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Cultivo nao-fotoautotrofico de microalgas: uma visao geral

Non-photoautotrophic cultivation of microalgae: an overview

Elisangela Andrade Angelo'; Diva Souza Andrade?; Arnaldo Colozzi Filho’

Resumo

As microalgas sdo um grupo heterogéneo de microrganismos, dos quais podem ser extraidos diversos
produtos tais como: proteinas, carboidratos, pigmentos e 6leos com perfil contendo acidos graxos saturados,
poli-insaturados e mono-insaturados. Esses microrganismos apresentam diferentes formas de metabolismo
energético, destacando-se o fotoautotrofico, heterotréfico, mixotrofico e fotoheterotrofico. A compreensao
destas formas de metabolismo permite aplicar as microalgas estratégias de cultivos visando o aumento
da producdo de biomassa algal, ¢ seus coprodutos em grandes escalas. Tradicionalmente, o cultivo de
microalgas explora seu metabolismo fotoautotrofico. No entanto, estudos tém apontado vantagens da
produgdo de biomassa destes microrganismos por outras vias metaboélicas. Desta maneira, essa revisdo tem
por objetivo apresentar uma visdo geral das formas de metabolismo nao-fotoautotrofico das microalgas e
consideracdes sobre a producdo de biomassa desses microrganismos nesses diferentes sistemas de cultivo.
No metabolismo heterotrofico, as fontes de carbono que mais tém se destacado para as microalgas sao:
glicose, glicerol e acido acético. Além disso, diversos estudos apresentam fontes alternativas de meio de
cultivo, como os residuos agroindustriais e sanitarios. O metabolismo mixotrofico pode ser definido como
aquele em que ocorre simultaneamente a fotossintese e a oxidagdo de compostos organicos externos. No
metabolismo fotoheterotrofico, a luz ¢ a fonte de energia e o composto organico ¢ a fonte de carbono. Os
sistemas de cultivo ndo-fotoautotroficos de microalgas sdo de alto potencial, principalmente devido ao
aumento de escala e produtividade. No entanto, deve-se ressaltar que informagdes sobre esses sistemas de
cultivo de microalgas em grande escala para uma produgdo competitiva ainda sdo escassas.

Palavras-Chaves: Metabolismo fotoautotrofico. Fotoheterotrofico. Heterotrofico. Mixotrofico.

Abstract

Microalgae are a heterogeneous group of microorganisms that produces biomass from which can be
extracted various products such as proteins, carbohydrates, pigments and oils with profile containing
saturated fatty acids, polyunsaturated and monounsaturated. These microorganisms have different
forms of energetic metabolism, especially the photoautotrophic, heterotrophic, mixotrophic and
photoautotrophic. Understanding these metabolic forms allows to apply microalgae strategies of
cultivation aiming to increase algal biomass production, and its co-products in large scales. Traditionally,
the microalgae cultivation is done by exploiting their photoautotrophic metabolism. However, studies
have point out some advantages in the production of biomass of these microorganisms by using other
metabolic pathways. Thus, this review aims to present an overview of the forms of non-photoautotrophic
microalgae metabolism and considerations on the different systems of biomass production of these
microorganisms. In the heterotrophic metabolism, sources of carbon that have stood out the most for
microalgae are: glucose, glycerol and acetic acid. Nevertheless, there are several studies that present
alternative sources of culture medium, such as agro-industrial and sanitary waste. The mixotrophic can
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be defined as the metabolism when photosynthesis and oxidation of external organic carbon take place
at the same time. In the photoherotrophic metabolism the light is the energy source and the organic
compound is a carbon source. The non-photoautotrophic cultivation systems are high potential, mainly
for increasing production with better productivity and scaling up. However, it should be noted that
information about these microalgae cultivation systems on a large scale for a competitive production is

scarce.

Key words: Metabolism photoautotrofic. Photoheterotrofic. Heterotrophic. Mixotrophic.

Introducao

As microalgas sdo fonte de uma ampla variedade
de importantes compostos, tais como: lipidios poli-
insaturados, 6leos,

pigmentos, polissacarideos,

hidrocarbonetos, carboidratos e proteinas que
podem compor produtos de natureza variavel como
o biodiesel ou at¢é mesmo compostos para ragdo
animal. Portanto, o conhecimento do metabolismo
destes microrganismos ¢ um ponto crucial para
otimizar a producdo destes compostos em grande

escala.

Os estudos dos cultivos de microalgas em
grande escala tém dado énfase ao metabolismo
fotoautotréfico. No entanto, estes microrganismos
apresentam grande versatilidade metabolica, a qual
reflete as diversas condigdes dos habitat onde podem
ser encontrados. Em muitas ocasidoes, os habitat
naturais das microalgas apresentam condi¢des
inadequadas para fotossintese, principalmente em
relacdo a luminosidade. Dessa maneira, durante
a evolucao das microalgas, diferentes formas de
metabolismo foram selecionadas a fim de sustentar
a sua manuten¢do e até mesmo o seu crescimento
(BRUTEMARK; GRANELI, 2011; JEONG et al.,
2010).

De acordo com os estudos taxonOmicos e
bioquimicos, as microalgas podem apresentar as
seguintes formas de metabolismo: (1) fotoautotrofico:
quando a energia é obtida de fonte luminosa ¢ o
carbono de fonte inorgénica, pela fotossintese; (2)
heterotréfico: quando a energia e o carbono sao
obtidos de fonte organica externa, em geral pela
oxidacdo de acucares; (3) mixotrofico: quando a
fotossintese e a oxidacdo de compostos organicos

ocorrem concomitantemente e (4) fotoheterotrofico:
quando a fonte de energia ¢ a luz, e a fonte de
carbono sdo compostos organicos (BUMBAK et al.,
2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Esta diversidade metabdlica das microalgas
deve ser considerada durante o desenvolvimento
de sistemas de cultivo. Por isto, além dos cultivos
fotoautotréficos, nos ultimos anos tem despontado
estudosquedestacamsistemasdecultivo heterotrofico
e mixotrofico para produgao destes microrganismos.
A escolha de qual o melhor sistema para produgao
dependera do objetivo do cultivo, bem como das
caracteristicas da microalga. Cada sistema apresenta
vantagens, desvantagens e desafios tecnoldgicos
proprios. Desta maneira, essa revisao tem por
objetivo apresentar uma visdo geral sobre as formas
de metabolismos e cultivos nao-fotoautotréficos
das microalgas, a fim de contribuir para tomada de
decisdes sobre qual o sistema adequado a ser adotado
para a produgdo destes microrganismos. O foco
principal dessa revisao € o cultivo heterotrofico bem
como comentarios pontuais sobre os metabolismos
mixotrofico e fotoheterotrofico, especialmente de
microalgas do grupo das clorofitas.

Para a elaboragdo deste trabalho foi feito um
levantamento de artigos no site de busca: Science
Direct (<www.sciencedirect.com/>) e de patentes
no site Google Patent Search (<www.google.com/
patents >). Com base nestes levantamentos, foi
feita a revisdo dos pontos mais relevantes sobre o
cultivo nao-fotoautotrofico de microalgas, bem
como uma listagem geral das principais vantagens
e desvantagens de cada um deles (Tabela 1). Os
topicos a seguir apresentam discussdes sobre estas
vantagens e desvantagens.
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Tabela 1 - Principais vantagens ¢ desvantagens
dos cultivos heterotrofico, mixotrofico e
fotoheterotrofico de microalgas.

Heterotréfico

Vantagens
Maior facilidade de aumentode escala
Possibilidade de se utilizar sistemas desenvolvidos
parao cultivo heterotréfico de outros
microrganismos.
Possibilidade do cultivo em grandes densidades.
Maior facilidade do controle dos pardmetros e
menor interferéncia dos fatores climaticos no
processo de produgao.
Alta produtividade e melhor taxa de crescimento.
Necessidade de menor drea paraimplantacio.

Desvantagens
Custocom fontede carbono orgéanica externa.
Nao fixa didéxido de carbonoe, portanto, ndo pode
ser utilizada paramitigar a emiss#o deste gés.

Aumento dos custos com esterilizagéo.

Menor mimerode cepas de microalgas que podem
ser utilizadas em cultivos heterotréficos em grande
escala.

Grande demanda por gas oxigénio no sistema.
Altas concentracdes das fontes de carbono podem
inibir o crescimento da microalga

Alguns produtos microalgais sao apenas
significativamente produzidos na presenca de luz.

Facilidade operacional do sistema.

Mixotréfico

Vantagens
Nao ocorre foto inibigao.
Diminuicao da fotoxidaggo.
Alta taxa metabdlica.
Fixacdo de gas carbonico
Necessitam de menor intensidade lnminosa do que o
fotoautotréfico
Podem ser utilizados paraproduzir compostos, eujo
metabolismo dependedaluz.
Maior facilidade de crescimento em meio a basede
residuos da agricultura e da industria.
Menor demanda por gas oxigénio do que o sistema
heterotréfico.

Desvantagens
Dificuldade operacional.
Inibigao pela fonte de carbono.
Custos com fonte organica de carbono.
Maior dificuldade de aumento de escala,

Fotoheterotréfico

Vantagens
Algumas cepas promissoras sé podem ser produzidas
neste sistema de cultivo.
Praticamente nio ha producio de gas carbonico, como no
heterotréfico.

Desvantagens
Necessidadedeluz e fonte de carbono
orgénico simultaneamente.

Tantoa luz quanto a fonte de carbono s3o
fatores limitantes.
Maior dificuldade de aumento de escala

Fonte: Elaborado pelos autores.

Metabolismo Heterotrofico

A principal caracteristica do metabolismo
heterotrofico é a necessidade de uma fonte
organica externa para obteng¢do de energia e
carbono. Microalgas em cultivo heterotrofico
ndo realizam fotossintese, e por isto nao
(BUMBAK

et al., 2011), o metabolismo heterotréfico

necessitam de luz. Segundo

r

das microalgas ¢ semelhante ao de outros
microrganismos, como as leveduras utilizadas

na producdo da cerveja e de etanol.

Ressalta-se que até mesmo as microalgas
de

compostos organicos para obter energia. O

fotoautotréficas sdo capazes oxidar
que difere estas microalgas das heterotroficas
¢ a origem destes compostos organicos; nas
fotoautotréficas o carbono organico tem origem
do processo interno de fotossintese, enquanto
que nas heterotroficas, o carbono organico ¢
captado do meio externo (PEREZ-GARCIA et

al., 2011).

As espécies de microalgas fotoautotroficas
estritas sdo incapazes de transportar as fontes
de carbono orgénico externas para o interior da
célula (CHOINACKA; MARQUEZ-ROCHA,
2004). A manipulacdo genética pode ser uma
alternativa viavel para as cepas de microalgas
que possuem esse metabolismo fotoautotrofico
estrito ¢ também apresentam caracteristicas
promissoras quanto a producdo de determinado
composto de valor.

Em ambientes onde existe a combinagao de
pouca luz e presenga de determinados compostos
orgénicos, algumas microalgas fotoautotroficas
sdo capazes de assimilar estes compostos
para sobreviver. No entanto, tais microalgas
ndo sdo capazes de sustentar o metabolismo
heterotréfico por tempo suficiente para duplicar-
se. Desta maneira, para que uma microalga seja
considerada heterotréfica, ela deve ser capaz
de sustentar este tipo de metabolismo também
para crescer e duplicar-se (CHOJNACKA;
MARQUEZ-ROCHA, 2004; PEREZ-GARCIA

etal., 2011).

Segundo Azma et al. (2011), a capacidade
de crescer heterotroficamente estd presente
em varios géneros de microalgas e tem relacdo
caracteristicas:

principal seguintes

(1) permeabilidade celular a fonte de carbono

com as

organica, (2) transporte ativo da fonte de carbono
organico e (3) fatores enzimaticos presentes no
interior da célula. Nota-se que a maior parte das
caracteristicas determinantes para o metabolismo
heterotrofico refere-se a entrada da fonte de
carbono organico na célula.

As principais fontes de carbono e energia
para o crescimento heterotrofico das microalgas
sdo carboidratos e acidos orgéanicos (LIANG;
SARKANY; CUI, 2009),
glicose, o acetato (acido acético) e o glicerol,

destacando-se a

bem como o amido de mandioca (WEI et al.,
2009). No entanto, em estudo utilizando método
rapido, o teste de placas (Biolog-ECO), com 31
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substratos de compostos organicos para avaliar as
propriedades metabolicas de cinco cepas isoladas
de aguas residuarias, foi observado que cepas de
Scenedesmus sp. e Chlorella sp. apresentaram
diferentes padroes metabolicos de acordo com
as categorias dos substratos organicos (TIAN-
YUAN et al., 2014).

Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004),
a produtividade de biomassa de microalgas
heterotroficas em meio com glicose é comparavel
a de outros microrganismos heterotréficos
aerdbicos. As taxas de respiracdo e crescimento
tendem a ser melhores com glicose do que com
qualquer outra fonte de carbono. Isto ocorre
porque a glicose libera mais energia por mol do
que outras fontes; por exemplo, o acetato libera
0,8 kJ moL-1, enquanto que a glicose libera 2,8
kJ moL-1 (PEREZ-GARCIA et al., 2011).
inicial

O metabolismo da glicose nas

microalgas pode ocorrer por duas vias
metabolicas: Via Embden-Meyerhof e Via das
Pentoses, ambas ocorrendo no citosol (PEREZ-
GARCIA et al., 2011; YEH, CHANG, 2012). As

equacdes quimicas a seguir descrevem estas vias.

» Reagdo Global da via Embden-Meyerhof:

Glicose + 2NAD + 2ADP + 2Pi — 2piruvato +
2NADH + 2H+ + 2ATP + 2H20

* Reacdo Global da Via das Pentoses:

3Glicose-6P + 6NADP+ + 3H20 «— 6NADPH
+ 6H+ + 3CO2 + 2Frutose-6P + Gliceraldeido-3P

A Via Embden-Meyerhof (Figura 1) ¢ a
rota inicial mais comum em situagdes em que
hé luz, ou seja, nos cultivos fotoautotréficos,
consumindo a glicose originaria da fotossintese. O
produto final da oxidag¢do via Embden-Meyerhof
¢ o piruvato, o qual pode ser utilizado no Ciclo

do Acido Citrico, no interior da mitocondria
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

A via das Pentoses (Figura 2) ¢ a rota inicial
mais utilizada em cultivos de microrganismos
heterotréficos. Entre os produtos finais desta via
destacam-se a frutose 6-P e o gliceraldeido 3-P,
que sdo compostos intermediarios da glicolise
via Embden-Meyerhof. Percebe-se que a via das
Pentoses pode ser considerada uma preparagao
para gerar ATP pela via Embden-Meyerhof/Ciclo
do Acido Citrico (PEREZ-GARCIA et al., 2011;
YEH; CHANG, 2012).

Figura 1 - Via metabdlica Embden-Meyerhof,
que representa o consumo da glicose originaria
da fotossintese. Um dos destinos do piruvato
gerado nesta via metabolica é o Ciclo do Acido
Citrico, que ocorre na mitocondria. Siglas: ATP,
adenosina-trifosfato, ADP, adenosina-difosfato,
NAD+Pi, dinucleotideo de nicotinamida e adenina
oxidada, mais fosforo inorganico, NADH+H,
dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzida,
mais hidrogénio.

a-D-Glicose
\TP
Hexoquinase ou glucoquinase
AD
a-D-Glicose-6P
Glicose 6-Pisomerase
D-Frutpse-6P
ATP .
6-Fosfofrutol-quinase

AD
D—Frutose—i,ﬁ—bifosfato

Frutose bi-P-aldolase
Dihidroxicetona-P «—+ Gliceraldeido-3P

NAD*P'
Gliceraldeido-3P-desidrogenase

NADH+H

1,3-Bifosfpglicerato
ADP j
3-fosfoglicerato-quinase
ATP

3-Fosfoglicerato
fPosfogliceromutase
2-Fosfoglicerato
Enolase
Fosfoenolpiruvato
ADP

Piruvato quinase
ATP

Piruvato

Fonte: Lehninger, Nelson e Cox (1995).
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Figura 2 - Via metabolica das Pentoses, rota
inicial de consumo da glicose em microrganismos
heterotroficos. A frutose-6P ¢ o gliceraldeido 3P
sdo compostos intermediarios da via Embden-
Meyerhof. Siglas: NADP, fosfato de dinucleotideo
de nicotinamida e adenina oxidada, mais fosforo
inorganico, NADPH-+H, fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina reduzida, mais hidrogénio.

a-D-Glicose-6P
NADP

Glicose-6P-desidrogenase
NADPH+H™
6-P-D-Glucono-1,5-lactona

HZO-\ -P—Gluconolactonase

6-P-D-Gluconato
NADP
6-P-Gluconato-desidrogenase
NADPH+H™
3-Oxo-6-P-D-Gliconato
o, 6-P-Gliconato-desidrogenase

D-Ribulose-5P : :
Ribose-S-P-epimeraie ibulose-p-3-epimerase
Ribose-5P Xilulose-5P

>Transcetolase <

b i v
Gliceraldeido-3P D-Sedoheptulose-7P

>Transaldelase <

Eritrose-4P

v
Frutose-6P €——

Gliceraldeido-3P
Fonte: Lehninger, Nelson e Cox (1995).

A presenga da glicose no meio de cultivo
promove alteragdes na composi¢do enzimatica e na
fisiologia celular da microalga; isto porque a glicose
pode atuar como estimulante ou supressora de alguns
genes. Ha estudos que comprovam que em cepas
do género Synechocystis Sauvageau, o gene para a
enzima 6-fosfogluconato-desidrogenase ¢ 60% mais
expresso quando ha glicose no meio de cultivo. Por
outro lado, em algumas cepas, a luz pode atuar como
supressora de determinados genes relacionados ao
metabolismo heterotrofico. Por exemplo, em cepas

de Chlorella vulgaris Beyerinck [Beijerinck], a

expressdo das enzimas do sistema simporte hexose/
H+ ¢ inibida pela presenca de luz (PEREZ-GARCIA
etal., 2011).

O tempo decorrido entre a estimulacdo pela
glicose e a expressao das enzimas ¢ bastante variavel
entre as cepas, podendo levar alguns minutos a varias
horas. Este tempo estd intimamente relacionado a
duracdo da fase lag nos cultivos heterotroficos. Em
geral, quanto maior a concentragao inicial da glicose,
maior a duragdo deste periodo de adaptagdo da
microalga as condi¢des de cultivo (CHOJINACKA,;
MARQUEZ-ROCHA, 2004). Segundo Wu e
Shi (2007), a produgdo de biomassa de Chlorella
pyrenoidosa H. Chick aumentou proporcionalmente
a concentracdo de glicose. No entanto, a taxa de
crescimento especifica diminuiu a medida que se
aumentou a concentragao deste agucar, ou seja, em
altas concentragdes, levou-se mais tempo para que a
cepa alcangasse a velocidade maxima de crescimento.

Altas
crescimento  de

concentragdes de glicose inibem o

microalgas, sendo que esta
concentragdo varia muito entre espécies (SHI;
ZHANG; CHEN, 2000). Por exemplo, a inibigao
ocorre em meios com concentracdes maiores do
que 25 g L' para Chlorella saccharophila (Kriiger)
Migula e 5 g L' para C. sorokiniana Shihira &
R.W.Krauss, respectivamente. No entanto, para
Chlorella protothecoides Kriiger, o maximo de
crescimento ¢ obtido em valores altos (em torno
de 85 g L) e o crescimento ¢ inibido apenas em

concentragdes maiores do que 100 g L.,

A composicdo bioquimica da biomassa de
microalgas pode ser influenciada pela fonte e
pela concentragdo de carbono no meio de cultivo
(LIANG; SARKANY; CUI, 2009). Por exemplo,
a porcentagem de carboidratos na biomassa da
Chlorella vulgaris variou de acordo com a fonte de
carbono, sendo de 23% quando o meio de cultivo
foi suplementado com acetato e 44% no meio com
glicose (Tabela 2). Por isto, a escolha da fonte de
carbono no meio de cultivo heterotrofico deve ser em
fung@o do composto que se deseja produzir.
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Tabela 2 - Composicdo da biomassa (%) de
Chlorella vulgaris, cultivada em meio heterotréfico
com diferentes fontes de carbono.

Fontes de carbono do meio de cultivo

Componentes

da bi Glicose Acetato Glicerol Glicerol

Yo

Carboidratos 44+0 2340 29+3 344
Lipidios 21%1 31+l 2244 3242
Proteinas 32 42 45 30
Cinzas 3 4 3

4
Fonte: Liang, Sarkany e Cui (2009).

Segundo trabalhos citados na revisdo de
Perez-Garcia et al. (2011), o uso de acido acético
para producao heterotrofica de Crypthecodinium
cohnii (Seligo) Javornicky resulta em muito
mais acido docosa-hexaendico (DHA), quando
comparado com o cultivo com glicose. Esta
diferenca na composi¢do provavelmente esta
relacionada a localizagdo das enzimas das rotas
metabolicas destas duas fontes de carbono.
No meio com glicose, o acetil-CoA necessario
para a sintese lipidica deve ser transportado da
mitocondria para o citosol, onde se encontra
o complexo enzimatico produtor de lipidios.
Enquanto que, com o acido acético, este
composto resulta em ion acetato, o qual pode ser
transformado em acetil-CoA no citosol, onde ja

se encontram as enzimas de sintese lipidica.

Além da glicose e do acido acético, o
glicerol ¢ outra fonte promissora para o cultivo
heterotrofico de microalgas. Este alcool orgénico
¢ um subproduto da industria do biodiesel; sendo
produzido aproximadamente 1 L de glicerol para
cada 10 L de biodiesel. Desta maneira, o cultivo
de microrganismos, entre eles as microalgas,
pode ser um destino interessante para o
glicerol. Destaca-se que o glicerol pode inibir
o crescimento de microalgas, sendo importante
otimizar a concentracdo do substrato, de acordo
com a cepa de interesse e, se preciso, adotar o
cultivo em fed-batch (LIANG; SARKANY; CUI,
2009; SARMA et al., 2012). Caso a opgdo de
fonte de carbono seja o glicerol nao purificado,
oriundo da producgdo de biodiesel, ¢ necessario

observar se as impurezas presentes prejudicam o

crescimento da microalga. Neste contexto, além
do glicerol, a xilose, importante fonte de carbono
encontrada em aguas residuais das industrias de
celulose e papel, também tem mostrado potencial
para incrementar significativamente a produgdo
de biomassa e lipidios em microalgas capazes
de crescerem em condicoes mixotroficas e
heterotréficas, em comparacdo ao crescimento
fotoautotrofico (YANG et al., 2014; ZHENG et
al., 2014).

Cer6n-Garcia et al. (2013) compararam o
cultivo heterotrofico semi-continuo ¢ batelada
alimentada damicroalga Chlorella prothotecoides
em um meio a base de glicerol, obtendo producao
de 8,7 g L-I dia-/ de biomassa no semi-
continuo, valores esses similares aos resultados
com a utilizagdo de glicose. Esses resultados
demonstram que o processo operacional pode
ter grande influéncia no rendimento da fonte de
carbono escolhida.

Assim  como  outros  microrganismos

heterotréficos, o meio de cultivo para as
microalgas heterotroficas deve apresentar a fonte
de carbono, mas também outros compostos,
destacando-se as fontes de nitrogénio e fosforo.
Estudos da cinética do crescimento de Chlorella
spp. tém mostrado que o consumo de glicose por
unidade da biomassa é maior em condigdes de
cultivo com limitagdo de nutrientes, tais como
o nitrogénio e fosforo, (MUTHURAIJ et al.,
2014; PALABHANVI et al., 2014). Portanto, ¢
necessario considerar a necessidade nutricional
como um todo da cepa e ndo apenas de sua fonte
de carbono.

Espécies Heterotroficas

Embora existam espécies de microalgas
heterotroficas, percebe-se que ha poucas com
potencial para producdo em grande escala. Isto
ocorre porque além da capacidade de oxidar

compostos orgdnicos presentes no meio externo,
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para producgdo em grande escala, de acordo com
Bumbak et al. (2011) ¢ desejavel que as cepas
apresentem as seguintes caracteristicas:

* Capacidade de oxidar uma fonte de
carbono orgédnico, que ndo seja onerosa e, se
possivel, esterilizavel.

*  Adaptar-se rapidamente as condigdes de
cultivo, ou seja, possuir fase lag curta.

* Apresentar taxas de crescimento especifico
compativeis com a produgdo em grande escala.
Além de propiciar maior produtividade em
curto espago de tempo, cepas com altas taxas
de crescimento especifico tendem a se sobrepor
em relacdo a outros microrganismos que possam
contaminar o sistema de cultivo.

e Apresentar alta taxa de sobrevivéncia e
conservar suas caracteristicas apds cultivos
sucessivos, ou apos periodos de armazenamento
a baixas temperaturas.

* Possibilidade de ser cultivada em biorreatores
convencionais, ja desenvolvidos para outros
microrganismos, como as leveduras.

*Resistiraosestressesmecanico (hidrodindmico)
e quimico impostos pelo sistema de producgao.

* Resistir ao processo de colheita adotado
durante a producao.

* Nao ser toxica, no caso do produto ser um
composto para fins alimentares.

A Tabela 3 apresenta uma lista com as
principais espécies de cepas de microalgas
com metabolismo heterotrofico, bem como

informacdes sobre parametros importantes

durante o cultivo.

Tabela 3 - Espécies de microalgas com potencial
para cultivo heterotrofico.

Fontede T

- . Mamix ub
Espécie carbono Produtos ©C) pH iy @
Chlamydomonas Acetato Biomassa 350 6,9 0,035 0,4
reinhardtii Dangeard
Chlorella Glicose, acetato  Biodiesel, luteina, 280 6.6 0,090 24
protothecoideKriiger e glicerol lipidios, violaxantina
Chlorella Glicose, acetato,  Acido ascorbico e luteina 5,0 6.9 0,201 10
pyrenoidosaH. glutamato e
Chick lactato
Chlorellaregularis Glicose, acetato ~ Biomassa, fitoquimicos 6.0 6.5 0.240 10
(Artari) Oltmanns e etanol intracelular
Chlorellavulgaris Glicose, acetato, ~Biomassa 6.0 6,0- 0,180 na.
Beyerinck glutamato e 7,0
[Beijerinck] lactato
Chlorella Glicose, frutose, ~ Astaxantina 0,0 5,5 0,031 20
zofingiensis Donz galactose,

manose, lactose
e sacarose
Crypthecodinium Glicose e acetato  Acido docosaexaenoico 5,0 72 0,089 20
cohnii (Seligo)
Javornicky *
Dunaliellasp. Acetato, lactato, Biomassa e beta-caroteno 6,0 7.5- <0,010 n.a.
glicose, 8.3
glutamato e
glicerol
Euglena gracilis Glicose, acetato, ~ Alfa-tocoferol 5 2,8- 0,045 n.a.
Klebs alanina, 35
aspartato,
asparagina,
etanol e
glutamato
Galdieria Glicose, frutose  Ficocianina 2,0 2.0 0,045 - 200 >

sulphuraria e sacarose 0,048 350

[Galdieri] Merola

Haematococcus Acetato, glicose  Astaxantina, cantaxatina 5,0 8,0 0,009 >1,6

pluvialis Flotow e asparagina e luteina

Nannochloropsis Glicose e etanol ~ Biomassa e 4cido 6,0 7.5- <0007 na

oculata[Droop] eicosapentaenoico 8.3

D.J.Hibberd

Nitzschia alba Lactato, Biomassa e acido 0.0 n.a. 0,106 n.a.

J.C.Lewin & inato, icosap i

R.A Lewin* glicose e

glutamato
Nannochloropsis Glicose e etanol ~ Biomassa e acido 6,0 7,5- <0,007 n.a
oculata[Droop] eicosapentaenoico 8.3
D.J.Hibberd
Nitzschia alba Lactato, Biomassa e 4cido 0.0 na. 0,106 na.
J.C Lewin & inato, icosap i
R.A Lewin* glicosee
glutamato
Nitzschialaevis Acetato e Acido eicosapentaenoico 0.0 82 0,017 na.
Hustedt* glicose
Prototheca zopfii Glicose e acetato  L-Acido ascérbico 1,0 7,2 0,330 na.
W Kriiger*
Scenedesmus actus Glicose Biomassa 0.0 6,0 0,040 >1
Meyen
Schizochytrium sp. Glicose Acidos graxos poli- 7,0 7,0 0,071 >200
Goldstein & Belsky* insaturados, acido
docosaexaenoico e acido
gama-linolénico.
Tetraselmis sueica Acetato, glicose, Lipidios, acidos graxos 5,0 7.5 0,028 n.a.

[Kylin] Butcher glutamina e

lactato.

poli-insaturados e acidos
graxos insaturados.

umax — Velocidade especifica maxima de crescimento.
Sinb - Concentragdo de substrato que resulta em inibi¢do
do crescimento. n.a. - ndo avaliado. *Estas espécies
crescem apenas em cultivo heterotrofico.

Fonte: Bumbak et al. (2011).
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Segundo Isleten-Hosoglu; Gultpe; Elibol, (2012),
microalgas do género Chlorella Beyerinck sao as
que apresentam maior potencial para a producao
heterotrofica em grande escala, com destaque para a
espécie C. protothecoides que tem sido amplamente
estudada (XU; MIAO; WU, 2006; LI; XU; WU,
2007; CHENG et al., 2009; SHEN et al., 2010).
Chlorella protothecoides pode crescer tanto em
condi¢cdes fotoautotroficas, quanto heterotroficas
e mixotroficas, sendo bastante promissora para
a producao de biodiesel, pois chega a apresentar
cerca de 55% de sua biomassa como lipidio (MIAO;
WU, 2006). Segundo esses autores, a composi¢ao
da biomassa de C. prothotecoides varia muito
dependendo de qual sistema de cultivo é adotado,
conforme exemplificado na Tabela 4.

Tabela 4 - Composicdo da biomassa (%) de
Chlorella protothecoides em condigdes de cultivo
fotoautotrofico e heterotrofico.

Componentes da biomassa
Proteinas

Lipidios

Carboidratos

Cultivo heterotrofico
10,28£0,10
55,20+0,28
15,43+0,17
5,9310,04

1,96+0,02

11,20£0,61

Cultivo fotoautotréfico
52,6410,26

14,5740,16

10,62+014

Cinzas 6361005

Umidade 5,39+0,04

Outros 10,4210,65

Fonte: Miao e Wu (2000).

Cultivo Heterotrofico

Como nao necessita de luz, o cultivo heterotrofico

ndo apresenta problemas relacionados ao
sombreamento decorrente do aumento da densidade.
Este fato diminui os custos com a separagdo da
biomassa, pois quanto mais densa a produgdo,
mais facilmente a biomassa pode ser separada do
meio de cultivo. Bumbak et al. (2011) citam que o
cultivo fotoautotrofico é considerado denso quando
atinge valores de biomassa da ordem de 40 g L,
enquanto que para o cultivo heterotrofico, o sistema
¢ considerado denso quando atinge em torno de
100 g L. No entanto, é necessario observar que,
dependendo do composto que se deseja obter, a
alta densidade ndo necessariamente reflete em
maior produtividade. Por exemplo, alguns produtos
microbianos resultantes do metabolismo secundario

apresentam sintese nao proporcional ao crescimento

celular e, portanto, ndo aumentam em fungdo da
densidade da biomassa.

O fato de ndo depender de fonte Iluminosa
também facilita o cultivo heterotrofico em grandes
volumes, o que contribui para o aumento de escala
do sistema. Li, Xu e Wu (2007) estudaram o cultivo
heterotrofico de C. protothecoides para produgao de
biodiesel em trés volumes: 5, 750 ¢ 11.000 L. Os
autores nao observaram variacdo consideravel na
densidade de biomassa nos trés volumes testados.
A possibilidade de realizar o cultivo heterotrofico
concentrado em biorreatores com grandes volumes
tende a diminuir a area utilizada para a producao de
microalga (SHEN et al., 2010).

Segundo Azma et al. (2011), o aumento de escala
do cultivo heterotrofico de microalgas também pode
se beneficiar das técnicas e equipamentos projetados
para os cultivos industriais heterotroficos de outros
microrganismos, o que pode tornar mais breve a
sua viabilidade técnica-econdmica. Os biorreatores
utilizados nos cultivos de microrganismos, em geral,
permitem um controle adequado dos principais
parametros do cultivo, independente das condi¢des
do clima. Por ser um sistema fechado e controlado,
a produtividade dos cultivos heterotroficos tende
a ser bem maior do que o fotoautotréfico (CHEN,
1996; SHEN, YUAN, PEI et al., 2010).

Por depender de uma fonte de carbono externo, o
cultivo heterotréfico ¢ mais propenso a contaminagao
(MUTHURALJ et al., 2014). No entanto, quando
o sistema ¢ fechado e controlado, as chances de
contaminacdo sdo menores (LI et al., 2014). Para
tanto, ¢ necessario realizar a esterilizagdo do
sistema de produgdo, porém o custo beneficio deve
ser analisado. Segundo Li, Xu e Wu (2007), o vapor
utilizado para esterilizagdo, pode corresponder a
14,2% dos custos totais da produgao.

A comparacdo da produtividade dos diferentes
sistemas de cultivo de microalgas nem sempre ¢
facil, pois existe grande variacdo nas metodologias
utilizadas para obten¢do de dados, bem como, nas
condigdes de cultivo. Mesmo assim, € possivel
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comparar alguns resultados de um mesmo grupo de
pesquisa. Por exemplo, Liang, Sarkany ¢ Cui (2009)
relatam que para a microalga C. protothecoides, a
producdo de biomassa no cultivo heterotrofico
chega a ser 3,4 vezes maior, do que no cultivo
fotoautotrofico. Outro fator crucial no cultivo
heterotrofico, principalmente os que apresentam
altas densidades, ¢ o suprimento com oxigénio.
Todas as microalgas heterotroficas sdo aerobicas e
quanto mais denso o cultivo, maior a demanda por
oxigénio, o qual ¢ utilizado durante o metabolismo
energético (CHOJINACKA; MARQUEZ-ROCHA,
2004). Wu e Shi (2007) relataram que tiveram
problemas com a aeracdo de seu sistema de cultivo
e, como consequéncia, a produtividade final foi bem
menor do que o esperado. Portanto, ao se projetar
um sistema heterotrofico de microalgas é essencial
considerar como sera suprida esta alta demanda por
oxigeénio.

Um fator que influencia o suprimento de
oxigénio ¢ a agitagdo adequada do meio de cultivo,
pois favorece o intercimbio gasoso entre células e
o meio. Além disto, a agitacdo evita a sedimentagao
da biomassa ¢ impede a formagdo de gradientes das
condi¢des de cultivo (CARVALHO; MEIRELES;
MALCATA, 2006).
cepas de microalgas sdo especialmente sensiveis a
altas taxas de agitacdo (CAMACHO et al., 2011;
RAVELONANDRO et al., 2011).

Destaca-se que algumas

Outro parametro crucial no cultivo heterotrofico ¢
o potencial hidrogeniénico (pH) do meio de cultivo.
Em geral, o pH tende a diminuir principalmente
na fase exponencial de crescimento, isto porque
a oxidagdo da fonte de carbono resulta em gas
carbonico e/ou acidos organicos. Shi, Zhang e Chen
(2000) monitoraram o pH do cultivo heterotréfico
de C. prothotecoides e observaram que o pH
decaiu a valores préximos a 4,0, o que prejudicou
a produtividade de biomassa. Desta maneira,
dependendo da sensibilidade da cepa em relagdo
ao pH, pode ser necessario controlar este parametro
durante o cultivo.

Embora seja comum o cultivo heterotrofico
em batelada, varias alternativas a este sistema
foram estudadas, principalmente para evitar a
inibicdo inicial, causada pelas altas concentragdes
de substrato. O sistema de cultivo em fed-batch
tem apresentado bons resultados para o cultivo
de C. prothotecoides em sistema heterotrofico em
comparacdo com o de batelada, com aumentos na
producdo dabiomassade 3,2 para51,2 gL' (XIONG
et al., 2008) e de 9,1 para 17,2 g L' (ESPINOSA-
GONZALEZ; PARASHAR; BRESSLER, 2014).
Estes estudos demonstraram a forte influéncia
do sistema operacional sob a produtividade de
microalgas.

Sistemas  Alternativos Cultivo

Heterotrofico

para

A fonte de carbono ¢ um dos itens que mais
encarecem os cultivos heterotroficos. Li, Xu e Wu
(2007) estimam que a glicose corresponda a 45,4%
do custo global da producdo heterotrofica. Embora
este carboidrato sustente as melhores produgdes
de biomassa, dependendo do valor agregado do
produto final, ¢ essencial pesquisar alternativas
a esta fonte. Desta maneira, varias pesquisas tém
sido feitas a fim de encontrar fontes alternativas
e, com isto, melhorar a viabilidade financeira
(SHEN et al., 2010). Cheng et al. (2009) testaram
meios de cultivo heterotroficos feitos a base de
alcachofra-de-jerusalém (Helianthus tuberosus
L.) para producao de C. protothecoides. A taxa de
conversao da fonte de carbono em biomassa foi de
62,7% (£6,6) no meio com glicose e 57,2% (£2,8)
no meio a base de alcachofra-de-jerusalém, o que
comprova que ¢ possivel utilizar essa espécie
como meio alternativo para o cultivo da microalga
estudada.

Alguns autores tém estudado o uso de
adguas residuais como base para o meio de
cultivo heterotréfico de microalgas (BEEVI;
SUKUMARAN, 2014; PITTMAN; DEAN;

OSUNDEKO, 2011; SINGH; REYNOLDS;
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DAS, 2011). Em geral, estes sistemas tém como
foco principal o tratamento do efluente, sendo a
biomassa gerada um sub-produto do processo.
Embora ndo produzam tanto quanto o meio a
base de glicose, estes meios de cultivo podem
ser promissores, principalmente, para a produgao
de compostos de baixo valor agregado, como o
biodiesel. Além disso, como ocorre reducdo do
potencial de poluicdo dos residuos utilizados,
agrega-se valor ambiental ao processo.

Embora promissor, a utilizacdo de residuos
para a producdo de microalgas apresenta alguns
desafios, tais como; presenca de compostos
toxicos e de microrganismos ¢ a variabilidade
da composi¢do. Uma alternativa para solucionar
parte dessas questdes € o isolamento de cepas de
microalgas dos proprios residuos, as quais tendem
a ser mais robustas e competitivas (LIANG et al.,
2010). Para minimizar o problema da variabilidade
da composicao do residuo a sugestdo ¢ a analise
quimica previamente.

Alguns grupos de pesquisa, utilizando residuos,
tém adotado a producao de microalgas em sistemas
sequenciais com uma etapa heterotrofica e outra
fotoautotrdfica. Zhou et al. (2012) estudaram o
tratamento de esgoto doméstico utilizando um
sistema sequencial de microalgas. Na primeira
etapa, as microalgas cresceram heterotroficamente,
com o objetivo de diminuir o potencial poluidor
do esgoto e também produzir biomassa para
producao de biodiesel. Apos esta etapa, a biomassa
foi separada por sedimentagdo, e o sobrenadante
foi utilizado como meio de cultivo para a etapa
fotoutotrofica, a qual foi feita em fotobiorreator.
Esta segunda etapa foi considerada importante por
propiciar redugdo adicional do potencial poluidor
e também por permitir a fixacdo de gas carbonico.
Neste estudo, o sistema mostrou-se mais eficaz
na diminui¢do do potencial poluidor do que na
produg¢do de biomassa, no entanto, como o custo de
cultivo foi mais baixo que o convencional, mesmo
nao ocorrendo grande produg@o de biomassa, esta
foi considerada viavel.

0)
fotoautotrofico) também pode ser adotado com
meios de cultivo padrao. Wensel et al. (2014)

sistema  sequencial  (heterotrofico-

desenvolveram um sistema de cultivo de duas
etapas, a primeira heterotrofica e a segunda
fotoautotrofica em tanques abertos, obtendo
concentracdes de biomassa seca de 0,978 g L.
Oyler (2007) patenteou um sistema sequencial de
producao de microalgas em que a primeira etapa ¢
fotoautotrofica e a segunda € heterotrofica. Também
foram patenteados outros sistemas sequenciais
de
microalgas com o objetivo de produzir biodiesel

(WU; XIONG, 2008; WU; XIONG, 2011).

fotoautotrofico-heterotrofico, para cultivo

Produtos  Microalgais de  Sistemas

Heterotroficos

H4 grande variedade de produtos que podem
ser obtidos a partir do cultivo heterotrofico de
microalgas (Tabela 5). No entanto, determinados
produtos microalgais sdo produzidos, em grande
quantidade, apenas em cultivos fotoatutotroficos.
A maior parte dos pigmentos ¢ exemplo deste fato,
isto porque tais substancias captam luz ou tem
papel na fotoprotegao.

Tabela 5 - Potenciais produtos obtidos do cultivo
heterotrofico de microalgas.

Produto
Lipidios em geral

Principais espécies de microalgas

Chlorella vulgaris, C. s phila, C. | C. , C.
pyrenoidosa, Cry conhii, Cyll Sfusiformis, Euglena gracilis,
Navicula incerta, Nitzschia alba, N. laevis, Schizochytrium sp., Skeletonema costatum,
Tetraselmis suecica

Cryptheconidium conhii, Nitzschia laevis, N. alba, Pavlova lutheri, Schizochytrium
limacinum, Tetraselmis suecica

Chiorella protothecoides

Galdieria sulphuraria, Spirulina platensis.
Chiorella  pyrenoidosa, ~ Chlorella  p
He pluvialis, Dunaliella sp.

Fonte: Perez-Garcia et al. (2011).

Acidos graxos poli-
insaturados
Biodiesel
Ficocianina

Carotendides ¢ xantofilas Chlorella

de
pigmentos nos cultivos heterotroficos,

Apesar ocorrer menor propor¢do de
alguns
grupos de pesquisa tém estudado esta producao,
pois a produtividade global alta pode compensar
a menor propor¢ao de pigmentos da biomassa.
Graverholt e Eriksen (2007) estudaram a producao
do pigmento ficocianina em cultivo heterotréfico

de Galdieria sulphuraria (Galdieri) Merola. Eles
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alcancaram densidades de 80-100 g L' de biomassa
e produtividade de ficocianina entre 0,5-0,9 g L-'d".
A produtividade final deste experimento foi superior
ao cultivo fotoautotrofico de Spirulina platensis
(Gomont) Geitler (Arthrospira platensis Gomont) e
Anabaena sp. para produgdo de ficocianina.

Em grande escala, tem-se o conhecimento de
produgdo heterotrofica de microalgas, em volumes
de 100 m?, com objetivo de produzir acidos
graxos poli-insaturados (BUMBAK et al., 2011).
No entanto, varias patentes foram registradas
sobre o cultivo heterotrofico de microalgas, com
destaque para: producdo de astaxantina em um
fermentador convencional pela microalga Chlorella
zofingiensis Donz (CHEN, 2004); um sistema
para producdo de acidos graxos poli-insaturados
por microalgas (BEHRENS et al, 2010a); um
método para producao de acido docosa-hexaendico
(DHA) por microalgas (BEHRENS et al., 2010b).
Além destas patentes, também podemos citar
as da microalga transgénica com inser¢ao de
gene para metabolismo heterotrofico (APT et al.,
2011); microalga geneticamente modificada para
crescimento heterotrofico e seu método de cultivo
(FRANKLIN et al.,, 2011a; FRANKLIN et al.,
2011b). Nestas ultimas duas patentes, o cessionario
¢ a Solazyme, uma empresa de biotecnologia que
pesquisa a producdo de biomassa de microalgas
com fins energéticos, alimentares, farmacéuticos e
da industria de cosméticos.

Viabilidade Economica do Cultivo

Heterotrofico

A viabilidade econdmica de um sistema
de produgdo de microalgas estd relacionada,
principalmente, com os investimentos necessarios
para sua instalagdo e operagdao, bem como o valor
agregado do produto final. Desta maneira, ao se
analisar a viabilidade econdmica da produgdo
heterotrofica de microalgas, € essencial considerar
que ha diferentes produtos que podem ser obtidos a

partir deste cultivo, alguns com alto valor agregado,

como pigmentos e 6leos poli-insaturados; enquanto
outros apresentam baixo valor agregado, como
o biodiesel. Além disso, o objetivo do cultivo
de microalgas pode ndo estar relacionado com a
obten¢ao de um produto, mas a um processo, como
a diminui¢do do potencial poluidor de um residuo
ou a fixacdo de gés carbono.

Quando comparado ao cultivo de leveduras,
a producdo heterotrofica de microalgas ¢ muito
recente, o que dificulta uma analise de viabilidade
financeira mais acurada, pois ha poucos dados
em grandes produg¢des. Por isto, a maior parte das
consideragdes sobre viabilidade encontradas em
literatura diz respeito a extrapolagdo dos dados de
laboratdrio para escalas maiores.

O maior gasto do cultivo heterotrofico ¢ com
a fonte de carbono, em geral a glicose (Figura 3).
Desta maneira, para produ¢ao de produtos com
baixo valor agregado, como o biodiesel, ¢ essencial
a utilizagdo de fontes alternativas e baratas para a
produgao.

Figura 3 - Custos com o cultivo heterotrdfico de
microalgas.

3,20 M Glicose

6,60

mEnergia elétrica

Vapor para
esterelizacdo

W Ar estéril

m Compostos
inorganicos

Fonte: Li, Xu e Wu (2007).

Os biorreatores representam um grande desafio
para o cultivo mixotrofico e/ou heterotrofico (LI et
al., 2014). A maioria dos estudos utiliza biorreatores
do tipo stirred-tank (LI, XU; WU, 2007), que
seriam viaveis apenas em escala laboratorial e
piloto, ou para produgdo de produtos com alto

valor agregado (como produtos farmacéuticos).
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Destaca-se, portanto, a necessidade de pesquisas e
desenvolvimento de biorreatores especificos para
microalgas, com vistas a producdo em grande escala
(WANG; YANG; WANG, 2014). Neste sentido, a
experiéncia brasileira na industria do etanol de cana-
de-agucar pode contribuir para o desenvolvimento
de novos biorreatores.

Xiong et al. (2008) consideraram que o cultivo
heterotrofico de microalgas com densidade de
116,2 g L' e produtividade de 10 g L' h'! seria
competitivo para producdo de biocombustiveis.
No entanto, Bumbak et al. (2011) consideraram
que o cultivo heterotrofico de microalgas ¢ viavel
apenas para produtos que nao sdo obtidos de
outros microrganismos, 0s quais ja estariam mais
adaptados a grandes escalas de produgao.

Shen et al. (2010) afirmaram que a produgdo
heterotrofica de microalgas poderia ser acoplada a
produgido de etanol por leveduras, isto porque ambos
semelhantes,

processos usam matérias-primas

porém, com possibilidade de produtos finais
diferentes. Destaca-se que a taxa de utilizagdo do
acucar pela microalga pode ser superior ao das
leveduras, além disso, as microalgas podem utilizar
uma faixa mais ampla de compostos organicos

como fonte de carbono.

Metabolismo Mixotrofico

Analisando-se a literatura, percebe-se que ainda
ndo had um consenso sobre a defini¢do cientifica
deste termo, sendo que alguns autores utilizam
fotoautotroficos e mixotroficos como sindnimos. De
acordo com Chojnacka ¢ Marquez-Rocha, (2004)
entre as definicdes mais comuns para o termo
mixotrofico destacam-se as seguintes:

* Processo metabdlico no qual a fotossintese ¢ a
principal fonte de energia, embora os compostos
organicos e o didxido de carbono so essenciais.

* Microrganismo com capacidade de crescer tanto
em condicdes fotoautotroficas quanto heterotrofica,
dependendo da concentragcdo de carboidrato ou da

intensidade de luz. Em alguns casos, esta defini¢ao
¢ dada ao termo anfitréfico. Percebe-se que, por
esta defini¢cdo ocorreria a rota metabolica hetero ou
fotoautotréfica em momentos distintos.

e Organismo capaz de assimilar compostos
organicos como fonte de carbono e utilizar carbono
inorganico como doador de elétrons.

* Metabolismo que capta energia por meio da
catalise de compostos organicos externos via
respiracdo; e converte energia luminosa em

compostos quimicos via fotossintese.

De acordo com esta ultima definigdo, no
metabolismo mixotréfico ocorreria simultaneamente
as rotas metabdlicas fotoautotroficas (fotossintese) e
as heterotroficas (oxidacdo de compostos organicos
externos via respiracao). Esta definicdo tem sido
amplamente adotada na maioria dos estudos
consultados nesta revisao.

Embora ndo seja tdo explorado em termos de
producdo de microalgas, essa forma de metabolismo
pode resultar em vantagens competitivas e tem sido
observada nos mais diversos ambientes, desde
oligotroficos a eutrdficos. Para que uma cepa seja
capaz de crescer em condigdes mixotrdficas, suas
enzimas da rota heterotréfica ndo podem ser inibidas
pela presenca de luz. Alguns autores consideram que
as rotas metabolicas fotoautotroficas e heterotroficas
seriam independentes no cultivo mixotrofico. No
entanto, percebe-se que a produtividade dos sistemas
mixotroficos ndo ¢ a simples soma destas outras
duas formas de cultivo. Além disso, ha indicios de
que ha uma ligacdo entre o sistema de transporte
de elétrons dos metabolismos fotoautotroficos
¢ heterotroficos das microalgas, tornando-os
interdependentes (CHOJNACKA, MARQUEZ-
ROCHA, 2004). Adolf, Stoecker ¢ Lawrence
(2006) utilizaram carbono radioativo para estudar o
metabolismo fotoautotrofico e heterotrofico durante
o cultivo mixotréfico de Karlodinium micrum
(B.Leadbeater & J.D.Dodge) J.Larsen. Os autores
perceberam que a fotossintese continuou a ocorrer
durante o cultivo mixotrofico, no entanto, esta rota
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metabolica foi 24 a 57% menor do que no cultivo
apenas fotoautotrofico. Portanto, ha indicios de
influéncia de uma forma de metabolismo sobre a
outra.

O diagrama na Figura 4 ¢ uma representagao
do metabolismo mixotrdfico, no qual o oxigénio
produzido na fotossintese ¢ consumido na rota
heterotrofica, desta maneira ocorrendo a redu¢ao do
dano por fotoxidacdo (fotorrespira¢dao). Ao mesmo
tempo, o gas carbdnico gerado da oxidacdo do
composto organico ¢ aproveitado na fotossintese,
pela mesma microalga. Em um sistema mixotrofico
ideal, em que as taxas de respiragdo e de fotossintese
sdo correspondentes, ndo ocorreria liberagdo de gas
carbOnico ou oxigénio para 0 meio externo, pois,
haveria um equilibrio entre consumo e producao
destes gases. Porém, na préatica, este equilibrio
ndo ¢ observado, ocorrendo a liberagdo dos gases,
dependendo de qual rota metabolica predomina
durante o cultivo. Este desequilibrio tende a
ocorrer, principalmente, devido as limitagdes de
substratos; neste caso tanto a luz quanto a fonte
de carbono organica sdo tratados como substratos
(CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).

Figura 4 - Diagrama representando o metabolismo
mixotrofico. Retdngulo verde - metabolismo
fotoautotrofico; retangulo cinza - metabolismo
heterotrofico.

0, (& o
| » Fonte de nitrogénio

Biomassa microalga | = Composto orgénico: fonte

|de carbono e de energia.
Luz {fonte de energia) -

Fonte de nitrog&nio iomassa microalgal

co,
Fonte: Chojnacka e Marquez-Rocha (2004).

No cultivo mixotroficondo se observa fotoinibigao,
fendbmeno comum em sistemas fotoautotroficos
com altas intensidades luminosas. A fotoinibigdo
relaciona-se a saturacao do fotossistema II e pode
causar danos reparaveis nas células. Esta capacidade
de reparacdo varia conforme as cepas e as condi¢oes
de cultivo (LIANG; SARKANY; CUI, 2009).

Ha algumas suposigdes com o objetivo de explicar
a auséncia da fotoinibi¢cdo em sistemas mixotroficos.
Segundo uma das hipoteses, a fonte de carbono
organico apresentaria um efeito fotoprotetor. Outra
hipédtese diz respeito ao deslocamento da intensidade
luminosa maxima que causaria a fotoinibicao,
devido a presenga da fonte de carbono organico.
Destaca-se que, embora nao ocorra fotoinibigdo, no
cultivo mixotrofico pode ocorrer inibi¢do devido a
concentracao do composto organico (CHOINACKA;
MARQUEZ-ROCHA, 2004).

Markou e Georgakakis (2011), as cepas de microalgas

De acordo com

em cultivo mixotréfico requerem menor intensidade
luminosa para o seu crescimento. Desta maneira, caso
seja utilizada iluminacao artificial, os gastos com este
parametro serdo menores no sistema mixotrofico,
quando comparado com o fotoautotréfico (GARCIA
et al., 2005).

Guoce et al. (2011) comparam o crescimento de
uma cepa do género Anabaena Bory de Saint-Vincent
ex Bornet & Flahault nos sistemas mixotrofico e
fotoautotrofico e a fonte de carbono foi a glicose. No
cultivo mixotréfico foi observada a necessidade de
menor intensidade luminosa e o sistema apresentou
maior taxa de crescimento, resultando em uma
produtividade de biomassa 1,5 a 2,0 vezes superiores
ao crescimento fotoautotrofico.

Bonini e Bastos (2012) estudaram o cultivo
mixotrofico e heterotrofico de Chlorella vulgaris,
tendo como fonte de carbono a glicose. Estes
autores observaram que a velocidade especifica
de crescimento foi maior no cultivo heterotrofico,
demonstrando que ha variagdo entre as cepas € 0s
métodos de cultivo adotados.

Quando se utiliza meios de cultivo a base de
residuos, em geral, a turbidez tende a aumentar,
0o que desfavorece o cultivo de microalgas
fotoautototroficas estritas. Como necessitam de
menor intensidade luminosa, o crescimento de
cepas mixotroficas nestes meios tende a ser melhor
(MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011; PITTMAN;

DEAN; OSUNDEKO, 2011)
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Ha varios trabalhos que exploram o potencial de
cepas mixotroficas de microalgas para o tratamento
de residuos. Cérdoba et al. (2008) cultivaram uma
cepa de Chlorella zofingiensis em meio a base de
residuo da industria de azeite de oliva e concluiram
que o meio foi eficaz para a produgdo de biomassa
desta microalga.

Mezzomo et al. (2010) cultivaram Spirulina
platensis (Arthrospira platensis) em um meio a base
de dejeto suino, com objetivo de produzir biomassa
e também diminuir o potencial poluidor destes
residuos. Eles concluiram que este sistema de cultivo
mixotréfico foi eficiente para diminuir a Demanda
Quimica de Oxigénio e a concentracdo de fosforo
do residuo, bem como para produgdo adicional
de biomassa. Para tratar residuos da produgdo de
frango, cepas rusticas de Chlorella minutissima Fott
& Novakova, Chlorella sorokiniana e Scenedesmus
bijuga (Turpin) Lagerheim mostraram-se capazes
de consumir tanto compostos organicos como
inorganicos presentes nesses residuos (SINGH;
REYNOLDS; DAS, 2011). Destaca-se que esta
¢ uma vantagem das cepas mixotroficas em
comparagdo com as fotoautotroficas, incapazes de
oxidar compostos organicos.

Os cultivos mixotroficos tendem a apresentar
produtividade de biomassa bem superior ao
fotoautotrofico  (CHOINACKA; MARQUEZ-
ROCHA, 2004; YANG et al.,, 2014). Em muitas
cepas, a produtividade do mixotréfico é também
superior ao heterotrofico (CHEN; CHEN; GONG,
1997). Esta alta produtividade ocorre devido a varios
fatores: (1) auséncia de fotoinibi¢ao; (2) diminuicao
dos danos causados por excesso de oxigénio no meio
de cultivo; (3) altas taxas metabolicas, com entrada de
energia tanto por meio da oxidagdo da fonte orgénica
de carbono quanto da luz; (4) consumo conjunto de
dioxido de carbono e substrato organico como fontes
de carbono.

Li et al. (2014) analisaram o crescimento de
uma cepa de Chorella sorokiniana em condigdes
fotoautotrofica, heterotrofica e mixotrofica, tendo a

glicose como fonte de carbono. O cultivo mixotrofico
apresentou os melhores resultados, sendo que a
biomassa seca final foi 2,4 e 5,2 vezes maior do
que os cultivos heterotroficos e fotoautotroficos,
respectivamente. Girard et al. (2014) estudaram o
cultivo de Scenedesmus obliqguus (Turpin) Kiitzing
em condi¢des fotoautotrofica,
mixotrdfica, utilizando soro de leite como fonte de

heterotréfica e

carbono. O melhor crescimento ocorreu no cultivo
mixotrofico, o qual apresentou taxa de crescimento
especifico de 1,083 por dia. Comparando-se com
o cultivo heterotrofico, o mixotrofico apresenta as
vantagens de fixar gas carbonico (DEVI; SUBHASH;
MOHAN, 2012) e permitir a produgao de substancias
com metabolismo induzido pela luz, principalmente
os pigmentos (CHEN; CHEN; GONG, 1997). No
entanto, este sistema apresenta como principal
desvantagem a dificuldade operacional.

Além do tipo e concentrag@o da fonte de carbono, o
cultivo mixotréfico € influenciado pela: luminosidade,
temperatura,  presenca de  microrganismos
contaminantes ¢ pH (MARKOU; GEORGAKAKIS,
2011). Embora alguns autores afirmem que o
cultivo mixotrofico resulte em menor variagao de
pH (CHOINACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004),
para determinadas cepas € necessario controlar este
parametro a fim de conseguir melhor produtividade.
Liang, Sarkany e Cui (2009) citaram que apesar de
existirem varias cepas mixotroficas na natureza,
poucas sdo capazes de crescer nestas condi¢des
no laboratorio. Entre as cepas que apresentam esta
capacidade destacam-se: Haematococcus pluvialis
Flotow, C. protothecoides, Ochromonas minima
Throndsen, e Nannochloropsis sp.

Metabolismo Fotoheterotrofico

Outra forma de metabolismo que pode estar
presente nas microalgas ¢ o fotoheterotrofico e,
neste, a luz é a fonte de energia e o composto
organico ¢ a fonte de carbono (Figura 5). Na pratica,
para se diferenciar o metabolismo mixotréfico ou

fotoheterotrofico € necessario identificar quais
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sd0 os parametros limitantes do crescimento
microalgal: no mixotrofico o crescimento melhora
caso ocorra aumento da fonte de carbono organica
ou da oferta de luz; enquanto no fotoheterotrofico o
crescimento melhora apenas se ambos 0s parametros
sdo otimizados simultaneamente (CHOJNACKA;

MARQUEZ-ROCHA, 2004).

Figura 5 - Diagrama representando o metabolismo
fotoheterotrofico.

Luz

* Fonte de nitrogénio

* Composto orgénico: fonte
de carbono

r HZO
Clorofila Energia

0,

Biomassa microalgal

Fonte: Chojnacka e Marquez-Rocha (2004).

Os metabolismos  fotoheterotrofico e
mixotrofico também podem ser diferenciados
em relacdo ao consumo de diéxido de carbono.
No cultivo fotoheterotréfico a unica fonte
de carbono ¢ a organica, portanto ndo ha
consumo de gas carbonico, que ¢ consumido
no mixotrofico devido a reacdo da fotossintese
nesse metabolismo (YEH; CHEN; CHANG,

2012).

Algumas microalgas heterotroficas
necessitam de luz para ativar algumas de suas
enzimas, no entanto, nota-se que sao necessarios
apenas pulsos de luz, que ativam enzimas de rotas
ndo relacionadas diretamente ao metabolismo
energético, ndo as caracterizando como
fotoheterotroficas (CHOJINACKA, MARQUEZ-

ROCHA, 2004).

O sistema de cultivo fotoheterotrofico
foi estudado por Yeh, Chen e Chang (2012),
utilizando uma cepa de Chlorella vulgaris.
Nesse estudo, o acetato foi indicado como fonte
potencial, a fim de otimizar os custos, embora
entre as diferentes fontes de carbono testadas, a
glicose tenha apresentado as melhores taxas de
crescimento.

Conclusoes

A produgdo em grande escala de microalgas
deve ser considerada como uma tecnologia
emergente e, como tal, ainda sdo necessarios
estudos e desenvolvimento tecnoldgicos
para torna-la competitiva com os sistemas
de produgdao j& existentes. A variabilidade
metabolica das microalgas ¢ um fator importante
a ser considerado na viabilizacdo da producdo
em grande escala destes microrganismos. E
importante determinar qual o metabolismo
predominante da cepa que se deseja cultivar,
pois desta maneira, pode-se projetar o sistema
de produgdo, bem como, o meio de cultivo mais

adequado.

Além da variagdo natural, é possivel recorrer
a manipulacdo genética das microalgas, o que
pode facilitar ainda mais sua produgdo. Para
tanto, sdo necessarios avan¢os nos estudos
genéticos destes microrganismos.

Embora nos ultimos anos diversos estudos

sobre o metabolismo ndo-fotoautotrofico
das microalgas relatam resultados altamente
promissores, ainda ¢é necessario desenvolver
ajustes tecnoldgicos para a implantagdo em

escala industrial destas formas de cultivo.
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