalga e na fracdo precipitada com sulfato de amonio obtidas da biomassa microalgal de S. nidulans

Amostra Volume do extrato Concentragao de Proteina total
(mL) proteina (mg/mL) (mg)

EBM! 500 0,231 2,31

FPRP? 10 0,428 4,28

"Extrato bruto microalgal
%Fragdo precipitada com sulfato de aménio utilizando-se o nivel de saturagdo 60-80%.

Fonte: Elaborada pela autora.

Este EBM foi posteriormente precipitado com sulfato de amonio no nivel de
saturacdo 60-80%, e dele observou-se a concentracao de proteinas de 0,428 mg de proteina por
mL de microalga utilizada e um teor de proteina total de 4,28 mg (Tabela 2). A separagdo de
proteinas neste caso ocorre devido ao aumento da forga idnica do meio por conta da adigdo de
um sal, neste caso o sulfato de amodnio, o que leva as moléculas de dgua a interagirem com os
ions disponiveis no meio. Por conseguinte, hd o aumento das interagcdes do tipo proteina-

proteina, diminuindo a solubilidade do meio e precipitando entdo as proteinas.

4.5 Ensaio eletroforético SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS 15%) a fim de
melhor avaliar as composigdes proteicas do EBM e da FPRP 60-80%. A eletroforese ocorreu
em condi¢des desnaturantes para uniformizar as cargas das proteinas, pois estas influenciam
diretamente na migragdo proteica através da poliacrilamida. Assim, a separa¢ao pode ocorrer
em fungdo do peso molecular, na qual as proteinas menores tém uma maior mobilidade
eletroforética quando comparada com as proteinas maiores.

O perfil eletroforético € uma ferramenta imprescindivel durante a avaliacdo dos
efeitos das variaveis envolvidas no cultivo e seu impacto na producao de proteinas, pois os
fatores ambientais sdo capazes de modificar a composi¢do celular das microalgas. Nele,

observa-se a distribui¢do das bandas proteicas no gel.



34

Pdde-se observar tanto no EBM como no FRP 60-80% uma maior concentracao de
proteinas de 50 KDa (Figura 6). Além disso, hé a presencga de muitas bandas, o que sugere uma

grande diversidade de proteinas.

Figura 6 — Perfil eletroforético das proteinas presentes na biomassa microalgal de S. nidulans. A PAGE-SDS (15%)
foi realizada sob condig¢des redutoras utilizando 3- mercaptoetanol. MM: Marcadores moleculares; Al: 15 pL de
EBM; B1: 15 pL de FPRP; A2: 20 uL de EBM; B2: 20 pL de FPRP
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5 CONCLUSOES

A microalga S. nidulans se desenvolveu de forma satisfatéoria em meio NPK,
equiparada a meios mais complexos, conforme parametros cinéticos e¢ produtividade de
biomassa, o que pode promover uma reducdo de custos do cultivo, além da destinagdo
ambientalmente adequada do meio residual, que pode ser reutilizado como fertilizante na
nutri¢ao vegetal.

Com base nos resultados obtidos, também podemos concluir que o cultivo de S.
nidulans representa uma op¢ao atrativa para a prospec¢do de polipeptideos bioativos e/ou
desenvolvimento de complementos nutricionais e alimentagdo animal em virtude, do alto teor

de proteinas.
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