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Resumo

Os compostos bioativos produzidos pelas microalgas podem variar de acordo com o
meio em que é cultivada, apresentando uma diversa gama de atividades bioldgicas,
como atividade anticancerigena, antioxidante e atividade antimicrobiana. Diante da
relevancia ecolégica e da sua caracteristica autotroéfica, as microalgas vem sendo fonte
de diversos estudos em aplicagdes ambientais. O objetivo do presente trabalho é isolar
e cultivar a microalga Chlorella sorokiniana para produgao de extratos. As técnicas
empregadas para isolamento serdo: diluigdo seriada e cultivo em agar, manipulagao
quimica do meio de cultivo, coleta por microcapilares. Apds o seu isolamento as
microalgas serdo cultivadas em meio sintético NPK no laboratério, em sistema estatico
nao axénico, com aeragao constante, temperatura de 252C + 1 e fotoperiodo controlado
(12 h luz / 12 h escuro). Com isso, pretende-se obter microalga isolada com potencial
para utilizagdao dos bioativos processos biotecnoldgicos.

Atividades dos bolsistas

Atividade 1 Isolamento das microalgas A microalga Chlorella sorokiniana sera isolada de
um mix de microalgas obtido da Universidade Federal da Grande Dourados. Para
isolamento existem varios métodos e o seu emprego depende das condi¢cdes do
laboratdrio e do tipo de espécie que se quer isolar (flagelado, ciliado, diatomacea). Os
métodos a serem utilizados serdo: 1. O método de micromanipulacdo também serd
utilizado para o isolamento de células maiores, com o uso de microscdpio invertido na
tentativa de coletar uma unica célula algal através de tubos microcapilares, que irdo
aspirar a célula e depois deposita-la em outra superficie de dgar ou em um meio liquido
(meio sintético NPK). 2. Também sera utilizado o método de diluicdo seriada, através de



diluigdes sucessivas, com o objetivo de terminar com uma unica célula ou pelo menos
células da mesma espécie num tubo. 3. Inoculacdao em placa de dgar sera utilizada para
células pequenas, menores de 10um e consiste em inocular uma placa de Petri contendo
o meio de cultivo + agar e colocar na incubadora; quando estiver com col6nias visiveis,
deve-se resuspendé-las em meio. Aprendizagem Esperada: O bolsista deverd ser capaz
de adquirir habilidades no manuseio de material microbiolégico, bem como adquirir
nogdes de biosseguranga, microscopia e boas praticas em ambiente laboral controlado.
Atividade 2 Manutengdo e identificagdo das microalgas Apds o seu isolamento as
microalgas serdo cultivadas em meio sintético NPK (CARVALHO et al. 2012) e
identificadas com o auxilio de chaves taxondmicas (BICUDO; MENEZES, 2005; SOUZA;
MELO, 2011; SANT’ANNA et al., 2006). Para a preparacdo dos meios de cultivo, tanto do
isolamento como do controle, sera utilizado um meio sintético estoque preparado com
a adi¢do de 0,07 g de adubo quimico N: P: K (20-5-20 g/L) em 2 L de 4gua destilada,
autoclavados a 1212C durante 20 minutos (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003). As
culturas serdo mantidas em bancada com sistema de cultivo estatico ndo axénico,
aeracdo constante, temperatura de 252C * 1 e fotoperiodo controlado (12 hluz /12 h
escuro). Aprendizagem Esperada: O bolsista devera ser capaz de adquirir habilidades na
preparagao de meios de cultivo, bem como utilizagdo de balangas, autoclaves e
preparacdo de ambientes controlados. Além disso, o bolsista devera ser capaz de
desenvolver estudos de cinética de crescimento das microalgas, utilizando-se de
calculos aritméticos e estatisticos para validagao dos resultados. Atividade 3 Obtengdo
da Biomassa da microalga Apds os 40 dias de cultivo a biomassa de microalga sera
separa do sobrenadante pelo processo de floculagao quimica com 0,75g de cloreto
férrico (FeCl3). A biomassa de microalga passara pelo processo de liofilizagdo para
preservagao dos bioativos. Aprendizagem Esperada: O bolsista devera ser capaz de
avaliar os processos quimicos envolvidos na floculagao de biomassa algal, bem como
estabelecer protocolos de floculagdo. Atividade 4 Preparo dos extratos A biomassa
liofilizada sera utilizada para a preparagdo dos extratos, a partir da extragao com
diferentes solventes: etanol, metanol e agua. O método de extragao utilizado serd a
maceragao por sete dias com agitagdao didria para o etanol e metanol, seguido de
filtragdao e rotoevaporacgdo, para retirada dos interferentes. E para a dgua sera realizado
o método por infusdo, também seguida de filtragao. Aprendizagem Esperada: O bolsista
deverad ser capaz de utilizar métodos conhecidos na literatura para obtenc¢ado de extratos
vegetais, de forma a reproduzi-los em ambiente laboratorial. O bolsista também devera
estabelecer critérios de boas praticas no manuseio de produtos quimicos e
equipamentos eletronicos de laboratodrio.

Atividades semanais e carga horaria

Atividades semanais a serem desenvolvidas pelo(a) bolsista ® 4 horas em atividades
laboratoriais, como isolamento de microalgas, preparacdo de meios de cultura, entre
outras atividades descritas anteriormente. ® 4 horas com leituras, discussdes e
participacdes de grupos de estudo envolvendo as aplicagbes biotecnoldgicas das
microalgas.



Introducdo

As microalgas sdao organismos unicelulares capazes de realizar fotossintese, de forma
mais rapida e eficiente que as plantas terrestres (CARVALHO et al., 2012). O estudo do
seu cultivo torna-se importante para aumentar o conhecimento da biologia das
diferentes espécies, favorecendo posterior producdo em ambientes controlados
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). Estes organismos sao utilizados para os mais diversos
fins, pois possuem grande potencial biotecnolégico e nos mais diversos campos
(DERNER et al.,, 2006). Porém apesar da gama de aplicacdes, as microalgas ainda
representam um grupo de microrganismos pouco estudado, sob o ponto de vista
biotecnoldgico. O numero exato de espécies de microalgas ainda é desconhecido, mas
muitas ja podem crescer em sistemas de cultivo. Alguns enfatizam que devido a enorme
biodiversidade e aos avangos da engenharia genética, este grupo de micro-organismo
representa uma das mais promissoras fontes de novos produtos e aplicagdes (PULZ;
GROSS, 2004). Diante da relevancia ecoldgica e da sua caracteristica autotroéfica, as
microalgas também vem sendo fonte de diversos estudos em aplica¢des biotecnoldgicas.
Como elas podem ser produzidas em meio de cultivo eficientes e de baixo custo,
podemos associar este fator no tratamento de efluentes contaminados, na qual elas se
mostram eficazes (CARVALHO et al., 2012; MOREIRA-SANTOS et al., 2004). Os
compostos bioativos produzidos pelas microalgas, por exemplo, apresentam uma
diversa gama de atividades bioldgicas, como atividade anticancerigena, antioxidante e
atividade antimicrobiana (KATHARIOS et al., 2005, CHU, 2012). Estes compostos podem
ser utilizados de forma isolada quando extraidos por determinados solventes e métodos
de extracdo, dependendo de suas afinidades quimicas (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007).
Dessa forma, o presente estudo busca uma aplicacdo biotecnoldgica dos extratos
obtidos da biomassa da microalga Chlorella sorokiniana. Neste contexto, torna-se
relevante o investimento em pesquisa com o propdsito isolamento —de forma a garantir
rastreabilidade - e cultivo da microalgas — para garantir uma produgao elevada a baixo
custo - para inumeros fins de estudar o potencial biolégico dos seus bioativos.

Justificativa

Estudos da aplicagao de microalgas em diferentes processos biotecnoldgicos vem se
propagando um funcdo da crescente necessidade por energias e alimentos alternativos.
Além disso, ja existem inumeros estudos na literatura que demonstram potencialidades
da microalgas para biorremediagao, produgao de biocombustiveis, farmacos utilizando
seus bioativos, suplementag¢do alimentar com sua biomassa, entre muitas outras
aplicabilidades. Assim, o foco para este estudo é obter um protocolo de isolamento,
cultivo e obtengdao de biomassa da microalga Chlorella sorokiniana para produgao do
seu extrato. Através dos extratos sera possivel desenvolver varios outros estudos de
forma a demonstrar a potencialidade da microalgas nas mais diversas aplicagdes
biotecnoldgicas.



Objetivo Geral

Obtencao de extratos da microalga Chlorella sorokiniana para estudar os seus bioativos
com potencialidades biotecnoldgicas

Objetivos Especificos

* Isolar a microalga Chlorella sorokiniana a partir de um mix de microalgas. ¢ Cultivar
as microalgas isoladas em meio de cultivo NPK em escala de bancada. * Obter biomassa
da microalga C. sorokiniana através do seu cultivo em ambiente de laboratorio. * Obter
os extratos da biomassa da microalga C. sorokiniana pelo processo aquoso, metanolico
e etandlico.

Metodologia

Isolamento das microalgas A microalga Chlorella sorokiniana sera isolada de um mix de
microalgas obtido da Universidade Federal da Grande Dourados. Para isolamento
existem varios métodos e o seu emprego depende das condi¢des do laboratério e do
tipo de espécie que se quer isolar (flagelado, ciliado, diatomdcea). Os métodos a serem
utilizados serao: 1. O método de micromanipulagao também serd utilizado para o
isolamento de células maiores, com o uso de microscépio invertido na tentativa de
coletar uma unica célula algal através de tubos microcapilares, que irdo aspirar a célula
e depois deposita-la em outra superficie de agar ou em um meio liquido (meio sintético
NPK). 2. Também sera utilizado o método de diluicdo seriada, através de diluicdes
sucessivas, com o objetivo de terminar com uma unica célula ou pelo menos células da
mesma espécie num tubo. 3. Inoculacdo em placa de agar serd utilizada para células
pequenas, menores de 10um e consiste em inocular uma placa de Petri contendo o meio
de cultivo + agar e colocar na incubadora; quando estiver com col6nias visiveis, deve-se
resuspendé-las em meio. Manutencdo e identificacdo das microalgas Apds o seu
isolamento as microalgas serdo cultivadas em meio sintético NPK (CARVALHO et al. 2012)
e identificadas com o auxilio de chaves taxondmicas (BICUDO; MENEZES, 2005; SOUZA;
MELO, 2011; SANT’ANNA et al., 2006). Para a preparac¢do dos meios de cultivo, tanto do
isolamento como do controle, sera utilizado um meio sintético estoque preparado com
a adi¢do de 0,07 g de adubo quimico N: P: K (20-5-20 g/L) em 2 L de 4gua destilada,
autoclavados a 1212C durante 20 minutos (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003). As
culturas serdo mantidas em bancada com sistema de cultivo estatico ndo axénico,
aeragdo constante, temperatura de 252C + 1 e fotoperiodo controlado (12 hluz /12 h
escuro). Obtengdo da Biomassa da microalga Apds os 40 dias de cultivo a biomassa de
microalga sera separa do sobrenadante pelo processo de floculagcdo quimica com 0,75g
de cloreto férrico (FeCl3). A biomassa de microalga passara pelo processo de liofilizagdo
para preservagao dos bioativos. Preparo dos extratos A biomassa liofilizada sera
utilizada para a preparagao dos extratos, a partir da extragao com diferentes solventes:
etanol, metanol e dgua. O método de extragdo utilizado serd a maceragao por sete dias
com agitagdo didria para o etanol e metanol, seguido de filtragao e rotoevaporagao, para



retirada dos interferentes. E para a dgua sera realizado o método por infusao, também
seguida de filtragao.

Resultados esperados

Através deste estudo espera-se obter um protocolo de isolamento e cultivo da microalga
C. sorokiniana em meio de cultivo de baixo custo (NPK), bem como os processos para
obtencado de extratos para aplicacdo biotecnoldgica. Além disso, espera-se obter extrato
suficiente para iniciar estudos sobre as propriedades dos bioativos das microalgas.

Referéncias

BICUDO. C. E. de M.; MENEZES. M.; Géneros de algas de aguas continentais do
Brasil. Chave para identificacao e descrigdes. Sao Carlos: Editora Rima, 489 p. 2005.
CARVALHO, E. M. de; OTTONELLI, F.; ANSILAGO, M.; GODQY, H. C.; NAKAGAKI, J.
M.; RAMIRES, I. Growth kinetics of the microalga Pseudokirchneriella subcapitata
(Korshikov) Hindak (Chlorophyceae) in natural water enriched with NPK fertilizer.
Biochemistry And Biotechnology Reports, v.01, n.02, p.14-18, jul-dez. 2012. CHU, W. L.
Biotechnological applications of microalgae. International e-Journal of Science, Medicine
& Education. v. 6 (Suppl 1). p. S24-S37, 2012 DERNER, R. B.; OHSE, S.; VILLELA, M;
CARVALHO, S. M. de; FETT, R. Microalgas, produtos e aplicagbes. Ciéncia Rural, v.36,
n.06, p.1959-1967, nov-dez. 2006. KATHARIOS, P.; PAPADAKIS, I.E.; PRAPAS, A.
Mortality control of viral encephalopathy and retinopathy in 0+ grouper Epinephelus
marginatus after prolonged bath in dense Chlorella minutissima culture. Bulletin-
European Association of Fish Pathologists. v. 25, n.01, p. 28-31, 2005. MARIUTTI, L. R.
B.; BRAGAGNOLO, N. Revisao: Antioxidantes Naturais da Familia Lamiaceae -
Aplicagdo em Produtos Alimenticios, Brazilian Journal Food Technology, v. 10, n. 2, p.
96-103, 2007. MOREIRA-SANTOS, M.; SOARES, A. M. V. M.; RIBEIRO, R. An in situ
bioassay for freshwater environments with the microalga Pseudokirchneriella
subcapitata. Ecotoxicology and Environmental Safety, v.59, n.01, p. 164-173. 2004.
PULZ, O.; GROSS, W. Valuable products from biotechnology of microalgae. Applied
Microbiology Biotechnology. v.65, n.01, p.635-648. 2004. SANT'ANNA, C. L,;
AZEVEDO. M. T. de P.; AGUJARO. L. F.; CARVALHO. M. do C.; CARVALHO. L. R. de;;
SOUZA. R. C. R. Manual llustrado para Identificagdo e contagem de Cianobactérias
Plancténicas de aguas continentais brasileiras. Rio de Janeiro: Interciéncia, 57 p. 2006.
SIPAUBA-TAVARES, L. H.; ROCHA, O. Produgéo de plancton (fitoplancton e
zooplancton) para alimentagao de organismos aquaticos. 2 ed. Sao Carlos: RiMa. 2003.
SIPAUBA-TAVARES, L. H.; IBARRA, L. C. C.; FIORESI, T. B. Cultivo de
Ankistrodesmus gracilis (reisch) korsikov (chlorophyta) em laboratdrio utilizando meio
chu12 e de macrdfita com npk. Boletim do Instituto de Pesca. v.35, n.01, p. 111-118.
2009. SOUZA. K. F.; MELO. S.; Levantamento taxonémico de desmidias (Chlorophyta)
do lago Novo (Amapa, Brasil): Géneros Staurastrum, Staurodesmus e Xanthidium. Acta
Amazonica. v.41, n.03, p.335-346, 2011.



