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1- Introducao

- Microalgas engloba um grupo diversificado de
microrganismos  fotossintéticos, = multicelulares ou
unicelulares, incluindo procariotos e eucariotos.

- Fotoautotroficos (luz e dioxido de carbono),
heterotroficos (substrato organico) ou mixotroficos

(ambos).




Diversidade dos microrganismos fotossintetizantes
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Divisdo Cyanophyta: Microalga procariontes.

Algas azuis / Cianofitas / Cianobactérias.

Fonte: BARSANTI et al., 2008; REZIG, 2010; TORTORA et al., 2000 ;ANDRADE et al. 2014;

Gram-negativos;
fotossintese oxigénica,

os mais primitivos organismos fotossintéticos
na terra;

Parede celular: Mureina, camada
lipopolissacaridica;

Podem apresentar envoltério mucilaginoso;
Talo filamentoso: heterdcitos e acinetos;
Géneros: Nostoc sp. e Anabaena sp.




Cianobactérias

Habitat Solo X Agua;

Alimentag¢ao humana e animal;
Fixacdo de N e ligacao particulas solo;
Vida livre;

Combustiveis, varios metabolitos (vitaminas/
enzimas), corantes, racoes, fertilizantes etc;

Relatos controle nematoide.




Cianobactéria

- A maioria das cianobactérias que realiza a fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN) possui heterocistos, células
especializadas que protegem a nitrogenase do oxigénio, a
qual por sua vez, catalisa a conversao do N, em amonia.

- As cianobacteérias contribuem para fertilizacao do solo e

representam alternativa promissora para aumentar a
biodiversidade do solo.

2
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Clorofitas

Eucariotos, armazenam amido nos cloroplastos, contem
clorofilas a e b. Esse grupo é extremamente diverso, e inclui
representantes da agua doce e marinhos.

Chlorella: utilizada para elucidar “dark reactions” da
fotossintese;

Chlamydomonas: que é fonte da maioria do conhecimento
da genética dos cloroplastos;

Haematococcus: produzem astaxantina e outros compostos
corantes de grande aplicacao comercial.

http://www.landcareresearch.co.nz/resources/identification/algae/identification-guide/identify/guide/descriptions/chlorophytes
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Isolamento, caracterizacdo e manutencao

Meio de cultura (BG11 ou BBM). Plagueamento
Crescimento, filtra e diluir as amostras.

Coleta




Caracterizacao de colonias

Crescimento 10-12 dias

Caraccterizagao

Cultivo 10 dias
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Colecao de Culturas de Microalgas

A manutencao de colecdoes de microalgas,
em meios liquidos ou semi-sélidos, € laboriosa,
cara e sujeita a contaminacao e a troca do

material genético das estirpes.



Preservacao

 Criopreservacao — -80 °C, -
150 °C, nitrogénio liquido.
Meios liquidos e solidos +

criopreservantes (Metanol,
DMSO)

* Liofilizacao - leite 10%




Luteina: Muriellopsis sphaerica —(esquerda) e Chlorella zofingiensis
(direita)

Astaxantina: Haematococcus pluvialis
'/‘5(_:‘_ ‘ & " ]




] | | T T
[ unicelular-80% | [ Filamentosa-52% | [ Colonial - 148% | [ Unicelular - 70,8% | [ Filamentosa-29.2% |

(Ciicular—59.0% ] (Cilindrica - 100%

AR &
a7 :
| o
| \\\
../'. Zo
o A, &
AL &7
o :'.:_.'.‘ A
\ “ A ‘.‘ ‘."‘:.‘ v . o d
\ FAA RN » o .
\‘ ""‘1;‘ Yde ‘f \
‘l“"'"‘:"‘ r ”
- e 5 ’
’ & /




‘&\ﬁﬂv

Cultivo Extracdo Amplificagdo . n
10 dias do DNA do DNA primers de regides do
gene 16S de procariotos

primers de regides do
gene 18S de eucariotos

Amplification DNA with primers
BOXAIR RFLP: DNA PCR
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2- Microalgas: matéeria prima para bioenergia.

- Durante as ultimas décadas, além dos estudos de
diversidade e ecologia das microalgas, o foco das pesquisas
tem sido aplicacao biotecnolégica para producao de
biocombustiveis, proteina e coprodutos, tais como o0s

pigmentos.




2- Microalgas: materia prima para bioenergia.

- Microalgas produzem metabolites de interesse para

producao de biocombustiveis, tornando fonte renovavel

de energia.

- Cultivos de microalgas sao mais caros e complicados, quando

comparados as praticas da agricultura conventional.




Usinas propoem ao governo ado¢ao do B20 até 2030
A participacao do biodiesel na Matriz Energética Brasileira deve
alcancar pelo menos 3,31% em 2030.

O setor propoe um aumento gradual da mistura obrigatoria, que
podera seguir o cronograma minimo B8 em 2017 e B10 até 2019,
conforme ja previsto em Lei, chegando a B15 em 2025 e B20 em

2030.

setor de biodiesel ao secretario de Petrdleo, Gas e Combustiveis Renovaveis do
Ministério de Minas e Energia

https://www.biodieselbr.com/noticias/usinas/info/usinas-propoem-governo-adocao-b20-2030-071016.htm

BiodieselBR.com 07 Out 2016



Selecao de estirpes de Microalgas

- A selecao de estirpes € uma das mais
importantes etapas, porque ira determinar os

nutrientes e a forma de cultivo.



PIGMENTOS
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Lipideo ~30% Lipl’do 15-55%

Lipideo 29-65% o Lipideo 25-86%

UTEX The Culture Collection of Algae

at The University of Texas at Austin




2- Microalgas: matéria prima para bioenergia

Sun nght
0, O,
/ Pyruvate
: \ (Sugar) k
Contraller
: Photosynthesis ;
Co, H® i ) ~
| , Synthesisy Ethanol
co,
4 Blue Green Algae \/_\
Water Nutrients Nutrients Water

Biodiesel; Etanol; H,; Metano

- Produzindo biocombustivel de algas explora a
capacidade de produzir 6leos, com apenas luz
solar, carbono e agua.

- Microalgas acumulam éleo como lipideos
nao-polar, tais como triacilglicerideos
(TAGS).

- As membranas fotossintéticas e celular das
algas também contém lipideos polar
(glicolipidios, fosfolipidios e esterols). Oleos
de microalgas podem produzir biodiesel
pela transesterificacao, e gasolina
(petroleo) ou combustivel aviacao através
da destilagao e cracking.



2- Microalgas: materia prima para bioenergia

- Cultivo comercial em grande-escala (1960), ja o uso de biomassa da
microalga como fonte de energia renovavel foi durante a crise
energética (1970).

- Podem ser a opcao mais adequada para obter matéria prima
sustentavel para biocombustiveis, atendendo a demanda global devido
a alta taxa de crescimento, capacidade de fixagao de CO, e grande

7 /7 . @
acumulo de 6leo, comparado a outras culturas oleaginosas. - @

59



Sistemas de cultivos escala comercial a) Lagos de 0,5 ha e 1,0 ha, EUA, Sapphire Energy’s
Integrada Algal BioRefinery. b) lago de 1-milhdo-litros com rodas giratérias, instalagcdes de
Columbus. c) Fotobioreactor painel plano, escala piloto no Laboratory for Algae Research
and Biotechnology Universidade Arizona. d) fotobioreactor tubular. e) Fermentador para
cultivo heterotréfico no Martek Biosciences, DSM in Heerlen, Holanda.

Georgianna & Mayfield Nature 488, 329-335 (2012) doi:10.1038/nature11479



http://www.nature.com/nature/journal/v488/n7411/fig_tab/nature11479_F2.html#auth-1
http://www.nature.com/nature/journal/v488/n7411/fig_tab/nature11479_F2.html#auth-2
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- Os efeitos da temperatura na producao de biomassa,
lipideos e pigmentos por microalgas clorofitas foram
avaliados para inferir o potencial de producéo em larga

escala, nas condicOes do Parana.



B «7ciats) B 2«i7ci15017°0) B 3070022 11510 17°C)

I 4(171022°C/ 1710 27 °C) I 5(221032°C/ 1710 27 °C)

Com base em dados
de temperaturas (+30
anos) e de acordo com
producao de biomassa
e/ou lipideos, em
condi¢cdes controlada,
foi mapeado quais
estirpes sao  mais
adequadas para
cultivo em tanques
abertos (raceway).




No geral, existem quatro tipos principais de condicdes de cultivo para microalgas:
fotoautotrofico, heterotrofico, mixotrofico, e fotoheterotrofico.

Cultivo fotoautotrofico, células de microalgas podem utilizar luz como
fonte de energia e assimilar CO, como fonte de carbono.

Fotoautotrofico

Fotoheterotrofico processo requer luz e compostos organico como
fonte de carbono.

Heterotrofico utiliza compostos organico (e.g., glucose, acetate, glycerol)
Heterotrofico como fonte de energia e de carbono em escuro total.

Mixotroéfico é definido como o crescimento no qual CO, e carbono
organico sao assimilados simultaneamente, ambos metabolismos
respiratorio e fotossintético operam

concorrentemente

Mixotrofico



Tratamento de aguas residuais por microalgas

O cultivo em grande escala € um sério
problema devido a enorme quantidade de agua
potavel que pode competir com agricultura e uso
humano.




Cultivos em aguas residuais

Para cultivo Heterotrofico
Soro de leite,

Andlises composicao.

Vinhaga Lixiviado urbano



Biomassa de Chlorella vulgaris (g L) cultivada em com
residuo da producao de biogas, com trés doses de N,
equivalente a 25% (RSBNZ25), 50% (RSBN50) e 100%
(RSBN100) comparado ao meio de cultivo BG-11 (Costa et

[ ODOONA AN

al., ZU14).
5

384a 41a

w

2,1b

1,83 b

N

Massa seca (g/L)

-
1

RSBN25 RSBN50 RSBN100 BG11




Meios de cultivo.

Silva et al. AMB Expr (2016) 6:10 D AMB EX ress
DOI 10.1186/513568-016-0180-5 O . p €s
a SpringerOpen Journal

ORIGINAL ARTICLE Open Access

Combining glucose and sodium @
acetate improves the growth of Neochloris
oleoabundans under mixotrophic conditions

Helder Rodrigues Silva'# Cassio Egidio Cavenaghi Prete', Freddy Zambrano'#, Victor Hugo de Mello*?,
Cesar Augusto Tischer” and Diva Souza Andrade®

Abstract

Mixotrophic cultivation is a potential approach to praduce microalgal biomass that can be used as raw materials for
renewable biofuels and animal feed, although using a suitable, cost-effective arganic carbon source is crucial. Here,
we used a Box-Behnken design with three factors, the glucose and sodium acetate concentrations, and the percent-
age of Bold's basal medium (BBM), to evaluate the effects of different carbon sources on biomass productivity and
the protein and lipid contents of Neochloris ofecabundans (UTEX#1185). When grow at optimal levels of these factors,
100 % BBM plus 7.5 g L~ " each of glucose and sodium acetate, N. oleoabundans yielded 1.75 g L~ of dry biomass,
with 4.88 + 0.09 % N, 24.01 + 0.29-30.5 + 0.38 % protein, and 34.4 % + 0.81 lipids. A nuclear magnetic rescnance

I T 1 I TV T = T T TR I RO Y IS I S S TR S T I T o T I = N I T I O




OTIMIZAGAO DE MEIO DE CULTURA
ECONOMICAMENTE VIAVEL

* Meios sintéticos

$5$ -

Diatomaceas

A producao de biomassa em escala comercial requer otimiza¢des nos
sistemas de producao, para tornar o processo economicamente
viavel.



Uso de meios
alternativos

Substrato eficiente de
menor custo

Cultivos mixotroficos
compostos de
Fertilizantes agricolas




Meio de cultivo baseado em nutrientes fertilizantes para
Hidroponia

FERTILIZANTES




Crescimento mixotrofico

O objetivo deste estudo foi avaliar o

crescimento de microalgas em meio de Chlorofita IPR7116

cultura contendo: nitrato de calcio
(CaNO,), fosfato monoammonium
(NH,H,PO,), formulado N/P/K/Mg/S e
micronutrientes.

ab

ab

v

v’ Extrato de levedura foi
adicionado em intervalos de um dia
(YELl) e dois dias (YE2) como fonte
nitrogénio, carbono organico, e

Biomassa seca (g L‘l)
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Colheita de
Microalgas




Colheita da biomassa

Apos cultivo, a biomassa tem que ser separada do meio
de cultivo e recuperada para o processamento. Entretanto, as
microalgas crescem em suspensdes diluidas (<0,5 kg m3
biomassa seca) e superficie de carga negativa resulta em

suspensoes dispersas e estaveis de algas (Sanyano et al .,2013).




Colheita da biomassa

Apesar das muitas vantagens, o gargalho dessa
technologia ainda é representada pelos custos do processo,
economico e energetico. Por exemplo, colheita e secagem da

biomassa das microalgas de cultivos com grandes volumes de

agua consumen energia N0 processo.



Colheita da biomassa

- Colheita consiste na separacao da microalga pela
sedimentacao ou floculacao, seguida pela filtracao ou
centrifugacao para remover a agua. Secagem da microalga é
uma etapa que consume energia, a qual € uma das maiores
restricoes ao desenvolvimento comercial.

- Secagem solar € uma opc¢ao, mas ainda problematica com a

atual tecnologia, considerando o tempo e o espaco requerido.















Suspensdo de solidos e/ou coloides

Filrado ou Permeado




SILVA, H.R. 2012 (IAPAR, UEL)
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Microalgas isolamento/sele¢do

Colegao de
microalgas

microalgal
cultivation

microalgal
harvesting

microalgal
biofuel

Nyirat

7210ErientsS

Inoculantes
para culturas
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Objetivo — Interacdo Microalgas possuem controle direto ou de inducao de
resisténcia as plantas, influenciando na reducao da populacdo do nematoide do

cisto em soja e feijao

Controle bioldgico:
e Seguro

« Sustentavel ao ambiente.

of fungi. Fonte: George Barron.



- Acéao da cianobacteria contra nematoide ndo é bem conhecida. - Entretanto, a
reducdo do dano nematoide pode ser atribuido a efeitos diretos da
neurotoxinas ou parcialmente a fixacao bioldgica de nitrogénio.

- Cianobactérias suprimiu a populacao de nematoides da galha de tomateiros e
aumentaram o crescimento de plantas. Por reduzir a quantidade de galhas
nas raizes e a quantidade de inoculo secundario de nematoides.

- Anabaena, Nostoc e Oscillatoria produzem metabolitos secundarios, por
exemplo, compostos de nitrogenio contend, polipolitideos, lipopeptideos,
peptideos ciclos e outros.

Zakaullah Khan, 2015. Beneficial effects of cyanobacteria in the management of plant parasitic nematodes in agricultural crops.

Cyanobacteria for Management of Plant Parasitic Nematodes
BY: Dr. Zakaullah Khan Submitted: 2015-09-18 11:02:57



http://www.biotecharticles.com/Authors/0/Dr-Zakaullah-Khan-37673.html

Bifurcacao das raizes

“Split-root system”

Martinuz, Schouten & Sikora (2012) em
tomate.

vasos plasticos 700 mL

solo+areia 2:1
esterilizado 1602C por 5 h
7 dias apds semeadura

TRATAMENTO



Cianobacteria como PPG em milho

A pesquisa visa caracterizar e avaliar a =~ & |
inoculagao de microalgas na produgao de S B e
milho, com 0s objectivos de verificar: e

« A capacidade de produzir compostos
promotores de crescimento de plantas
em condicOes de laboratorio;

« 0 efeito da inoculacdo do milho com
estirpes selecionadas de cianobactérias
em casa de vegetacao.

« 0s efeitos das microalgas como
inoculante na producao do milho em
condicOes de campo.




Microalgas: promotoras de crescimento de plantas

Para avaliar o efeito da inoculacdao de cianobacteria no desenvolvimento do milho, um

experiment foi conduzido em casa de vegetacao com solo natural e autoclavado.

As estirpes (IPR) de cianobacteria mostraram capacidade de FBN in vitro, mas nao

foram observados efeitos significativos da inoculacao na concentratacao de N total na

parte aérea do milho.




3- Microalgas: promotoras de crescimento de
plantas

- Resposta do trigo, amendoim, feijao e soja a
coinoculacao com estirpes de microalgas e de
Azospirilum ou rizobio autorizadas pelo MAPA

para inoculantes.




Wheat grain (kg ha™)

2400 A

2000 ~

1600 F

1200 +

800 -

400 A

Irati, 2012

Control

IPR7029 IPR7059 IPR7061 IPR7062 IPR7069 IPR7070

T vt Arnte



Coinoculacao do amendoim com
E

*

Arachis hypogaea L. Fabaceae



Resposta do amendoim a coinoculation com
Bradyrhizobium sp. e cyanobacteria

2500 H

Solo arenoso Paranavai

ab ab ) ab ab
> O S N N
FUGRS SO $ &
QQ 2 \QQ NN
o ©

b PPN R

Aumentos de 25%
IPR7061 em relacao ao
tratamento com N

2

N fertilizante reduz produgao
quando comparado com
coinoculacao de bradyrhizobia e
cianobacteria.

Andrade et al., 2016




Microalgas como promotora de
crescimento de plantas: feijoeiro




Resposta do feijoeiro a coinoculagao
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Perspectivas

- Desenvolvimento de um sistema mixotrofico (hetero-
autotrofico) eficiente para tratamento de aguas residuais e
producao de biomassa de microalgas de baixo-custo como
matéria prima biocombustivel.

- A capacidade de microalgas em aumentar o rendimento das
culturas, quando inoculadas com rizébio/Azospirillum, amplia
o papel desses microorganismos fotossintéticos além do uso
original na aquicultura / biocombustivel.



Perspectivas

- Concluimos que, no Brasil as microalgas tém grande
potencial de cultivo, tanto como fonte de energia
renovavel, quanto na agricultura como controle biologico e
promotores de crescimento de plantas.
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