UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA E RECURSOS

NATURAIS

PERFIL DOS ACIDOS GRAXOS EM ESPECIES DE MICROALGAS DE AGUA
DOCE DA FAMILIA SELENASTRACEAE (CHLOROPHYTA) COMO
CARACTERISTICA QUIMIOTAXONOMICA E PROSPECCAO DE

APLICABILIDADE.

Cilene Cristina Mori

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgéo
em Ecologia e Recursos Naturais da Universidade
Federal de Sao Carlos, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de DOUTOR EM
CIENCIAS, area de concentracio: ECOLOGIA

E RECURSOS NATURAIS.

Orientador: Prof. Dr. Armando Augusto Henriques Vieira

Sao Carlos — SP

2016



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da Biblioteca Comunitaria UFSCar

Processamento Técnico
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M854p

Mori, Cilene Cristina

Perfil dos &cidos graxos em espécies de
microalgas de &gua doce da familia Selenastraceae
(Chlorophyta) como caracteristica quimiotaxondmica e
prospecgdo de aplicabilidade / Cilene Cristina Mori.
- S3o Carlos : UFSCar, 2016.

94 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de S&o
Carlos, 2016.

1. Microalgas. 2. Agua doce. 3. Selenastraceae. I.

Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
m:{ﬂ-f. Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude

Programa de Pos-Graduagao em Ecologia e Recursos Nalurais

Folha de Aprovacao

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora gue avaliou e aprovou a Defesa de Tese de Doutorado da candidata
Cilene Cristina Morl, realizada em 21/06/2016:

—— e —::(_{.?.; P, ?'--E(K

Prof. Dr. Armando Augusic Henngues Viesra

UFSCar
y A 7 )
QUL Lecbsas
Profa. Dra. Odete Rocha
UFSCar

$ 7 et
YR YL ,. /, B
Profa. Dra. Inessa Lagativa Bagatini
UFSCar

f (;7’/‘," /,/'—-,
8 Ctgons |«
Profa. Dra. Vanessa Colombo Corbi
UNIARA

oo

Profa. Dra. Célia Leite Sant’/Anna
IB




"Mas eu ndo quero me encontrar com gente louca", observou Alice.

"Vocé nao pode evitar isso"”, replicou o gato.

"Todos nds aqui somos loucos. Eu sou louco, vocé é louca".

"Como vocé sabe que eu sou louca?" indagou Alice.

"Deve ser", disse o gato, "ou ndo estaria aqui ..."

Lewis Carroll — Alice no Pais das Maravilhas (1865)
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RESUMO

A identificagdo de organismos da familia Selenastraceae feita através de microscopia Optica e
baseada apenas em caracteristicas diacriticas vem sendo questionada atualmente a partir de
estudos moleculares. Conflitos entre os resultados filogenéticos, morfoldgicos e 0s genéticos
foram constatados ap06s analises de um grande nimero de espécies de Selenastraceae, sendo
que os erros na identificacdo e, consequentemente, na classificacdo dessas espécies implicam
diretamente na subestimacdo da familia Selenastraceae. Uma alternativa para que estes
fossem evitados seria a utilizacdo de uma abordagem taxondmica polifasica para essa familia,
aliando morfologia, genética, fisiologia e quimiotaxonomia. Portanto, a utilizacdo dos acidos
graxos presentes nessas microalgas como alternativa para auxiliar na identificagdo parece
viavel. Com base nessas informacdes, o presente trabalho analisou os acidos graxos de
dezesseis cepas de microalgas pertencentes a familia Selenastraceae e encontrou &cidos
graxos especificos e que podem diferenciar as cepas de microalgas e apresentou acidos graxos
indicadores das familias Selenastraceae (C18:3w3 ¢ C18:4®6), Scenedesmaceae (C18:2w6,
C18:1w9, C16:2w6) e Oocystaceae (C18:3w6) e, também para 0s géneros Monoraphidium
(C16:109 e C16:3w6), Coelastrum (C18:109) e Nephrocytium (C18:3w6). Entre as
Selenastraceae foram detectados também acidos graxos com potencial para a producdo de
biocombustiveis (C18:1®9), alimentacdo de animais (C16:0) e poli-insaturados para a
suplementacdo nutricional humana (C18:3w3, C18:2w6 ¢ C16:4w3), de acordo com a fase de

cultivo desses organismos.



ABSTRACT

The identification Selenastraceae family organism is performed by optical microscopy only
on diacritic characteristics, what has been questioned from recent molecular studies. Conflicts
between phylogenetic, morphologic and genetic results were found after analysis of a large
number of species Selenastraceae, and misidentification and consequently error in the
classification directly leads to that the underestimation of species from Selenastraceae family.
An alternative to these errors in identification and classification would be avoided using a
polyphasic taxonomic approach to this family, combining to morphology, genetics,
physiology and chemotaxonomy. Therefore, the use of fatty acids found in microalgae as an
alternative to contribute assist in identification can be feasible. Using this information, this
study considered the fatty acids of sixteen strains of microalgae from Selenastraceae family
and found specific fatty acids and may differentiate between strains of microalgae and has
presented fatty acids indicators from the Selenastraceae families (C18:3w3 and C18:4w6),
Scenedesmaceae (C18:2w6, C18:109, C16:2w6) and Oocystaceae (C18:3w6) and also genera
Monoraphidium (C16:1@9 and C16:3w6), Coelastrum (C18:1w9) and Nephrocytium
(C18:3m6). Among Selenastraceae was detected potential with fatty acids for the production
of biofuels (C18:109), to feeding to animals (C16:0) and polyunsaturated for human
nutritional supplements (C18:3w3, C18:206 and C16:4®3) according the growing stage of

these organisms.
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APRESENTACAO DA TESE

A tese € apresentada da seguinte maneira: Parte 1 - Introducdo geral; Parte - 2
Objetivos; Parte 3 - Capitulo 1 e Capitulo 2 (com resultados, discussdes, conclusfes e
referéncias bibliograficas); Parte 4 - Conclusdo Geral e Anexos.

Cada capitulo foi escrito no formato de um artigo cientifico, com seus respectivos resumos,
introducdo, material e métodos, resultados, discussdo, conclusdo e referéncias bibliograficas.

Em virtude da tese ter sido redigida na forma de artigos e ainda haver uma introducéo
geral e conclusdo geral, repeti¢fes nos textos tornam-se inevitaveis.

No capitulo 1 apresentamos os resultados obtidos em um estudo sobre a utilizacdo do
perfil de &cidos graxos como uma ferramenta quimiotaxonémica auxiliar para a identificacdo
de espécies de microalgas da familia Selenastraceae. Para isso foram utilizadas trés técnicas
analiticas distintas para avaliarmos a melhor forma de obtencédo e identificacdo dos acidos
graxos das microalgas: a cromatografia em fase gasosa (GC/FID), a cromatografia de camada
fina (Thin-Layer Chromatograph - TLC) por latroscan-Chromarold e a espectrometria de
massas (GC/MS).

O segundo capitulo apresenta o perfil lipidico e as classes lipidicas encontradas para as
espécies de Selenastraceae estudadas. Destacamos sua importancia econémica e ecoldgica, e
ainda apresentamos os resultados sobre a composicdo lipidica de algumas cepas de
Selenastraceae para fases de crescimento distintas.

Por fim, uma breve conclusdo geral foi elaborada com base nos dois capitulos
apresentados.

As analises de &cidos graxos por cromatografia a gas (GC/FID) e de classes lipidicas
(TLC/FID) das microalgas foram realizadas durante o estdgio no Ocean Science Centre, na
Memorial University of Newfoundland, St. John’s, NL, Canada, sob a supervisdo do Dr.

Christopher C. Parrish.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Selenastraceae

As Chlorophyceae representam diversas linhagens de algas verdes que habitam
principalmente ambientes de agua doce ou terrestre em todo o mundo, e dentro de
Chlorophyceae, a ordem Sphaeropleales compreende diversos taxa, com grande importancia
ecologica (Tippery et al., 2012). Entre eles, a familia Selenastraceae, que € constituida por
microalgas verdes de agua doce, com ocorréncia cosmopolita (Krienitz et al., 2001). Os
géneros mais comuns dessa familia sdo Ankistrodesmus, Monoraphidium, Selenastrum e
Kirchneriella, os quais possuem caracteristicas morfoldgicas especificas, mas aparentemente
ndo tdo distintas entre si. Por exemplo, suas células podem ser alongadas ou cilindricas ou
fusiformes, tendo suas terminagfes pontiagudas ou arredondadas, vivendo em col6nias ou em
células isoladas, se reproduzindo exclusivamente por autosporia. (Komarék & Fott, 1983;
Krienitz et al.,2001; Fawley et al.,2005). Entretanto, os limites morfoldgicos de varias dessas
espécies muitas vezes sdo subjetivos, levando a erros na diferenciacdo das espécies.

A identificacdo da familia Selenastraceae tem sido realizada com base em suas
caracteristicas morfoldgicas através de microscopia Optica hd muito tempo (Fawley et al.,
2005). Além da morfologia relativamente simples, a complexa identificacdo desses
organismos deve-se também ao fato de apresentarem apenas reproducdo assexuada,
impossibilitando a utilizacdo do conceito bioldgico de espécie descrito por Mayr (1942), o
autor se refere a populagdes naturais intercruzantes e que sao reprodutivamente isolados e,
portanto, aplicados somente para organismos com reproducao sexuada. Por isso taxonomistas
adotaram o conceito morfoldgico de espécies, usando caracteristicas morfologicas diacriticas
para a maioria das algas verdes cocoides (Krienitz et al., 2012). Desta forma, a utilizacdo de

caracteres morfoldgicos para a determinacdo de espécies de Selenastraceae, principalmente



para géneros polifiléticos, como Ankistrodesmus e Monoraphidium, tem sido questionada, e
ainda sugerem que a diversidade desta familia, tem sido bastante subestimada (Fawley et al.,
2005).

Resultados de analises moleculares através dos genes 18S rDNA realizadas por
Krienitz et al. (2001) e rbcL por Garcia et al. (2017), para essa familia, colocaram em questdo
a precisdo dos diversos taxa de Selenastraceae. As dificuldades nas identificagGes destas
espécies, que antigamente pertenciam a ordem Chlorococcales, as tornam interessantes por
demonstrarem claramente os conflitos entre abordagens filogenéticas, morfol6gicas e
moleculares (Krienitz et al., 2003). Portanto, a utilizacdo de alguns critérios simples (e.g.
presenca de pirendides), para a determinacdo de géneros ou espécies em Selenastraceae ndo
pode ser aceita (Krienitz et al., 2001). A auséncia de reproducdo sexuada poderia levar a um
“gradiente” de tdxons sem delimitacdo clara entre as espécies. Por esses motivos Fawley et al.
(2005) propuseram que uma melhor abordagem para essa familia seria um estudo baseado em
taxonomia polifasica aliando morfologia, genética, fisiologia e quimiotaxonomia.

Os acidos graxos e a identificacdo das microalgas

A quimiotaxonomia € a utilizacdo de meios de classificagdo ou identificacdo de
organismos com base na sua diversidade quimica de perfis quantitativos ou qualitativos de
acidos graxos, proteinas, carboidratos e outros (McMullin, 2008). Os estudos sobre a
qguimiotaxonomia exploram a evolucdo e a filogenia de organismos por meio de analises
quimicas de seus metabolitos secundarios, indicam um fendtipo que € uma expressao de
caracteristicas genética e das espécies (Takeda, 1993).

Esse sistema de classificacdo taxonémica polifasica na delimitacdo de espécies provou
ser um esquema reconhecido e praticavel, que combina caracteristicas bioquimicas e
fisioldgicas, e que obteve sucesso para algumas espécies de Chlorella sp., por exemplo (Huss

etal., 1999).



Petkov & Garcia (2007), em estudo com Chlorella minutissima, obtiveram resultados
contraditorios em relagdo aos &cidos graxos encontrados, o que segundo esses autores,
demonstra claramente identificacdo errdnea atribuida a este género.

A ampla variedade de &cidos graxos produzidos por um diverso nimero de microalgas
(Harwood et al., 2008; Breuer et al., 2013), tem gerado interesse sobre esses tipos de
metabolitos mas, principalmente sobre essas espécies fitoplancténicas em todo o mundo (Viso
etal., 1993).

Os acidos graxos por sua vez sdo metabolitos conservados da rota acetil-CoA e tém
sido extensamente estudados no contexto quimiotaxondmico em microalgas (Petkov & Garcia
2007; Kumari et al.,2012), sugerindo que a composicao dos acidos graxos poderia caracterizar
tdxons como classes, ordens, géneros, e eventualmente até espécies de microalgas, como
diatomaceas marinhas (Viso et al., 1993), cianobactérias (Vargas et al., 1998), microalgas
verdes (Petkov & Garcia, 2007), etc.

As microalgas como fonte de energia

Além de auxiliar na classificacdo taxonémica, os &cidos graxos podem ser Uteis
também como marcadores quimiotaxonémicos, e monitorar mudancas nas comunidades
fitoplanctonicas, por fornecerem informacdes sobre a qualidade nutricional desses organismos
para toda a cadeia alimentar (Taipale et al., 2016). Outras aplicacdes sdo atribuidas ao recente
interesse nas microalgas, e entre elas estdo a possibilidade de usar esses organismos como
fonte de acidos graxos essenciais para a nutricdo humana, aquicultura ou producdo de
biocombustiveis (Bergé et al., 2005; Parrish et al., 2014).

Habilidades como a conversdo de luz solar em energia quimica através da fotossintese,
taxa de crescimento mais elevada do que as plantas terrestres, a capacidade de acumular

grande quantidade de lipidios em suas células, o crescimento em diversos tipos de sistemas de



cultivo, entre outros, faz com que a producdo de biocombustiveis de microalgas seja viavel,
mas depende da escolha apropriada das cepas (Milano et al., 2016).

Os FAMEs

Os triacilglicerideos presentes nas microalgas sdo convertidos em ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME - fatty acids methyl esters) para producdo de biodiesel, e podem ser
comparados as oleaginosas, tais como soja e canola, atualmente utilizadas para a producgéo de
biodiesel (Menezes et al., 2013). Como uma alternativa para eliminar algumas etapas no
processo de extracdo e purificacdo dos lipidios, a transesterificacdo direta (DT) da biomassa
algal, processo adaptado por Hartman & Lago (1973), pode produzir ésteres metilicos de
acidos graxos a partir de um alcool e um catalisador (acido ou béasico) direto na matriz lipidica
por um processo de esterificagdo “in situ”, ou seja, quando a catalise acontece sem a extracao
prévia dos lipidios (Soares, 2012). Segundo, Griffiths et al. (2010), a eficiéncia da
transesterificacdo tende aumentar quando ha uma combinacdo entre as catalises acidas e
béasicas, como demonstrado em estudos onde a biomassa de microalgas liofilizadas foram
submetidas a transesterificacdo direta (Antoniosi-Filho, 1995; Soares, 2012).

A partir da transesterificacdo direta dos lipidios extraidos, na forma de FAMEs, é
possivel identificar e quantificar os cidos graxos usando técnicas de cromatografia a gés, isso
porque, os ésteres gerados sdo mais volateis que seus compostos de origem (Antoniosi-Filho,
1995).

A cromatografia

A primeira técnica usada para identificar e quantificar os compostos e lipidios
individuais foi a cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (GC/FID), que
continua sendo usada até os dias atuais. Outra ferramenta analitica amplamente usada para
compostos organicos € a espectrometria de massas por impacto de elétrons (MS, mass

spectrometry electron-impact) que fornecem informacdes estruturais (Parrish, 2013).



A combinacdo entre essas duas técnicas analitica de deteccdo de compostos ou
substancias, € frequentemente utilizada para a analise de compostos volateis, devido ao seu
alto desempenho, pois combina a alta seletividade e eficiéncia de separa¢do da cromatografia
a obtengdo de informacdo estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade da
espectrometria (Chiaradia et al., 2008). O espectrometro de massas mede a razdo massa/carga
(m/z) dos ions e o cromatograma contendo todos os ions produzidos é chamado
cromatograma de ions totais (total ion chromatogram) (Chiaradia et al., 2008).

Outro tipo de técnica analitica para lipidios de amostras aquaticas é a cromatografia de
camada fina (Chromarod Thin-Layer Chromatograph - TLC), utilizando latroscan por
detector de ionizacdo de chama (TLC/FID). TLC/FID nos fornece informacgdes sobre as
classes lipidicas e, a partir das classes, uma medida de lipidios totais (Parrish et al., 2014). Os
acidos graxos sdo obtidos através da hidrélise de ésteres em classes de compostos como:
armazenamento de energia, componentes de membranas, produtos de degradacdo de lipidios
ou atée mesmo classes de poluentes (Parrish, 1987; Mourente et al., 1990).

O presente trabalho esta vinculado a um projeto tematico (Processo 2011/50054-4)
que visa efetivar um banco de germoplasma de microalgas crio-preservado, com identificagcdo
por DNA-barcode e informacBes sobre alguns compostos, como 0s acidos graxos, que

eventualmente possam ter aplicagdes ecoldgicas e econémicas.
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HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipdteses
A) A composicdo lipidica é uma ferramenta auxiliar para diferenciar espécies de microalgas;

B) Entre os diversos acidos graxos produzidos pelas microalgas existem compostos de

importancia econémica e/ou ecoldgica.
Objetivos

1) Testar a utilizacdo do perfil dos &cidos graxos na quimiotaxonomia das especies do

complexo da familia Selenastraceae.

2) Adicionar informag6es de marcadores aos dados das espécies a serem incluidas no banco

do germoplasma;

3) Investigar as possibilidades de aplicagdes tecnoldgicas dos &cidos graxos.

10



CAPITULO 1

OS ACIDOS GRAXOS COMO UMA FERRAMENTA QUIMIOTAXONOMICA
PARA ESPECIES DA FAMILIA SELENASTRACEAE (SPHAEROPLEALES,

CHLOROPHYCEAE).
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1.1. RESUMO

A familia Selenastraceae compreende um grande nimero de espécies de microalgas verdes de
agua doce, conhecidas por possuirem caracteristicas morfoldgicas variaveis, porém sutis entre
si, o que dificulta a identificacdo dessas espécies dentro da familia. Isso faz com que o
emprego dos caracteres diacriticos da taxonomia morfolégica tradicional ndo seja efetivo na
diferenciacdo de muitas espécies da familia. A quimiotaxonomia baseada em &cidos graxos,
mais especificamente nos ésteres metilicos de acidos graxos (FAME, do inglés fatty acid
methyl ester), poderd auxiliar a redimir duvidas que possam surgir a0 empregar outras
abordagens, como estudos de sistematica filogenética de algumas espécies da familia
Selenastraceae. Primeiramente, trés técnicas de extracdo e analises dos FAMESs presentes nas
microalgas foram testadas: a primeira técnica foi a Transesterificacdo Direta (TD) da
biomassa algal seca e a analise por espectrometria de massas (GC/MS), a segunda foi a
extracao e transesterificacdo com cloroférmio e metanol seguida por analise de Cromatografia
a gas (GC/FID) e, por ultimo, extracdo e transesterificacdo (cloroférmio e metanol) por
cromatografia de camada fina (Thin-Layer Chromatograph - TLC) para separacdo em classes
lipidicas utilizando o latroscan-Chromarold. Os testes foram realizados em 13 cepas e 12
espécies, sendo cepas da familia Selenastraceae. A analise por TLC forneceu nove classes
lipidicas, e pode explicar 67% das cepas e 85% das espécies para a quimiotaxonomia. A
analise por GC-FID forneceu 21 acidos graxos e foi eficiente na separacdo de espécies,
porém, o perfil de &cidos graxos fornecido pela TD-GC/MS foi a que apresentou melhores
resultados para a quimiotaxonomia de Selenastraceae, utilizando 13 FAMEs. A separacdo
entre cepas de Selenastraceae explicou 92% da variacao do perfil de &cidos graxos obtida pela
técnica de transesterificacdo direta da biomassa (TD) em conjunto as anélises de GC/MS,

enquanto que a separacdo entre espécies explicou 85% da variagdo encontrada. Apoés a pré-
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andlise, a técnica de TD utilizando GC/MS foi escolhida entre as demais técnicas testadas. A
anélise posterior utilizando 18 cepas de microalgas, dentro de oito géneros, incluindo o
recém-descrito género Curvastrum, demonstrou uma tendéncia na organizac¢do das cepas em
relacdo aos acidos graxos, resultando no arranjo de trés grandes conjuntos na andlise de
Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico (NMDS) e puderam explicar 97% a separacao

das cepas e 93% das espécies.
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1.2.ABSTRACT

The family Selenastraceae comprises a large number of freshwater green microalgae species,
known as possessing different morphological features, however subtle to one another, which
makes difficult the identification of these species within the family. The chemotaxonomy
based on fatty acids, specifically the fatty acid ester methyl (FAME), may help to redeem
questions that arise when employing other approaches, such as phylogenetic systematics
studies of some species of Selenastraceae. We tested three techniques for extraction and
analysis of FAMEs present in the microalgae: the first technique is the direct
transesterification (DT) of biomass and analysis by mass spectrometry (GC/MS), the second
was the extraction and transesterification with chloroform and methanol followed by gas
chromatography analysis (GC/FID) and, finally, extraction and transesterification (chloroform
and methanol) by TLC (Thin-Layer Chromatograph - TLC) for the separation of lipid classes
by using latroscan-Chromarold. The tests were performed on 13 strains and 12 species, where
12 were identified as belonging to the Selenastraceae. TLC analysis provided nine lipid
classes, and could explain 67% of the strains and 85% of species for chemotaxonomy. GC-
FID analysis provided 21 fatty acids and was efficient in the separation of species, however,
the fatty acid profile provided by DT-GC/MS showed the best results for chemotaxonomy of
Selenastraceae using 13 FAME’s. The separation between the Selenastraceae strains
explained 92% of the variation in the fatty acid profile obtained by the direct
transesterification of the biomass technique (DT) in conjunction with analysis GC/MS as the
separation between species explained 85% of the variation found. DT technique using GC/MS
was used for further analysis of other strains of microalgae. Further analysis using 18 strains
within eight genera, including the newly described genus Curvastrum, demonstrated a

tendency in the organization of the strains in relation to fatty acids, resulting in the
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arrangement of three large sets in the Non-Metric multidimensional scaling analysis (NMDS)

and could explain 97% separation of strains and 93% of species.
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1.3.INTRODUCAO

A familia Selenastraceae Blackman & Tansley (1903) abrange as algas verdes
arranjadas de forma solitaria ou colonial, sem flagelos e morfologia celular simples, com
formatos fusiformes, cilindricas, retas ou falciformes, espirais ou curvadas (Krienitz et al.,
2001). A colocacdo de algumas familias descritas acima em Chlorococcales, (e.g.
Scenedesmaceae e Selenastraceae) foi questionada recentemente, sendo realocadas na antiga
ordem Sphaeropleales, de acordo com estudos moleculares (Tippery et al., 2012; Buccheim et
al., 2001).

Os representantes das Selenastraceae sdo habitualmente encontrados em todos o0s
ambientes aquaticos continentais, e podem produzir grandes quantidades de biomassa algais
em lagos, ambientes encharcados, reservatorios e rios (Messyasz, 2003; Tas & Gonulol,
2007). A subestimacdo da riqueza das espécies de Selenastraceae é atribuida as classificagdes
errdneas em nivel de género e a ocorréncia de diversidade criptica, as quais sdo baseadas em
apenas um caractere morfologico de dificil definicdo e interpretacbes subjetivas em
microscopia Optica (Fawley et al.,2005). Desta forma, o emprego dos caracteres diacriticos da
taxonomia morfoldgica tradicional é considerado insuficiente na diferenciacdo de muitas das
espécies da familia. Por esse motivo, Fawley et al. (2005) propuseram que uma melhor
abordagem para essa familia seria um estudo baseado em taxonomia polifasica aliando
morfologia, genética, fisiologia e quimiotaxonomia. Pressupde-se, com base na sua
variabilidade morfoldgica, que devam existir centenas de tdxons em Selenastraceae (Fawley
et al.,2005). Especialmente por apresentar uma morfologia simples, esta familia tem passado
por revisGes taxondmicas recentes com base na biologia molecular e morfologia, pois a
identificacdo baseada apenas em morfologia ndo tem demonstrado ser suficiente para elucidar

sua filogenia (Garcia et al.,2016; Krienitz et al., 2011).

16



Geneticamente determinados e evolutivamente muito antigos, os acidos graxos s&o
metabolitos primarios da rota da acetil-CoA, sendo compostos conservados e, portanto,
potencialmente utilizdveis como caracteristica quimiotaxonémica (Petkov & Garcia, 2007).

Ao menos 76 &cidos graxos (na forma de metil-ésteres de acido graxo, do inglés fatty
acid methyl ester - FAME) de microalgas ja foram identificados como pertencentes a varios
taxa superiores, como classes e divisfes, incluindo Cyanobacteria (Volkman et al., 1997,
Vargas et al., 1998; Mooney et al., 2007; Petkov & Garcia 2007; Lang et al., 2011; Shukla et
al., 2012).

Estudos recentes, baseados na identificacdo de novos &cidos graxos, reportaram a
utilizacdo de perfis lipidicos de algas como biomarcadores (Lang et al., 2011, Taipale et al.,
2013, Taipale et al., 2016). Isso é possivel, porque as microalgas possuem composi¢do de
acidos graxos diferente entre os diversos grupos algais, de acordo com sua posicao
qguimiotaxondmica (Bergé et al., 2005).

H& um consenso sobre a composicdo de acidos graxos diferenciarem as grandes linhas
filogenéticas algais, com base na origem dos seus cloroplastos. Os perfis dos grupos
estudados até o momento demonstraram que a composi¢cdo dos acidos graxos poderia
caracterizar niveis taxonémicos especificos como classes, ordens, géneros, e eventualmente
até espécies de microalgas verdes (Petkov & Garcia 2007), haptofitas (Volkman et al.,1997),
dinoflagelados (Mooney et al., 2007) e cianobactérias (Vargas et al.,1998). Padrbes de
FAMEs semelhantes foram definidos para o género Dunaliella Teodoresco (Volvocales,
Chlorophyceae) quando cultivadas em condicdes estritamente idénticas (Viso et al.,1993),
pois os acidos graxos podem ser alterados conforme as condicdes de cultivos.

Embora existam também evidéncias contrarias sobre a validade da utilizacdo do perfil
de &cidos graxos para discriminacao de géneros ou espécies (Lang et al., 2011), a maioria das

incongruéncias encontradas € principalmente atribuida a identificacdo morfologica errada das
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microalgas (Liu & Li 2001; Poerschmann et al.,2004; Petkov & Garcia 2007) e as
contaminagGes com bactérias e/ou fungos, por outros organismos eucarioticos ou ainda
amostras mal purificadas (Petkov & Garcia, 2007).

Abordagens sistematicas que incluem varios géneros diferentes de microalgas,
especialmente aquelas vindas de habitat de &gua doce ou terrestre, ainda sdo desconhecidas e
a analise dos perfis de acidos graxos totais, bem como a sua ocorréncia em diferentes classes
de lipidios em microalgas é uma &rea emergente e que se acredita que poderd revelar e
identificar novos grupos funcionais (Lang et al., 2011).

Dada a dificuldade encontrada para a taxonomia de Selenastraceae, o uso potencial dos
lipidios em quimiotaxonomia e os escassos estudos com essa finalidade em microalgas de
agua doce, andlises de FAMES em espécies pertencentes a familia Selenastraceae, no presente
estudo foram realizadas a fim de obter mais informacgdes sobre a relacdo entre os acidos
graxos e a identificacdo de espécies. Abordagens taxondmicas polifasicas, como as
guimiotaxondmicas, associadas a taxonomia morfoldgica tradicional e a biologia molecular,
podem auxiliar na taxonomia e identificacdo desse grupo complexo e ecologicamente

importante em ambientes tropicais de agua doce.
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1.4 MATERIAL E METODOS

Trés técnicas analiticas distintas foram testadas e tiveram seus resultados comparados
para analises dos perfis de acidos graxos: a cromatografia em fase gasosa (GC/FID), o
fracionamento em classes lipidicas e cromatografia de camada fina analisadas por latroscan-
Chromarold (TLC) (Hixson et al., 2013) e analise de espectrometria de massas (GC/MS).
Para cada técnica empregada, um procedimento metodoldgico responsavel pela extracdo dos
acidos graxos e sua posterior conversdao em ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES) foi
empregado, como descrito a seguir.

A extracdo para analise em GC/MS utilizando solventes organicos foi seguida pela
técnica da transesterificacdo direta da biomassa (TD) (Hartman & Lago, 1973; Antoniosi-
Filho, 1995).

Transesterificacdo (ou derivacdo) usando H,SO, em MeOH (Hixson et al.,2013) foi
adotada para analises de GC/FID e TLC. Todos os métodos usados aqui foram capazes de
produzir ésteres metilicos que puderam ser identificados e quantificados com as técnicas

analiticas utilizadas.

Selecéo das cepas

As microalgas foram obtidas das culturas axénicas mantidas na Colecdo de Culturas de
Microalgas de Agua Doce do Departamento de Botanica da Universidade Federal de S&o
Carlos (CCMA-UFSCar), Sdo Paulo, Brasil. Doze cepas pertencentes a familia Selenastraceae
(Tabela 1.1) foram escolhidas para a analise comparativa de técnicas, incluindo duas cepas da
espécie Ankistrodesmus densus Korshikov, (CCMA-UFSCar 128 e CCMA-UFSCar 239),

porém coletadas regifes e datas diferentes.
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Tabela 1.1 Relacdo das dezesseis cepas pertencentes a familia Selenastraceae e dois grupos
externos analisados por cromatografia gasosa e espectrometria de massa (GC/MS). Os
asteriscos indicam as 13 cepas utilizadas na pré-analise usando trés técnicas: TLC, GC/ FID e

GC/MS.
Cepa Taxon Local e data da coleta
Selenastraceae
CCMA-UFSCar 3 Ankistrodesmus densus Korshikov 1953 Represa do Broa - SP (1979)
CCMA-UFSCar 128 Ankistrodesmus densus Korshikov 1953* Represa de ltaipa (2009)
CCMA-UFSCar 239 Ankistrodesmus densus Korshikov 1953* Represa Mat&o ( 2010)
CCMA-UFSCar 333 Ankistrodesmus fusiformis Corda ex Korshikov 1953*  Rio Madeira RO (2011)
CCMA-UFSCar 83 Ankistrodesmus flexuosus (Komarek) Ergashev 1974  Represa ltaipu (2009)

i Ankistrodesmus  stipitatus (Chodat) = Komarkova- Lagoa da Gléria, - MG
CCMAURSCar2r7 Legnerova 1969* (2011)
CCMA-UFSCar 455 Chlorolobion braunii (Nageli) Komarek 1979* Analdndia (2012)
CCMA-UFSCar 123 Kirchneriella aperta Teiling 1912* Jatai (1992)
CCMA-UFSCar 24 Monoraphidium arcuatum (Korshikov) Hindak 1970* Represado Broa (1979)

i Monoraphidium  contortum (Thuret) Komarkova- Represade Guarapiranga
CCMAURSCar 306 Legnerova 1969* (2010)
CCMAURSCar 176 Monoraphldlum griffithii (Berkeley) Komarkova- Jatai (1993)

Legnerova 1969*
CCMA-UFSCar 353 Monoraphidium komarkovae Nygaard 1979* Pantanal (2011)
CCMAURSCar 325 Mono_raphldlum pseudobraunii (Belcher & Swale) RioMadeiraRO (2011)
Heynig 1979
__— . Represa do Monjolinho

| *
CCMA-UFSCar 47 Selenastrum bibraianum Reinsch 1866 UFSCar (2008)
CCMA-UFSCar 241 Selenastrum bibraianum Reinsch 1866 Matdo (2010)
CCMA-UFSCar 350 Curvastrum pantanale T.S. Garcia 2016* Pantanal (2011)
Oocystaceae
CCMA-UFSCar 65 Nephrocytium lunatum West 1892* Jatai (1987)
Scenedesmaceae
CCMAUFSCar60  Coelastrum sphaericum Néigeli 1849 Parque Ecologico S0

Carlos (1986)
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Apos a escolha da técnica mais adequada, uma analise quimiotaxonémica mais
refinada foi realizada em 18 cepas, sendo trés cepas de Ankistrodesmus densus (CCMA-
UFSCar 3, CCMA-UFSCar 128 e CCMA-UFSCar 239) e duas de Selenastrum bibraianum
Reinsch (CCMA-UFSCar 47 e CCMA-UFSCar 241), (Tabela 1.1). Nephrocytium lunatum
West  (Oocystaceae) (CCMA-UFSCar 65) e Coelastrum sphaericum  Nageli

(Scenedesmaceae) (CCMA-UFSCar 60) foram utilizadas como grupos externos.

Curvas de crescimento

Para a determinacdo da fase de crescimento, as cepas (Tabela 1.1) foram cultivadas
em réplicas em frascos de vidro de 1 L com volume de 0,8 L do meio de cultivo WC
“Wright’s Cryptophyte” ( Guillard & Lorenzen, 1972), pH 7,0. As condigdes de cultivo foram
idénticas para todas as espécies: intensidade luminosa de ~300 pmol de fotons m? st
fotoperiodo de 12/12 horas (claro/escuro), sob borbulhamento constante de ar comprimido
0,05 L.min™ e sendo o cultivo iniciado com inéculos de 10* células/mL, determinados por
contagem de células em camara Fuchs Rosenthal 3.2 (catalog No. 3720, Hausser Scientific,
Horsham, PA).

As curvas de crescimento foram obtidas e expressas pela concentracdo de clorofila-a
(Chl-a) in vivo por fluorometria em Fluorémetro Turner Trilogy, equipado com modulo Chl-a

in vivo (Turner Designs, Sunnyvale, CA); as amostragens foram realizadas em intervalos de

no maximo 48h até o estabelecimento da fase estacionaria de crescimento.
Cultivos experimentais

Ap0s a obtencdo das curvas de crescimento, as cepas foram cultivadas em tréplicas em

frascos de vidro de 2 L contendo o volume de 1,8 L de meio de cultivo WC, pH 7.0 e com
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concentracdo inicial de 10 células/mL, nas mesmas condicBes de cultivo descritas
anteriormente.

Ao atingirem a metade da fase de crescimento exponencial (determinada pelas curvas
de crescimento), as culturas foram concentradas em centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5804),

a 10°C e velocidade de 11.5 x g por 10 minutos.

Transesterificagdo Direta (TD)

A extracdo de acidos graxos totais e a conversdo para FAMEs foi feita segundo o
método de Transesterificacdo Direta (TD) (Hartman & Lago, 1973) e adaptado para
microescala (Antoniosi-Filho, 1995). O método de TD empregado foi o “one step”, onde os
acidos graxos sao liberados diretamente da biomassa liofilizada durante a transesterificacdo
direta, sem a necessidade de homogeneizacado e extragcdo com cloroférmio e metanol (Griffiths
etal., 2010).

Para realizar a TD, duas solucdes foram necessarias: solucdo esterificante (2,0 g de
cloreto de amonio, 60 mL metanol anidro e 3,0 mL de acido sulfurico), feita por refluxo em
baldo de fundo redondo acoplado a um condensador, durante 15 min a 100°C em manta
aquecedora (Fisatom modelo 52E — classe 300) e a solucdo de 0.5 M de metoxido de potassio
(CH3KOH 2,8 gramas de hidroxido de potassio em 100 mL de metanol anidro). A biomassa
algal seca (~50 mg) acondicionada em vials de vidro, recebeu 3 mL da solucdo de metdxido
de potassio e foi aguecida em banho-maria (10 min a 90°C) e posteriormente resfriada. Apos,
foram adicionados 9 mL de solucdo esterificante e foi novamente aquecida (10 min a 90°C,
em banho-maria) e resfriada em banho de gelo. Por fim, os extratos receberam 5 mL de n-
heptano e 2 mL de agua destilada. Os vials foram agitados manualmente até a separacao das

fases. A fase organica superior, contendo os FAMEs em n-heptano, foi coletada com uma
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pipeta Pasteur, e recolhidas em frascos de cromatografia de 1,5 mL e acondicionadas em
freezer -20°C até as andlises cromatogréaficas.

Os FAMEs obtidos por (TD) foram analisados em cromatografo a gas Agilent 7890
acoplado ao Espectrémetro de Massa Agilent 5975 (Agilent Technologies, Inc. USA), com
coluna Agilent HP-5MS (5% Phenyl Methyl Silox 30 m x 250 um x 0.25 um). As analises
foram conduzidas sob as seguintes condicdes: energia eletronica de 70 eV, temperatura da
fonte de ions a 230°C e temperatura para a linha de transferéncia (Thermal aux. 2) a 280°C.
As injecdes (tréplicas) foram feitas manualmente usando uma micro-seringa. A temperatura
do injetor foi programada para 120°C, o volume de inje¢éo foi de 1uL no modo splitless. O
hélio (5.0 analitico) foi usado como gas de arraste sob pressao de 1.924 psi em fluxo total de
15,926 mL/min. A temperatura inicial do forno foi mantida a 70°C durante 10 min, em
seguida, sob taxa de aquecimento de 5°C/min atingiu 250°C, se mantendo constante por 15
min até o final da analise das amostras.

A identificacdo dos FAMEs foi feita pela comparacdo dos tempos de retencéo (T.R)
dos padrdes internos FAME MIX C8-C24 (Supelco Product number 18918) e seus
respectivos espectros de massas obtidos atraves da biblioteca NIST11.L (National Institute of
Standards and Technology), do software AMDIS 32 Analysis (Automated Mass Spectral
Deconvolution & Identification System) associados aos arquivos de espectros de massas
presentes na AOCS “Lipid library” do ScottishCrop Science Research Institute

(http://www.lipidlibrary.com.uk/index.html).

Cromatografia por detector de ioniza¢do de chama (GC-FID) dos acidos graxos extraidos
com cloroformio e metanol e derivatizados a metil ésteres
Os lipidios foram extraidos a partir das amostras de microalgas utilizando o método

descrito por Hixson et al. (2013). Resumidamente, 2 mL de cloroférmio (grau HPLC), 1 ml
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de metanol (grau HPLC), 1 mL de solucdo cloroférmio-metanol (2:1) e 1 mL de &gua de
extracdo (agua destilada tratada com cloroférmio) foram adicionados a ~ 50mg de biomassa
liofilizada. As amostras em tubos de ensaio foram homogeneizadas durante 30 segundos em
vortex, colocadas em sonicador em banho de gelo durante 10 minutos e centrifugadas a 125 x
g durante 2 minutos para separar a fase organica que contém os lipidios totais. A fase inferior
foi cuidadosamente retirada e transferida para frascos de vidro de 20 mL sob um fluxo

constante de N, em um evaporador (Buchler Instruments, Fort Lee, NJ, EUA).

As biomassas foram submetidas a extracdo secundaria, recebendo dessa vez apenas 3
mL cloroférmio e repassando novamente pelo mesmo processo descrito acima, mas com
tempo de sonicacdo de 4 minutos Esse procedimento foi realizado 4 vezes para a extracdo
eficiente dos lipidios totais da biomassa. Ao final de cada etapa as fases organicas foram
recuperadas e transferidas para vials de 7 mL, o solvente foi evaporado sob fluxo constante de
N, entdo os vials foram fechados sob atmosfera inerte, vedados com fita de teflon e
armazenados em freezer (-20°C) até o processo de derivatizacéo.

Um total de 1,5 mL de diclorometano e 3 mL de solugdo de Hilditch (1,5 mL de
H,SO, em 100 mL de metanol anidro) foram adicionados aos vials contendo o extrato seco,
em seguida, os vials foram novamente fechados sob N,. Apos 30 segundos em vortex e 4
minutos em sonicador, os vials foram levados a estufa por 1 hora a 100°C.

Depois de frios os frascos receberam 0,5 mL de solucdo saturada de carbonato de
sodio (9 g de bicarbonato de s6dio em 100 mL de “4gua de extragdao”, agua extraida com
cloroformio em funil de separacdo, overnight) para neutralizar os contetdos.

Em seguida receberam 0,5 mL de hexano e mais uma vez foi agitada em vortex até
que as fases fossem separadas.

A fase superior, contendo a mistura dos FAMEs em hexano foi transferida para vials

de cromatografia de 1,5 mL, o hexano foi evaporado sob fluxo de N,. Finalmente os FAMEs
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foram ressuspensos com hexano (0,5 mL), tampados e vedados com fita de teflon sob
atmosfera de N, até realizacdo das andlises cromatogréaficas por detector de ionizacdo de
chama (GC/FID).

Aliquotas dos FAMEs (1 pL) foram analisadas em cromatégrafo HP 6890 GC FID
equipado com amostrador automatico7683. A coluna utilizada foi a ZB Wax com
comprimento de 30 m e diametro interno de 0.32 mm (Phenomenex, U.S.A.).

A temperatura inicial da coluna foi de 65°C, mantida por 0,5 minuto e em seguida
aumentada a uma taxa de 40°C/min para 195°C, e mantida nessa temperatura por 15 minutos.
Finalmente, a temperatura foi elevada a uma taxa de 2°C/min até 220°C, temperatura na qual
permaneceu durante os 45 segundos finais da corrida. O hidrogénio foi usado como gas de
arraste sob fluxo de 2 mL/min. A temperatura inicial do injetor foi 150°C, aumentando 120°C
por minutos até atingir a temperatura final de 250°C. O detector permaneceu sob temperatura
constante de 260°C.

Os picos foram identificados usando o tempo de retencdo seguindo os padrdes internos
(Supelco): FAME MIX, com 37 componentes (Product number 47885-U), Bacterial acid
methyl ester mix (product number 47080-U), PUFA 1 (product number 47033) e PUFA 3
(product number 47085-U). Os cromatogramas foram integrados usando o Varian Galaxie

Chromatography Data System, versdo 1.9.3.2.

Cromatografia de camada fina latroscan-Chromarod (TLC)

A Cromatografia de camada fina Chromarod (TLC — Thin-Layer Chromatograph),
com a deteccdo por ionizacdo de chama latroscan (FID — Flame lonization Detector), foi
usada para a determinacdo das classes lipidicas, sendo esse procedimento dividido em trés
etapas nas Chromarods (Parrish, 1987). Esse sistema utiliza solventes de polaridade crescente

para uma completa identificacdo desses compostos nas amostras, e serd descrito abaixo.
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Os extratos lipidicos (obtidos pela extracdo de cloroférmio/metanol e derivatizacdo)
foram aplicados as hastes das “Chromarods” com o auxilio de uma micro-seringa. Em
seguida, as hastes foram concentradas utilizando acetona 100%, por duas vezes. O primeiro
sistema de solventes continha uma mistura de hexano: éter dietilico: &cido formico (98:95:
1,0: 0,05). As hastes permaneceram durante 25 minutos nesse sistema e, ap0s esse tempo,
foram removidas e levadas a cdmara de umidade constante por 5 minutos, e escaneadas
(leitura por varredura). ApoOs essa etapa, as hastes foram levadas ao segundo sistema de
solventes composto por uma mistura de hexano: éter dietilico: &cido formico (79:20:1), onde
permaneceram durante 40 minutos, e depois foram escaneadas. O terceiro sistema subdividiu-
se em duas etapas, a primeira foi desenvolvida em acetona 100% durante dois periodos de 15
minutos, e entdo, mais dois periodos de 10 minutos em cloroformio: metanol: “agua de
extragdo” (5:4:1), em seguida foram secas durante 5 minutos na latroscan e, tiveram todo o
seu comprimento escaneado novamente. Antes de cada utilizacdo dos sistemas de solventes,
as hastes permaneceram durante 5 minutos em cdmara de umidade constante. As Chromarods
foram calibradas utilizando padrdes de Sigma Chemicals (Sigma Chemicals, St. Louis, Ml,
EUA), e a identificacdo das classes lipidicas nas amostras foram feitas a partir de curvas de
calibracéo utilizando esses padroes.

Tanto as analises de GC/FID quanto por TLC foram realizadas no Ocean Science

Centre, Memorial University of Newfoundland, St. John’s, NL, Canada.

Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote R (R Core Team,
2015). Para os resultados obtidos por GC-FID e GC/MS a concentragdo relativa de cada acido
graxo para cada réplica foi utilizada como variavel (Lang et al., 2011), sendo que valores com

menos de 0,5% foram considerados como ruido (Bigogno et al., 2002) e, portanto, retirados
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das analises. Os valores brutos (maiores que zero) das diferentes classes lipidicas obtidas por
TLC foram utilizadas como parametros.

As diferencas significativas no perfil lipidico entre diferentes géneros e espécies
(definidos com base na morfologia) foram testadas por meio da andlise de variancia
multivariada permutacional (PERMANOVA), utilizando dados ndo padronizados e o0 método
de disténcia Euclidiana. A homogeneidade das variancias foi testada previamente utilizando o
comando betadisper do pacote Vegan (Oksanen et al., 2015). As diferencas entre 0s grupos e
similaridades entre réplicas da mesma cepa no perfil lipidico obtido por GC/MS, foram
visualizadas por meio de diagrama de Escalonamento Multidimensional N&o-Métrico
(NMDS). As distancias Euclidianas obtidas com dados néo transformados foram ordenadas
em duas dimens6es no NMDS. Os é&cidos graxos com diferencgas significativas entre 0s
géneros de microalgas (Ankistrodesmus, Monoraphidium, Coelastrum, Kirchneriella,
Selenastrum, Curvastrum, Chlorolobium e Nephrocytium) foram obtidos por meio de analise
de porcentagem de similaridade SIMPER (Similarity Percentages), do pacote Vegan. Em
conjunto ao SIMPER, a analise de Valor de Indicador Individual (IndVal) do pacote labdsv
(Roberts, 2015) foi realizada para obtencdo de acidos graxos indicadores (indval > 0,5 e

p=<0,001) para familias e géneros.
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1.5.RESULTADOS

Escolha da melhor metodologia para analise dos FAMEs

As analises estatisticas indicaram que CG/MS (Tabela 1.2) como melhor técnica para
obtencdo dos acidos graxos para quimiotaxonomia das cepas utilizadas. De acordo com a
PERMANOVA 92% da variacdo dos perfis lipidicos obtidos por meio da técnica de GC/MS
foi explicado pela separacéo de cepas, enquanto que a separagdo de espécies explicou 85% da
variacdo. Os valores foram mais baixos, utilizando a técnica de GC/ FID (85% para as cepas e
73% para a espécie) e a técnica de analise por latroscan TCL (67% para as cepas e 66% para
as espécies).

Portanto, a técnica de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS) foi escolhida para andlises quimiotaxonémicas posteriores, devido aos resultados
obtidos apds o teste inicial, para determinar os perfis de acidos graxos de novas espécies. Um

total de 13 &cidos graxos foram detectados entre as cepas nos diferentes taxa estudados.
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Tabela 1.2 Os resultados da analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA)
comparando os perfis de &cidos graxos de cepas e espécies de microalgas utilizando trés
técnicas analiticas diferentes: cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC/MS), a
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (GC/FID), e latroscan-
cromatografia em camada fina chromarod (TLC).

Df Ftest R? p

GC/MS Cepa 12 2225 092 <0.001
Espécie 11  12.65 0.85  <0.001
GC/FID Cepa 12 1138 085 <0.001
Espécie 11 6.00 0.73  <0.001
latroscan (TLC) Cepa 12 412 0.67 <0.001
Espécie 11  4.45 0.66  <0.001

O acrescimo de novas espécies aos perfis de acidos graxos obtidos por GC/MS,
incluindo diferentes cepas de mesma espécie, melhorou os resultados da PERMANOVA. A
separacdo de cepas apds este acréscimo explicou 97% da variacdo, bem como 93% de
variacdo em nivel de espécie. Os dados de presencga e auséncia (binarios) de acidos graxos

também tornou possivel distinguir entre as espécies de microalgas (R? = 91%) (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 Os resultados da analise variancia multivariada permutacional (PERMANOVA)
comparando os dados de composicao (%) e presenga ou auséncia (binario) de perfil de &cidos
graxos entre as 18 cepas das microalgas utilizando cromatografia gasosa com espectrometria
de massa (GC / MS).

Df Ftest R2 p

Dados composicionais Cepa 17 65.14 0.97 <0.001
Espécie 11 34.76 0.93 <0.001
Dados binarios Cepa 17 2171 091  <0.001

Espécie 11  14.24 0.84 <0.001*

*A heterogeneidade dentro variacbes podem ter levado a resultados significativos em
comparacao entre as espécies utilizando dados binarios.
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Usados em conjunto, as analises de SIMPER e IndVal (Tabela 1.4) mostraram que 0s

acidos graxos Cig 18:3w3 ¢ 18:4w6 foram indicadores a familia Selenastraceae (indval > 0.5 e

p < 0.001). Os dados estatisticos mostraram que o0s acidos graxos indicadores para

Scenedesmaceae foram 16:2w6, 18:109 e 18:2w6, 0s quais apresentaram diferencas em

comparacao com as outras familias. Para a familia Oocystaceae, 0 FAME indicador foi o

18:3w6.

Tabela 1.4 Biomarcadores potenciais (acidos graxos indicadores) para as familias estudadas,
como resultado do valor de indicador individual (IndVal, p < 0,001) e analise de percentuais
de similaridade (SIMPER). (Signif. codes: 0 *** 0.001, ** 0.01, * 0.05)

Indval

SIMPER (Abundéancia Relativa, %)

Familia

Cl16:2mw6
Cl8:109
Cl18:2w6
C18:3w3
C18:3w6
Cl18:4w6

Cluster
Scenedesmaceae
Scenedesmaceae
Scenedesmaceae
Selenastraceae
Oocystaceae
Selenastraceae

indicator value
0.5494
1
0.5829
0.5583
0.9498
0.5915

Selenastraceae Scenedesmaceae Oocystaceae

1.16 2.38 ** 0.79
- 40.05 *** -
5.75 13.46 *** 3.89
48.22 - 38.15
0.10 - 1.89 ***
4.00 *** 2.74 -
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Os &cidos graxos abundantes na maioria das cepas de Selenastraceae foram os 16:0 e
18:3w3. As cepas de A. densus (CCMA-UFSCar 3, CCMA-UFSCar 128 e CCMA-UFSCar
239) mostraram composicdo semelhante dos FAMEs (14:0, 16:2w6, 16:3w3, 16:109, 16:0,
18:4w6, 18:306, 18:2w6, 18:3w3, ¢ 18:0), resultando no agrupamento da maioria de suas
réplicas. A. densus (CCMA-UFSCar 128) ndo apresentou os Cig (18:3w6 e 18:0), porém
mostrou um alto contetdo de FAME Cs 16:4®3.

As espécies do género Monoraphidium apresentaram FAMEs de Ci; a Cig 14:0,
16:3w6, 16:4m03, 16:2206, 16:3m03, 16:109, 16:0, 18:4w6, 18:2w6, 18:3w3 ¢ 18:0. Ambas as
analises estatisticas, IndVal e SIMPER, revelaram acidos graxos indicadores para 0s géneros
Monoraphidium (16:109 e 16:3w6), Coelastrum (18:109) e Nephrocytium (18:3w6) (Tabela

1.5).
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Tabela 1.5 Biomarcadores potenciais (acidos graxos indicadores) para géneros estudados, como resultado do valor de indicador individual
(IndVal, p <0,001) e anélise de percentuais de similaridade (SIMPER).

IndVal SIMPER (Abundéancia Relativa %)

Indicato
Género  Cluster value Ankistrodesmus Chlorolobion  Coelastrum  Kirchneriella Monoraphidium Nephrocytium Selenastrum
C16:1 ®9 Monoraphidium  0.7302 0.60 - - - 1.64 ** - -
C16:3 ®6 Monoraphidium 1 - - - - 2.27 *** - -
C18:1 9 Coelastrum 1 - - 40.05 *** - - - -
C18:3 6 Nephrocytium 0.8788 0.26 - - - - 1.88 *** -

Signif. codes: 0 ***0.001, ** 0.01, * 0.05. Permutation: free Number of permutations: 1000
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A anélise de NMDS (Figura 1.1) mostrou o agrupamento entre as tréplicas de cultivo
das cepas, a eficiente separacdo entre espécies e uma tendéncia para grupos de géneros,
resultando no arranjo de trés grandes conjuntos no diagrama de NMDS. O primeiro conjunto
foi constituido pelas cepas pertencentes ao género Monoraphidium Komarkova-Legnerova
(Monoraphidium  arcuatum  Korshikov ~ (CCMA-UFSCar  24),  Monoraphidium
contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova (CCMA-UFSCar 306), Monoraphidium
griffithii (Berkeley) = Komérkova-Legnerova (CCMA-UFSCar 176), Monoraphidium
komarkovae Nygaard (CCMA-UFSCar 353), Monoraphidium pseudobraunii (Belcher &
Swale) Heynig (CCMA-UFSCar 325). O segundo conjunto foi composto por cepas
pertencentes ao género Selenastrum Reinsch, S. bibraianum (CCMA-UFSCar 47 e CCMA-
UFSCar 241). Por ultimo, o conjunto foi formando por cepas e espécies pertencentes ao
género Ankistrodesmus Corda, incluindo as cepas das espécies A. densus Korshikov (CCMA-
UFSCar 3, 128 e 239), A. fusiformis Corda ex Korshikov (CCMA-UFSCar 333) e A. stipitatus
(Chodat) Komarkova-Legnerova (CCMA-UFSCar 277), com excecao da cepa de A. flexuosus
(Komérek) Ergashev (CCMA-UFSCar 83), que ndo se agregou ao conjunto
“Ankistrodesmus”. Representantes dos géneros Chlorolobion Korshikov, Coelastrum Négeli,
Kirchneriella Schmidle e Nephrocytium West mantiveram-se dispersos no NMDS, pois eram

cepas Unicas de seus respectivos géneros.

33



Genus
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1.6.DISCUSSAO

A espectrometria de massa de cromatografia em fase gasosa (GC/MS) foi a técnica
escolhida para a analise quimiotaxondmica em Selenastraceae por ser mais precisa na
separacdo de espécies e cepas de microalgas durante a pré-analise. GC/MS é uma das técnicas
analiticas mais eficazes e amplamente utilizadas, uma vez que combina o melhor da
cromatografia com o melhor da espectrometria de massa (Chiaradia et al., 2008), devido a sua
alta capacidade em identificar misturas complexas. A ela é atribuida o progresso nos estudos
quimicos e bioguimicos dos lipidios marinhos (Bergé et al., 2005).

Em nosso estudo, o perfil de acidos graxos obtidos através da utilizagdo da GC/MS
pode ser utilizado para separar cepas (R?= 97%) e espécies (R = 93%) conforme mostrado
pela analise de PERMANOVA. Taipale et al. (2013) constataram que a principal razdo da
variacdo de acidos graxos em seu estudo foi a relacao filogenética das algas, que foi fixada em
nivel de Classe e explicou 66% da variacdo. Ndo temos dados suficientes para comparar as
variacdes entre classes. Nossos perfis mostraram semelhancas aos acidos graxos disponiveis
na literatura para os mesmos géneros e/ou familias taxonémicas (Lang et al., 2010; Lee et al.,
2010; Harwarti et al., 2012; Sahu et al., 2013; Taipale et al., 2013).

Embora o Unico género de Scenedesmaceae utilizado em nosso estudo tenha sido
Coelastrum, 0s FAMES Cis € C1g 16206, 18:109 ¢ 18:2w6, foram indicadores da familia
Scenedesmaceae, mas apenas Cig 18:109 aparece como indicador para o género (Tabelas 1.4
e 1.5). O FAME Cj5 18:109 (acido oleico) tem sido relatado em estudos com Chlorophyceae
(Sahu et al., 2013) como é&cido graxo abundante em algumas cepas de Selenastraceae e
Scenedesmaceae, e sendo determinante como indicador para a cepas da familia Selenastraceae
(Taipale et al., 2013). Porém, no presente trabalho ndo foi encontrada em nenhuma cepa de

Selenastraceae.
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Embora o FAME 18:3w3 tenha sido o 4cido graxo mais abundante na maior parte dos
perfis lipidicos das microalgas aqui estudadas, ele esteve presente em propor¢6es semelhantes
em todos os géneros. Outros trabalhos incluindo cepas da familia Selenastraceae também
descreveram 0 18:3w3 como um 4&cido graxo tipico de Chlorophyceae (Sahu et al., 2013;
Taipale et al., 2013).

A presenga e elevada concentragdo dos FAMEs 16:0 ¢ 18:3w3 em cepas de
Monoraphidium também foi observada por Yu et al. (2012), quando avaliaram os &cidos
graxos de espécies de Monoraphidium como possivel matéria-prima para a producdo de
biocombustivel mas também foi abundante em Oocystaceae. No entanto, estudos baseados
nos genes 18S rDNA e rbcL concluiram que o género Monoraphidium é polifilético (Krienitz
et al., 2001; Fawley et al., 2005; Garcia et al., 2017), o que poderia explicar a diversidade de
compostos lipidicos dentro desse grupo. Quando analisados em conjunto, 0s géneros de
Selenastraceae, o0s FAMEs C16:0 e C18:3w3 ndo foram suficientes para diferenciar
significativamente entre os géneros, embora uma separacdo tenha sido observada no NMDS
(Figura 1.1), contudo, o &cido linolénico ndo apresentou diferenca significativa em relagcdo a
cepa da familia Oocystaceae, o que pode sugerir que N. lunatum possa ndo ser representante
da classe Trebouxiophyceae, 0 mesmo descrito por Vieira et al. (2016) que, segundo o
marcador molecular tufA, a posicionou entre membros da classe Chlorophyceae.

O é&cido palmitico (C16:0) ndo demonstrou ser um bom indicador, para as familias e
géneros deste estudo, isso porque foi 0 segundo FAME mais abundante encontrado em todas
as cepas estudadas, e sem diferencas significativas entre elas. Outros estudos
guimiotaxondmicos obtiveram resultados semelhantes para esse mesmo FAME, que também
é caracteristico de Chlorophyceae (Taipale et al., 2013; Sahu et al., 2013).

Apesar do FAMEs C14:0 ter sido encontrado em maior quantidade nas cepas do

género Selenastrum, os valores a ele atribuidos ndo foram considerados significantemente
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indicativos de género ou familia, pois sua propor¢do nas demais cepas foi considerada traco
(£ 1%) ou ausente, portanto ndo considerada estatisticamente e este foi retirado das analises
(Bigogno et al., 2002). Diferentes concentra¢fes de acidos graxos ja foram encontradas em
cepas da mesma espécie (Petkov & Garcia, 2007). Portanto, 0 FAME 14:0 ndo pode estar
relacionado com a classe porque C. braunii (CCMA-UFSCar 455), C. sphaericum (CCMA-
UFSCar 60) e K. aperta (CCMA-UFSCar 123), representantes da classe Chlorophyceae, bem
como a cepa outgroup N. lunatum (CCMA-UFSCar 65) da classe Trebouxiophyceae néo
apresentaram esse FAME, embora em trabalho recente, Vieira et al. (2016) teriam levantado a
hiptese de que N. lunatum ndo seja uma representante da classe Trebouxiophyceae. A
auséncia do C14:0 na classe Trebouxiophyceae também tem sido relatada para linhagens de
Botryococcus sp. (Sahu et al., 2013), Choricystis sp. (Taipale et al., 2013) e Chlorella sp.
(Miranda et al., 2001; Yusof et al., 2011; Alves-Sobrinho et al., 2015). Entre as quatro cepas
de Chlorophyceae estudados por Sahu et al. (2013), apenas Chlorella sp. e Chlorococcum sp.
apresentaram o FAME 14:0. Para Taipale et al. (2013), nem Chlorophyceae nem
Trebouxiophyceae apresentaram o C14:0.

Os demais acidos graxos indicadores para Selenastraceae mostraram proporgoes
similares entre os géneros da familia e, portanto, foram Uteis para determinar as familias
taxonémicas quando considerados em conjunto.

As cepas de A. densus (CCMA-UFSCar 3, CCMA-UFSCar 128 e CCMA-UFSCar
239), apresentaram similaridade resultando no agrupamento de suas réplicas. Segundo Vieira
et al. (2016), essas mesmas cepas de A. densus quando submetidas a analises filogenéticas
para 0 gene tufA, agruparam-se com 0 maximo de suporte estatistico, demonstrando se
tratarem da mesma espécie, tal como observado com os FAMESs para a maioria das réplicas.
Esse achado se opbe ao encontrado por Lang et al. (2011), que ao analisarem mais de 2000

cepas de microalgas concluiram que o padrdo na distribuicdo dos acidos graxos foi adequado
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como marcador quimiotaxondmico somente para definicdo de taxa superiores de algas e ndo
para nivel de espécie, devido a vasta variabilidade de FAMEs encontradas entre elas. Estudos
moleculares recentes indicaram a polifilia do género Ankistrodesmus (Krienitz et al., 2001;
Fawley et al., 2005; Garcia et al., 2017), onde foi demonstrado que estes individuos
morfologicamente semelhantes podem pertencer a linhas evolutivas distintas. Fato este que
pode explicar a distribuicdo das cepas deste género na anélise de NMDS (Figura 1.1). Para o
género Ankistrodesmus, a analise de NMDS agrupou a maioria das cepas e suas respectivas
réplicas, com excecdo da cepa CCMA-UFSCar 83, identificada morfologicamente como A.
flexuosus, entretanto, essa cepa ndo teve sua espécie confirmada por dados moleculares e 0s
acidos graxos podem ter indicado que ha distancia entre essas espécies.

O uso de cepas axénicas nos estudos dos perfis lipidicos de microalgas garantiram
resultados relevantes na obtencdo dos &cidos. A presenca de bactéria e/ou fungos nas culturas
poderia levar a deteccao de diferentes compostos, tais como os &cidos graxos C15:0, C17:0 e
C18:1w7, facilmente detectaveis por GC/FID ou CG/MS por serem marcadores provenientes
de microrganismos ndo fotossintetizantes (Mansour et al., 2003).

No diagrama de NMDS (Figura 1.1) n6s pudemos ver o agrupamento das réplicas das
cepas cultivadas e a separacdo da familia Selenastraceae em trés grandes conjuntos de géneros
(Monoraphidium, Ankistrodesmus e Selenastrum). Em nosso estudo, a cepa Curvastrum
pantanale (CCMA-UFSCar 350), recentemente descrito por Garcia et al. (2017) apresentou
proximidade filogenética com cepas do género Ankistrodesmus. Segundo estudo filogenético
usando os genes rbcL e 18S rDNA. C. pantanale diferiu das cepas de A. stipitatus e A.
fusiformis devido a auséncia do C16:109 em secu perfil, este dado corrobora que determinados
FAMEs sdo especificos de alguns géneros, como Curvastrum.

Estudos demonstraram que a espécie Selenastrum bibraianum (espécie tipo da familia)

estd bem definida dentro de Selenastraceae baseado em dados moleculares inferidos do
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marcador 18S rDNA (Krienitz et al., 2001; Fawley et al., 2005, Garcia et. al., 2017) e gene
rbcL Garcia et al. (2017), corroborado pelos dados de NMDS gerados a partir de anélise de
FAMEs das cepas de S. bibraianum (CCMA-UFSCar 47 e CCMA-UFSCar 241).

Os estudos sobre os acidos graxos produzidos por microalgas de 4gua doce podem ir
além de sua utilizacdo para a quimiotaxonomia desses organismos. O conhecimento da
variada gama de acidos graxos produzidos pelas microalgas pode estimular importantes
aplicacOes na aquicultura, estudos sobre teias alimentares dos ambientes aquaticos, utilizagdo
nas induastrias farmacéuticas e de alimentos, producdo de biocombustiveis entre outras

(Parrish et al., 2014, Zhao et al., 2016).
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1.7.CONCLUSAO

O presente trabalho é o primeiro a descrever a utilizacdo dos perfis de acidos graxos
como ferramenta quimiotaxondmica auxiliar voltado para a familia Selenastraceae. Com a
técnica de GC/MS, obteve-se uma diferenciagdo satisfatdria entre as cepas das microalgas de
acordo com as analises estatisticas, assim como foram determinados alguns &cidos graxos
indicadores para as familias Selenastraceae (C18:3w3 e C18:4w6), Scenedesmaceae
(C18:2w6, C18:1w9, C16:2w6) e Oocystaceae (C18:3w6) e, também para 0s géneros
Monoraphidium (C16:1®9 e C16:3w6), Coelastrum ( C18:1®9) e Nephrocytium (C18:3w6).

Embora as cepas tenham sido inicialmente identificadas atraves de microscopia ética
baseada somente em sua morfologia, na maioria dos casos, houve consenso entre a
guimiotaxonomia, sua taxonomia morfologica e a filogenia. Porém, com base em nossos
resultados, os acidos graxos puderam levantar a hipotese de erro na identificacdo de algumas
cepas de Selenastraceae analisadas nesse trabalho.

Essas informacGes podem ajudar a resolver questdes relativas a identificacdo/
classificacdo levantada por outras abordagens taxondmicas e a descoberta de novas cepas
poderia trazer novos usos e uma melhor compreensdo das espécies de microalgas verdes que

habitam ambientes aquaticos.
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CAPITULO?2

PERFIS DE CLASSES LIPIDICAS EM ESPECIES DE MICROALGAS DE AGUA
DOCE DA FAMILIA SELENASTRACEAE (SPHAEROPLEALES/CHLOROPHYTA)

E POSSIVEIS APLICACOES.
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2.1.RESUMO

A familia Selenastraceae (Chlorophyceae) compreende uma grande variedade de géneros e
espécies, entretanto, poucos sdo 0s estudos sobre a composicdo lipidica desses organismos
familia. Os compostos lipidicos sintetizados por microalgas dessa familia ainda sdo pouco
conhecidos, 0 que as tornam um interessante objeto de estudo, contribuindo para o
conhecimento ecoldgico e fisioldgico desses organismos. Ha muito tem se discutido também,
quais seriam as possiveis alternativas as ja utilizadas para a producao de biocombustiveis, ou
mesmo sobre a producdo de alimentos que sejam ricos em &cidos graxos essenciais que
possam atender as necessidades nutricionais humanas e/ou de outros organismos. O presente
estudo visou analisar o perfil de classes de lipidios produzidos por microalgas representantes
da familia Selenastraceae. Para isso, dezesseis cepas de treze espécies pertencentes a essa
familia foram analisadas. Através da cromatografia a gas acoplada a um espectrometro de
massas (GC/MS) e a Cromatografia de camada fina latroscan-Chromarod (TLC — Thin-Layer
Chromatograph) tornou-se possivel avaliar e determinar os perfis e classes lipidicas
produzidas pelas microalgas. Entre as classes lipidicas presentes nas Selenastraceae, 0s
fosfolipidios foram majoritarios. Foram encontrados &cidos graxos de grande interesse
comercial, como o &cido a-linolénico (C18:3w3 - ALA) e 4cido linoleico (C18:2w6 - LIN).
Estes que também sdo precursores de outros acidos poli-insaturados de cadeia longa (LC-
PUFA), acidos graxos essenciais para o consumo humano e de outros animais. Por fim,
diferenciages significativas entre os acidos graxos foram relatadas para os perfis lipidicos de
cepas cultivadas em duas fases distintas de crescimento, indicando que manipula¢bes nas
condicgdes de cultivos podem alterar a producdo de acidos graxos pelas microalgas, tanto na

qualidade quanto em quantidade, fornecendo subsidios para diversas aplicacdes.
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2.2.ABSTRACT

The family Selenastraceae (Chlorophyceae) comprises a wide variety of genera and species,
however, there are few studies on the lipid composition of these organisms. Composition of
lipids synthesized by these microalgae is poorly known, and as organisms abundant in various
types of water bodies, these studies become an interesting subject, contributing to the
ecological and physiological knowledge of these organisms. There has been a recurring
discussion about possible alternatives for the production of biofuels, in addition to those
already in uses, and for the production of foods that are rich in essential fatty acids to human
health as well as for animals with commercial interests. Therefore, this study aimed to analyze
the lipid profile and classes produced by Selenastraceae representatives, begging sixteen
strains of thirteen species belonging to Selenastraceae analyzed. Using gas chromatography
techniques united to mass spectrometer (GC/MS) and Thin-Layer Chromatography latroscan-
Chromarod (TLC - Thin-Layer Chromatograph), it was possible to evaluate and determine the
lipid profiles and classes produced by the microalgae. Among lipid classes present in
Selenastraceae, phospholipids were majority and in the results obtained for profile. Also fatty
acids of great commercial interest were found, such as a-linolenic acid (C18:3®»3) and linoleic
acid (C18:2w6). There are also precursors of other long chain polyunsaturated acids (LC-
PUFA) that are essential fatty acids for human consumption and for other animals. Finally,
differences between the fatty acids were reported to lipid profiles of strains cultivated in two

different stages of growth.
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2.3. INTRODUCAO

A grande diversidade de microalgas verdes de &gua doce (Chlorophyta) pressupde
uma alta diversidade nos perfis de composi¢do dos seus acidos graxos (Pratoomyot et al.,
2005). Microalgas pertencentes a varios taxa superiores como classes e divisdes (phyla),
incluindo as Cyanobacteria (Volkman et al.,1997; Vargas et al., 1998; Mooney et al., 2007,
Petkov & Garcia, 2007; Lang et al., 2011; Shukla et al., 2012) ja tiveram seus acidos graxos
identificados. Porém, sdo poucas as especies de microalgas verdes de agua doce prospectadas,
principalmente as oriundas de regides tropicais.

As condicdes de cultivo das microalgas podem propiciar a modificacdo do perfil
desses compostos, todavia a composicdo de perfis estudados até o0 momento mostra que a
ocorréncia de um conjunto de acidos graxos pode determinar um perfil particular para niveis
taxondémicos como classes, ordens, géneros, e eventualmente até espécies de microalgas,
verdes (Petkov & Garcia, 2007), haptofitas (Volkman et al.,1997), dinoflagelados (Mooney et
al., 2007) e de cianobactérias (Vargas et al., 1998; Shukla et al., 2012).

Essas alteracBes nas condicdes de cultivos e, consequentemente na producdo de
lipidios em microalgas podem ser afetadas por muitos fatores ambientais como luz,
temperatura, salinidade, concentracdo de CO,, concentracdo de nutrientes, etc. (Shifrin &
Chrisholn, 1981; Thompson et al., 1992; Brown et al. 1996; Pronina et al., 1998; Yee et al.,
2016). Entretanto, as fases de crescimento, ou idade do cultivo, tém um efeito mais critico na
composicdo e rendimento dos lipidios (Dunstan et al., 1993; Brown et al., 1996; Zhu et al.,
1997; Mansour et al., 2003). A maioria desses fatores interfere quantitativamente no perfil
dos &cidos graxos, mas alguns podem interferir também na composicdo qualitativa de cada

acido graxo.
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Embora muitas espécies tenham ja sido analisadas sob esses aspectos, resultados
contraditorios tém sido encontrados para diferentes espécies ou para as mesmas espécies, mas
em condigdes de cultivo diferentes (Hodgson et al., 1991; Fidalgo et al., 1998). Em geral as
microalgas sintetizam compostos lipidicos principalmente na forma de fosfolipidios,
diglicerideos e triacilglicerideos (TAG) nas membranas celulares e como compostos de
reserva energética. Entretanto, ndo estd ainda claro como as proporg¢des intracelulares de
acidos graxos variam com a fase de crescimento em diferentes espécies. Portanto, a definicdo
de “perfil de acidos graxo” aqui utilizado refere-se ndo somente a composicao dos acidos
graxos de cada espécie, mas também, as variacdes na composicao e proporcdes de cada acido
graxo no “pool” desses compostos em cada espécie estudada sob condigdes de cultivo
normatizadas para todas elas.

O conhecimento da composi¢do bioguimica de espécies fitoplancténicas oferecidas
como alimento, principalmente a organismos de interesse econémico agregado, € essencial a
fim de estabelecer uma dieta adequada para larvas de bivalves (Férnandez-Reiriz et al., 1989),
atum (Parrish et al., 2014) e para producédo de biocombustivel (Selvarajan et al., 2015).

Entre os lipidios, certos acidos graxos essenciais como 6mega-3, acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (LC-PUFA) (>C20) sdo considerados importantes na
determinagdo da satde dos ecossistemas, assim como também a presenca do acido a-
linolénico (ALA), Cig 18:3w3, precursor da sintese dos LC-PUFAs (&cidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa) (Barcel6-Coblijn & Murphy, 2009). Os acidos graxos também
sdo uma valiosa ferramenta em estudos ecoldgicos por causa de sua natureza heterogénea, e as
informacdes fornecidas pelos acidos graxos marcadores utilizados para diferenciar os diversos
grupos fitoplancténicos, podem ser utilizados para delinear a ciclagem de carbono e a

transferéncia de material através das teias alimentares (Parrish et al., 2013).
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As microalgas verdes (Chlorophyta) sdo o principal grupo de algas em alguns
ambientes de agua doce tropicais e sub-tropicais e, portanto, tém um papel de destaque na
cadeia alimentar desses ambientes, representando uma valiosa fonte de um largo espectro de
lipidios que podem ser assimilados por seus consumidores (Renaud et al., 1999; Zhukova &
Aizdaicher, 1995). Porém, essa fonte de lipidios pode também ser utilizada ndo somente pelos
tradicionais elos das cadeias tréficas desses ambientes, mas também por animais de interesse
comercial na aquicultura, e inclusive o homem. As Chlorophyta, geralmente, tém uma
predominancia de acidos graxos insaturados, tais como 0s C;g3 FAME 18:22w6 ¢ 18:3w3
(Volkman et al., 1998) embora, pouco ainda se saiba sobre as algas verdes de dgua doce.

Pelo exposto, neste trabalho nos propomos a considerar, também, as possiveis
variagbes qualitativas ou quantitativas, como variacbes nas propor¢cdes em que ocorrem
determinados acidos graxos nos perfis das diferentes espécies. Tais variagdes qualitativas e
quantitativas sdo consideradas como “caracteristica diacritica”.

O conhecimento sobre a composicéo lipidica das espécies de microalgas verdes da
familia Selenastraceae se faz necessario, pois existem poucos trabalhos sobre os acidos graxos
dessa familia, principalmente em espécies oriundas de regides tropicais e sub-tropicais, além
de fornecer informacdes de carater ecoldgico, como também de valor econémico desses
acidos graxos. Ainda, é também oportuno analisar a composicao de outras classes lipidicas da
familia Selenastraceae considerando-se as poucas informacdes disponiveis na literatura
especializada. Portanto, o objetivo deste trabalho foi a obtencéo dos perfis de &cidos graxos e
outras classes lipidicas de espécies de Selenastraceae, assim como avaliar se ha alteracdo na
composicdo desse lipidios quando analisados em diferentes fases de crescimento dessas

microalgas.
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2.4. MATERIAL E METODOS

Selecéo das cepas

As cepas de microalgas utilizadas nesse estudo pertencem a Colecdo de Culturas de
Microalgas de Agua Doce (CCMA-UFSCar) do Departamento de Botanica da Universidade

Federal de S&o Carlos, SP, Brasil, onde s&éo mantidas em condic¢des axénicas de cultivo.

Tabela 2.1 Relagdo de dezesseis espécies ou cepas da familia Selenastraceae utilizadas na
obtencdo dos perfis lipidicos por GC/MS. Os asteriscos indicam as cepas utilizadas no

experimento comparativo entre as fases de crescimentos exponencial e estacionario.

Cepas

Taxon

CCMA-UFSCar 3
CCMA-UFSCar 128
CCMA-UFSCar 239
CCMA-UFSCar 83
CCMA-UFSCar 333
CCMA-UFSCar 277
CCMA-UFSCar 455
CCMA-UFSCar 350
CCMA-UFSCar 123
CCMA-UFSCar 24
CCMA-UFSCar 306
CCMA-UFSCar 176
CCMA-UFSCar 353
CCMA-UFSCar 325
CCMA-UFSCar 241
CCMA-UFSCar 47

Ankistrodesmus densus Korshikov 1953

Ankistrodesmus densus Korshikov 1953*

Ankistrodesmus densus Korshikov 1953*

Ankistrodesmus flexuosus (Komarek) Ergashev 1974
Ankistrodesmus fusiformis Corda ex Korshikov 1953*
Ankistrodesmus stipitatus (Chodat) Komarkova-Legnerova 1969
Chlorolobion braunii (Nageli) Komarek 1979*

Curvastrum pantanale T.S. Garcia 2016

Kirchneriella aperta Teiling 1912*

Monoraphidium arcuatum (Korshikov) Hindak 1970
Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova 1969
Monoraphidium griffithii (Berkeley) Komarkova-Legnerova 1969
Monoraphidium komarkovae Nygaard 1979

Monoraphidium pseudobraunii (Belcher & Swale) Heynig 1979
Selenastrum bibraianum Reinsch 1866

Selenastrum bibraianum Reinsch 1866*
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Curvas de crescimento das espécies para a obtencdo dos perfis e classes lipidicas

Para determinacdo da curva de crescimento as cepas dos géneros Ankistrodesmus,
Monoraphidium, Selenastrum, Kirchneriella, Curvastrum e Chlorolobion (Tabela 2.1) foram
cultivadas em réplicas em frascos de vidro de 1 L, com volume de 0,8 L de meio de cultivo
WC “Wright’s Cryptophyte” (Guillard & Lorenzen, 1972), pH 7,0. As condigdes de cultivo
foram idénticas para todas as espécies: intensidade luminosa de ~300 pumol de fotons m™ s,
fotoperiodo de 12/12 horas (claro/escuro), sob borbulhamento constante de ar comprimido a
0,05 L/min™ e sendo os cultivos iniciados com inéculo de 10* células/mL, determinados por
contagem de células em cdmara Fuchs Rosenthal 3.2 (catalog No. 3720, Hausser Scientific,
Horsham, PA).

Aliquotas de 10 mL foram retiradas dessas culturas nos 5 primeiros dias consecutivos
de cultivo e depois a cada 48 horas, até o estabelecimento da fase estacionaria de crescimento.
As curvas de crescimento foram obtidas e expressas pela concentracdo de clorofila-a (Chl-a)
in vivo, determinada por fluorometria em Fluordmetro Turner Trilogy, equipado com mdédulo
Chl-a in vivo (Turner Designs, Sunnyvale, CA), em intervalos de amostragem de no maximo

48 horas, até o estabelecimento da fase estacionaria de crescimento.

Cultivos Experimentais para a obtencéo dos Perfis e Classes lipidicas.

Apobs a obtengdo das curvas de crescimento e sob as mesmas condi¢fes de cultivo
descritas anteriormente, as dezesseis cepas de Selenastraceae foram inoculadas (tréplicas) em
frascos de vidro com capacidade para 2 L, volume de 1,8 L de meio de cultivo WC (pH 7.0) e
concentracao celular inicial de 10* células/mL e quantificadas por contagem em camara Fuchs

Rosenthal 3.2 (catalog No. 3720, Hausser Scientific, Horsham, PA).
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Ao atingirem metade da fase exponencial de crescimento, de acordo com suas
respectivas curvas de crescimento, as células foram coletadas por centrifugacdo (Eppendorf
Centrifuge 5804) a 10°C, 1150 x g durante 10 minutos e em seguida lavadas com meio WC
sem a adicdo de fosforo (P) e nitrogénio (N) para a retirada completa dos sais presentes no
meio de cultivo. As células foram entdo congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas

(liofilizador HETO Drywinner), pesadas e armazenadas em freezer a -20°C.

Transesterificagdo Direta (TD)

A extracdo de acidos graxos totais e a conversdo para FAMEs seguiram o método de
Transesterificacdo Direta (TD) da biomassa (Hartman & Lago, 1973), adaptado para
microescala (Antoniosi-Filho, 1995). No método de TD os &cidos graxos sdo liberados
diretamente da biomassa sem a necessidade de homogeneizacdo e extracdo com cloroférmio e

metanol (Griffiths et al., 2010).

Para realizar a TD, duas solucdes foram preparadas: a) solugéo esterificante composta
de 2,0 g de cloreto de amonio, 60 mL metanol anidro e 3,0 mL de acido sulfurico, feita por
refluxo em bal&o de fundo redondo acoplado a um condensador, durante 15 minutos a 100°C
em manta agquecedora (Fisatom modelo 52E — classe 300); b) a solucdo de 0.5 Molar de
metoxido de potassio (CH3KOH - 2,8 gramas de hidrdxido de potassio em 100 mL de metanol
anidro). A biomassa algal seca (~50 mg) em vials de vidro, recebeu 3 mL da solugdo de
metoxido de potassio e foi aquecida em banho-maria (10 minutos a 90°C) e depois resfriada.
Apos, recebeu 9 mL de solucdo esterificante e foi novamente aquecida (10 minutos a 90°C,
em banho-maria) e resfriada em banho de gelo. Finalmente, os extratos receberam 5 mL de n-
heptano e 2 mL de agua destilada, os vials foram agitados manualmente até a separacdo das

fases. A fase superior organica, contendo os FAMEs em n-heptano, foi coletada com uma
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pipeta Pasteur, colocadas em fracos cromatogréficos 1,5 mL e armazenadas em freezer -20°C

até as analises de GC/MS.

Os FAMEs foram analisados em cromatdgrafo a gas Agilent 7890 acoplado ao
Espectrometro de Massa Agilent 5975 (Agilent Technologies, Inc. USA), com coluna Agilent
HP-5MS (5% Phenyl Methyl Silox com dimensdes de 30 m x 0.25mm 0.25 pum). As
condicBes cromatograficas foram: energia eletronica de 70 eV, temperatura da fonte de ions a
230°C e temperatura para a linha de transferéncia (Thermal aux. 2) a 280°C. Injecdes (em
tréplicas) foram realizadas manualmente através de uma micro-seringa. A temperatura do
injetor foi programada para 120°C e o volume de inje¢do 1uL no modo splitless. O gas hélio
(5.0 analitico) foi usado como arraste sob pressdo de 1.924 psi em fluxo total de 15,926
mL/min. A temperatura inicial do forno foi mantida a 70°C durante 10 minutos e em seguida,
sob taxa de aquecimento de 5°C/min atingiu 250°C, mantendo-se constante por 15 minutos até
o final da anélise.

O FAMEs foram identificados pela comparagdo dos tempos de retencéo (T.R) dos
padrdes internos FAME MIX C8-C24 (Supelco Product number 18918) e seus respectivos
espectros de massas através da biblioteca NIST11.L (National Institute of Standards and
Technology), do software AMDIS 32 Analysis (Automated Mass Spectral Deconvolution &
Identification System) associados aos arquivos de espectros de massas presentes na AOCS
“Lipid library” do ScottishCrop Science Research Institute
(http://lwww.lipidlibrary.com.uk/index.html).

Para a construcdo do perfil lipidico foi usada a concentracdo (%) de cada &cido graxo

por réplica (Mooney et al., 2007; Lang et al., 2011; Taipale et al., 2013).
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Andlises dos Perfis de acidos graxos nas fases de crescimento

Cultivos experimentais

Para avaliar se alteracdes no perfil de &cidos graxos das microalgas ocorrem durante as
diferentes etapas do seu crescimento, seis cepas de Selenastraceae (Tabela 2.1) foram
selecionadas e submetidas a analises de &cidos graxos durante duas fases de crescimento
distintas: metade da fase exponencial (EXP) e também no inicio da fase estacionaria (EST),
estabelecidas previamente através de curvas de crescimento.

As espécies e algumas cepas de Ankistrodesmus densus Korshikov (CCMA-UFSCar
128), Ankistrodesmus densus Korshikov (CCMA-UFSCar 239), Ankistrodesmus fusiformis
Corda ex Korshikov (CCMA-UFSCar 333), Chlorolobion braunii (Négeli) Komérek
(CCMA-UFSCar 455), Kirchneriella aperta Teiling (CCMA-UFSCar 123) e Selenastrum
bibraianum Reinsch (CCMA-UFSCar 47) foram inoculadas em 1,8 L de meio WC (pH 7.0),
sob as mesmas condicdes de cultivo.

A obtencéo das curvas de crescimento, as condi¢cdes cromatogréaficas e a identificacdo

dos FAMEs foram realizadas conforme descrito anteriormente.

Cromatografia de camada fina latroscan-Chromarod (TLC).

A Cromatografia de camada fina Chromarod (TLC — Thin-Layer Chromatograph),
com a deteccdo por ionizagdo de chama latroscan (FID — Flame lonization Detector), foi
usada para a determinacdo de classes lipidicas (hidrocarbonetos, ésteres de cera, cetona,
acidos graxos livres, triacilglicerideos, alcool, esterdis, AMPL, etc.) em espécies e cepas de
Selenastraceae, sob condi¢cdes de cultivo idénticas as usadas para a obtencdo dos perfis
lipidicos determinados por GC/MS. Esse procedimento foi dividido em trés etapas utilizando

“Chromarods”, um conjunto de hastes revestidas por quartzo (Parrish, 1987). Esse sistema
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utiliza solventes de polaridade crescente para uma completa identificacdo desses compostos
nas amostras, e sera descrito a seguir.

Os extratos lipidicos (obtidos pela extracdo de cloroférmio/metanol e derivatizacao)
foram aplicados as hastes “Chromarods” com o auxilio de uma micro-seringa. Em seguida, as
hastes foram concentradas utilizando acetona 100%, por duas vezes. O primeiro sistema de
solventes continha uma mistura de hexano: éter dietilico: acido formico (98.95: 1,0: 0,05), as
hastes permaneceram durante 25 minutos nesse sistema e, apds esse tempo foram removidas e
levadas a camara de umidade constante por 5 minutos e em seguida escaneadas (leitura por
varredura). Apos essa etapa, as hastes foram levadas ao segundo sistema de solventes
composto por uma mistura de hexano: éter dietilico: acido formico (79:20:1), onde
permaneceram durante 40 minutos, e depois foram escaneadas. O terceiro sistema subdividiu-
se em duas etapas, a primeira foi desenvolvida em acetona 100% durante dois periodos de 15
minutos, e entdo, mais dois periodos de 10 minutos em cloroférmio: metanol: “adgua de
extragdo” (dgua extraida com cloroformio em funil de separacdo, overnight) (5:4:1), em
seguida foram secas durante 5 minutos na latroscan e, tiveram todo o seu comprimento
escaneado novamente. Antes de cada utilizagdo dos sistemas de solventes, as hastes
permaneceram durante 5 minutos em camara de umidade constante. As Chromarods foram
calibradas utilizando padrbes de Sigma Chemicals (Sigma Chemicals, St. Louis, MI, EUA), e
a identificacdo por Flame lonization Detector (FID) das classes lipidicas nas amostras foram
feitas a partir de curvas de calibragdo utilizando esses padrdes.

Analise estatistica

Os acidos graxos das cepas, para cada fase de crescimento, tiveram suas médias

comparadas utilizando o teste t pareado. As diferencas significativas entre cada FAME para

cepa entre as fases de cultivo foram observadas para valores de p < 0,05.
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2.5.RESULTADOS

Curvas de crescimento das Selenastraceae para a determinacdo dos Perfis e Classes
lipidicas.

A cepa A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83) atingiu a metade da fase exponencial de
crescimento no 17° dia de cultivo, A. densus (CCMA-UFSCar 3), A. densus (CCMA-UFSCar
128), A. densus (CCMA-UFSCar 239), A. stipitatus (CCMA-UFSCar 277), M. contortum
(CCMA-UFSCar 306), M. griffithii (CCMA-UFSCar 176), C. pantanale (CCMA-UFSCar
350), S. bibraianum (CCMA-UFSCar 241), S. bibraianum (CCMA-UFSCar 47), K. aperta
(CCMA-UFSCar 123), C. braunii (CCMA-UFSCar 455) atingiram essa fase de crescimento
no 15° dia apds serem inoculadas, M. komarkovae (CCMA-UFSCar 353), M. pseudobraunii
(CCMA-UFSCar 325), A. fusiformis (CCMA-UFSCar 333) no 13° dia e a cepa € M. arcuatum

(CCMA-UFSCar 24) ap6s 10 dias de cultivo.

Curvas de crescimento para analises entre as fases de cultivo

Tabela 2.2 Relacdo de Selenastraceae e seus respectivos dias de cultivo em fases de
crescimento exponencial e estacionario, dados baseados em curvas de crescimento celular
para cada cepa.

Cultivo (dias)

Taxon Exponencial Estacionaria
A. densus (CCMA-UFSCar 128) 15 25
A. densus (CCMA-UFSCar 239) 15 25
A. fusiformis (CCMA-UFSCar 333) 15 25
C. braunii (CCMA-UFSCar 455) 15 25
K. aperta (CCMA-UFSCar 123) 15 28
S. bibraianum (CCMA-UFSCar 47) 10 23
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Perfil dos FAMEs das Selenastraceae

Doze &cidos graxos na forma de metil éster foram encontrados entre as cepas de
Selenastraceae analisadas: C14:0, C16:3w6, C16:4®3, C16:22w6, C16:3w3, C16:109, C16:0,
C18:4w6, C18:3w6, C18:2w6, C18:3w3 e C18:0 (Tabela 2.3). Dentre eles, 0s acidos graxos
considerados como indicadores para a familia Selenastraceae, 0s Cig 18:3w3 e 18:406, como
apresentado no capitulo 1. O &cido a-linolénico (C18:3w3) esteve presente em todas as cepas
analisadas, e em média, variou de 37% em S. bibraianum (CCMA-UFSCar 47) a 55% em A.
stipitatus (CCMA-UFSCar 277), sendo este o FAME mais abundante encontrado em todas as
Selenastraceae analisadas. O segundo FAME mais abundante e também comum a todas foi o
acido palmitico (C16:0), que variou entre 19% em M. komarkovae (CCMA-UFSCar 353) e
41% em A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83). Os acidos graxos linoleico (C18:2w6) ¢ o
C18:4w6 também foram encontrados em todas as cepas de Selenastraceae, porém em
concentracOes de 3% em A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83) a 9% em M. contortum (CCMA-
UFSCar 306) e de 1,4% em C. pantanale (CCMA-UFSCar 350) a 7% M. komarkovae
(CCMA-UFSCar 306), respectivamente.

Os demais FAMEs ndo ocorreram em todas as cepas estudadas. O acido miristico
(C14:0) foi encontrado na maioria das Selenastraceae em concentragdes trago (< 1%) e apenas
nas cepas de S. bibraianum (CCMA-UFSCar 241 e CCMA-UFSCar 47) variou de 3,5% a
5,5%.

Todas as cepas pertencentes ao género Monoraphidium apresentaram um percentual
do FAME C16:3w6 entre 0,8 a 5% em M. contortum (CCMA-UFSCar 306) e M. griffithii
(CCMA-UFSCar 176), respectivamente. O FAME C16:4®3 ocorreu entre 3,7% em M.
griffithii (CCMA-UFSCar 176) e 17% em A. densus (CCMA-UFSCar 128), o C16:206,
encontrado na maioria das cepas, variou de 0,5% em M. pseudobraunii (CCMA-UFSCar 325)

a 1,9% em A. densus (CCMA-UFSCar 239), com excec¢do em K. aperta (CCMA-UFSCar
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123). O C16:3w3 variou de 1% em A. fusiformis (CCMA-UFSCar 333) a 5% em A. densus
(CCMA-UFSCar 239) e 0 C16:1®9 variou de 0,3% em A. densus (CCMA-UFSCar 3) a 2,4 %
em M. contortum (CCMA-UFSCar 306).

O é&cido y-linolénico (C18:3w6) foi 0 FAME que ocorreu apenas em cinco cepas de
Selenastraceae, e sua concentracdo oscilou entre 0,4% em A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83) e
0,7% em A. densus (CCMA-UFSCar 239). Por dltimo, o &cido estearico (C18:0) foi
encontrado de 0,3% em M. komarkovae (CCMA-UFSCar 353) a 3% em A. flexuosus
(CCMA-UFSCar 83).

Na espécie tipo, do novo género de Selenastraceae recém-descrito, Curvastrum
pantanale (CCMA-UFSCar 350) foram encontrados os FAMEs C14:0, C16:4®3, C16:206,

Cl16:3w3, C16:0, C18:4 w6, C18:2 06, C18:3 w3 e C18:0 (Tabela 2.2).
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Tabela 2.3 Perfil dos FAMEs de dezesseis cepas pertencentes a familia Selenastraceae analisadas por cromatografia a gas e espectrometria de massas (GC/MS)

CEPAS / FAME'S % C14:0 C16:3 w6  C16:4 »3 C16:2 w6 C16:3 o3 C16:1w9 C16:0 C18:4 06 C18:3mw6 C18:2w6 C18:3 o3 C18:0

A. densus (CCMA-UFSCar 3) 0,589 £ 0,09 0 0 1,796 +£0,18 4,689+ 0,64 0,277 0,29 28,028 + 0,20 5,344+ 0,21 0,61+ 0,03 5149+ 0,21 52,181+ 1,16 0,553+ 0,18
A. densus (CCMA-UFSCar 128) 0,593 + 0,11 0 17,358 +8,64 1,234+0,72 1,613+1,95 0,755+ 0,09 22,074 + 3,12 3,99 + 0,57 0 8,626 + 0,65 44,434 + 2,99 0

A. densus (CCMA-UFSCar 239) 0,384 + 0,03 0 0 1,898 +0,26 5,061+0,26 0,917 +0,03 28,511 + 1,06 4,423+ 0,17 0,71 +0,01 6,46 +0,72 51,359+ 0,25 0,553 * 0,08
A. flexuosus (CCMA-UFSCar 083) 0,498 + 0,03 0 0 0,723+ 0,03 1,485+0,19 0 41,055+ 1,51 1,538 + 0,15 0,407 £ 0,04 2,994 + 0,50 47,438 +1,08 3,124 + 0,62
A. fusiformis (CCMA-UFSCar 333) 0,422 0,01 0 5645+0,05 1,252+0,01 0,958 +0,06 0,832+ 0,06 29,456 + 0,34 2,722 + 0,15 0,477 + 0,0z 5,294 + 0,13 51,775+ 0,05 1,176 + 0,07
A. stipitatus (CCMA-UFSCar 277) 0,480 0,02 0 5,426 +0,02 1,284+0,01 4,028+0,01 0,718+ 0,01 23,311+0,28 4,9+0,02 0 3,605+ 0,02 55,483+0,20 0,71+0,03
C. braunii (CCMA-UFSCar 455) 0 0 13,61+0,09 1,394+0,35 2,087=+0,37 0 23,569 + 1,70 3,748 + 0,60 0 7,822 £0,70 45,697 + 2,74 0

K. aperta (CCMA-UFSCar 123) 0 0 9,123+ 0,01 0 2,612+ 0,03 0 31,417 £ 2,09 3,19 £ 0,26 0 3,941+ 1,45 49,713+ 0,34 0

M. arcuatum (CCMA-UFSCar 24) 0,623 +0,03 1,739+ 0,07 9,005+ 0,07 1,313+0,07 1,468+0,01 0,984 + 0,01 26,343 + 0,11 4,733+ 0,12 0 5,02+0,63 48,092+0,38 0,791 +0,04
M. contortum (CCMA-UFSCar 306) 0,668 + 0,03 0,861+ 0,02 12,527 +0,05 0,965+0,01 1,539+0,01 2,378+ 0,02 22,244 + 0,02 4,402 + 0,01 0,418 + 0,0z 9,558 + 0,03 43,983 + 0,10 0,52 + 0,06
M. griffithii (CCMA-UFSCar 176) 0,515+ 0,03 5,210+ 0,01 3,766+ 0,02 1,377 +0,01 0 0,84 +0,08 24,565+ 0,03 5,85+ 0,04 0 4,29+0,22 53,018+0,14 0,581 +0,04
M. kormakovae (CCMA-UFSCar 353) 0,434 + 0,05 2,402 + 0,14 13,322+ 0,29 0,626+ 0,03 1,282+ 0,02 1,736 + 0,07 19,597 + 0,42 6,922 + 0,28 0 5,462+ 0,90 47,641+ 0,54 0,361 + 0,04
M. pseudobraunii (CCMA-UFSCar 325) 0,295+ 0,01 1,204 + 0,02 12,286+ 0,13 0,573+ 0,01 1,382+ 0,02 2,343+ 0,05 22,443 + 0,24 4,477 + 0,08 0 3,841+1,22 50,356 + 0,71 0,561 + 0,08
S. bibraianum  (CCMA-UFSCar 47) 5,595 £ 0,22 0 12,154+ 0,25 0,812+ 0,09 0 0 35,832+ 0,38 2,356 + 0,10 0 4,643+0,31 37,45+0,75 1,227 +0,16
S. bibraianum  (CCMA-UFSCar 241) 3,501 + 1,21 0 13,830+ 0,77 1,107 +£ 0,40 0 0 2451+2,05 3,812+0,21 0 8,783+ 0,29 41,952+ 0,74 0,706 + 0,14
C. pantanale (CCMA-UFSCar 350) 0,366 + 0,02 0 9,357+ 0,93 0,611+0,06 1,479+0,10 0 26,419+ 0,86 1,413+ 0,45 0 4,16+0,89 54,338+1,76 1,64+0,17
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As cepas de Selenastraceae apresentaram composi¢Oes similares quanto ao grau de
insaturacdo dos acidos graxos (Figura 2.1) em seus perfis. Os &cidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) foram predominantemente elevados em todas as cepas, a menor concentragdo dos
PUFAs foi encontrada em A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83) com 55% e a maior em M.
komarkovae (CCMA-UFSCar 353) com 78%. Os acidos graxos monossaturados (MUFAS)
ocorreram em algumas cepas e em baixas concentracoes, que variaram de 0,5% em A. densus
(CCMA-UFSCar 3) a 2,5% em M. contortum (CCMA-UFSCar 306. Os acidos graxos
saturados (SFA) abrangeram todas Selenastraceae, ocorrendo de 20% a 45%, em média, nas
cepas M. komarkovae (CCMA-UFSCar 353) e A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83)
respectivamente.

Perfil lipidico das fases de crescimento exponencial e estacionaria

Foram encontradas alteracdes significativas de sete acidos graxos presentes em trés
das seis cepas de Selenastraceae analisadas nas fases de cultivo exponencial (EXP) e

estacionaria (EST) (Tabela 2.4).
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Figura 2-1 Resultado da somatoria dos acidos graxos (%) por grau de insaturacdo: acidos graxos poli-insaturados (PUFA),
acidos graxos monossaturados (MUFA) e &cidos graxos saturados (SFA) das cepas de Selenastraceae.
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Tabela 2-4: Perfil dos acidos graxos que apresentaram ou nao diferencas significativas de concentracdo entre as fases de cultivo exponencial e estacionaria
de microalgas pertencentes a familia Selenastraceae cultivadas nas fases: exponencial (EXP) e estacionaria (EST). As analises foram realizadas por

cromatografia a gas e espectrometria de massas (GC/MS). As diferencas significativas entre cada tipo de FAME para cada cepa consideraram os valores de p
< 0,05 (- ndo ocorreram alteracgdes significativas)

EXP EST EXP EST EXP EST EXP EST EXP EST EXP EST EXP EST
FAME'S % C14:0 Cl4:0 Cl6:4 @3 Clo:4d @3 Cl6:0 Cl6:0 Cl8:2w6é C18:2m6 Cl8:3w3 Cl8:3w3 Cl8:1w?® C18:1w? C18:0 (C18:0
C. braunii 435
K. aperta 123 - - - - - - - - - -
A. fusiformis 333 - - 49+0,28 30020 - - - - 3467360 0000 0,000
S. bibraianum 47 - -

3657091 10£023 1,82£0.19

A. densus 239

- - - - - - - 4744 =020 53590 =227
A. densus 128 061 =0,02 038 = 0,01 - - 3468182 24052032 465036 740033
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C. braunii (CCMA-UFSCar 455), K. aperta (CCMA-UFSCar 123) e S. bibraianum
(CCMA-UFSCar 47) nao apresentaram alteragdes significativas nos conteudos lipidicos de
seus perfis, quando avaliadas em fases de crescimento distintas. A espécie A. fusiformis
(CCMA-UFSCar 333) apresentou diferenciacdes significativas no contetdo dos FAMEs
Cl6:4mw3, C18:3w3, C18:109 e C18:0. O FAME C16:403 apareceu em maior concentragao
na fase EXP de cultivo (4,9%), enquanto o C18:0 foi maior na fase EST (1,8%), ambas as
variagdes foram consideradas significativas (p < 0,05) (Tabela 2.4). Para 0s FAMEs C18:303
e C18:1m9, as diferencas nos conteudos foram consideradas muito significativas entre as fases
para A. fusiformis (CCMA-UFSCar 333). O C18:3w3 alcangou 34,6% do total dos FAMES na
fase de cultivo EXP e esteve ausente na fase de cultivo EST. O mesmo foi notado para o acido
oleico (C18:1®9) porém, esse FAME s6 ocorreu na fase EST (36,6%) de crescimento.

A cepa de A. densus (CCMA-UFSCar 239) manteve seus perfis lipidicos praticamente
iguais entre as fases de crescimento, exceto pelo FAME C18:3w3 que atingiu na fase EST de
crescimento um percentual significantemente maior (54%) do que no cultivo em fase EXP.
Entretanto, a cepa A. densus (CCMA-UFSCar 128) foi a que mais apresentou alteracfes no
teor de seus acidos graxos, 0 FAME C14:0, embora sua ocorréncia seja considerada como
valor trago (< 1%), se mostrou em maior concentracdo na fase EXP de cultivo. O acido
palmitico (C16:0), também esteve presente em maior concentragdo no periodo de crescimento
EXP, quase 35% do total de acidos graxos presentes na microalga e o FAME C18:2w6

aumentou seu percentual de 4,6% para 7,4% na fase EST de cultivo (Tabela 2.4).
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Classes lipidicas

Dentre as classes lipidicas encontradas para Selenastraceae destacaram-se 0s
fosfolipidios, que foram abundantes na maioria das espécies analisadas e variaram de 5,3% na
cepa A. densus (CCMA-UFSCar 239) a 58,2% em A. stipitatus (CCMA-UFSCar 277) (Figura
2.2). Os lipidios polares também apresentaram percentual elevado nas espécies, e variaram de
19,7% em M. komarkovae (CCMA-UFSCar 353) a 31,7 em K. aperta (CCMA-UFSCar 123).
Em seguida, os esterois foram a terceira classe lipidica mais abundante entre as
Selenastraceae, com 7,9% em A.arcuatum (CCMA-UFSCar 24) e 13,4% em C. braunii
(CCMA-UFSCar 455).

Os alcoois estiveram presentes em todas as espécies em concentracdes que foram de
0,6% em C. pantanale (CCMA-UFSCar 350) a 5% em M. griffithii (CCMA-UFSCar 176). A
quantidade dos acidos graxos livres variou entre as espécies de Selenastraceae, sendo que a
espécie M. arcuatum (CCMA-UFSCar 24) continha 3,8% e C. braunii (CCMA-UFSCar 455)
27,7% dessa classe lipidica. As concentracGes de triacilglicerideos (TAG) foram encontradas
em todas as espécies, variando de 0,8% em K. aperta (CCMA-UFSCar 123) até 16% em A.

densus (CCMA-UFSCar 239).
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Figura 2-2 Concentrac@es relativas (%) das classes lipidicas encontradas a partir do fracionamento dos &cidos graxos de doze espécies de Selenastraceae. As analises foram realizadas por
Cromatografia de camada fina latroscan-chromarod (TLC — Thin-Layer Chromatograph).



2.6. DISCUSSAO

As doze variedades de acidos graxos encontrados entre as cepas das Selenastraceae
apresentam semelhancas, seja na composi¢ao ou no percentual, a outros trabalhos encontrados
na literatura para alguns géneros de Selenastraceae (Aakanksha et al., 2010; Yu et al., 2012;
Menezes et al., 2013; Taipale et al., 2013; Zhao et al., 2016; Yee et al., 2016) e para a classe
Chlorophyceae (Lang et al., 2011). Contudo, resultados sobre a prospeccdo lipidica
exclusivamente oriunda de Selenastraceae como 0s N0Ssos S&0 ainda escassos.

As Chlorophyceae é atribuida uma variedade de &cidos graxos que apresentam de 16 a
18 carbonos, saturados e insaturados (Basova, 2005; Pratoomyot et al., 2005). Para nos, 0s
acidos graxos saturados C16:0, C14:0 e C18:0, somados representaram de 20% a 45% do total
do &cidos graxos em Selenastraceae, sob as condi¢fes de cultivos aqui estabelecidas. Estes
valores estdo de acordo com os encontrados por Dunstan et al. (1992) em espécies de
Chlorophyceae. Contudo, em nossos perfis, prevaleceu majoritariamente o FAME C16:0,
porém em teores menores aos encontrados na literatura para Selenastraceae em cultivos
suplementados por CO; ou, ainda, em cultivos subsidiados por aguas de efluentes industriais
(Yeeetal., 2016).

Harwati et al. (2012), ao analisarem o acumulo de acidos graxos em cepas de
Chloroccocum sp. (Chlorophyceae) género tropical de agua doce, encontraram um perfil
lipidico abundante de FAMEs C16:0, C18:1, C18:2 e C18:3, e concluiram que essas cepas
apresentavam grande potencial como recurso alimentar, para a producdo de cosméticos e
biocombustiveis. Perfil semelhante ao descrito por nos para Selenastraceae, exceto pela
auséncia do FAME C18:1, confirmando, a partir desses dados, que as Selenastraceae
apresentam mais de um tipo de &cidos graxos de potencial econdémico. Yu et al. (2012),

também visando obter matéria prima para a produgédo de biocombustiveis, ao utilizarem cepas
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do género Monoraphidium, reportaram elevados teores dos acidos a-linolénico (C18:3w3) e
palmitico (C16:0) em suas cepas, assim como nossos achados para os principais &cidos graxos
encontrados nas Selenastraceae. Menezes et al. (2013), encontraram para cepas de
Monoraphidium komarkovae, Kirchineriella irregulares e Kirchineriella lunaris, proporcoes
do FAME C16:0 entre 24,7% a 35,6%, confirmando o percentual obtido por nds para esse
mesmo FAME. Por fim, Yee et al. (2016), concluiram que 0s géneros Monoraphidium e
Ankistrodesmus apresentavam potencial para a producdo de biocombustiveis, assim como 0s
demais autores, devido a alta producdo de biomassa das Selenastraceae, porém ressaltaram
que para atender as demandas e normas de producdo de biodiesel atuais, essas cepas
necessitariam de modificacdo nas condi¢des de cultivos para obter mais contetido de &cidos
monossaturados, tal como o acido oleico (C18:1w9).

As concentragdes de é&cidos graxos monossaturados encontradas entre as
Selenastraceae no presente estudo, em geral, estiveram abaixo dos estimados por outros
autores, principalmente em relacdo ao acido oleico (C18:1), que é diretamente relacionado a
qualidade do biodiesel produzido a partir da biomassa de microalgas, devido a sua alta
estabilidade oxidativa e viscosidade, permitindo maiores periodos de armazenamento e 0 nao
entupimento dos filtros em motores em regides frias (Milano et al., 2016), sendo por isso mais
adequados para producdo de biocombustiveis. Entretanto, nas condi¢cGes de cultivos
estabelecidas por nos neste estudo, nenhuma cepa apresentou tal acido graxo.

A associacgdo entre os altos niveis de acidos graxos saturados, como o C16:0 e a taxa
de crescimento de larvas de Crassostrea gigas foi observada por Thompson et al. (1992),
estes autores demonstraram que a dieta baseada em acidos graxos saturados era mais eficiente
do que a baseada em é&cidos graxos insaturados. Este fato agrega ainda mais valor aos
resultados obtidos por nds para as cepas de Selenastraceae, uma vez que todas apresentaram

tal FAME em altas concentracdes, especialmente a cepa A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83)
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cujo o teor de acido palmitico C16:0 ultrapassa 40%, expandindo a aplicabilidade dessas
microalgas como alimento em potencial para a maricultura, e ainda, podendo ter seus &cidos
graxos transferidos para niveis troficos mais elevados através do zooplancton como
intermediarios (Brown et al., 1996).

O é&cido miristico (C14:0), presente em concentracBes tidas como traco em nossas
cepas, ndo foi descrito por Yee et al. (2016) para Selenastraceae, porém foi citado por
Selvarajan et al. (2015) para a classe Chlorophyceae. A concentracdo deste FAME em maior
teor € caracteristico nas classes Prymnesiophyceae e Bacillariophyceae (20% - 32,7%)
(Basova, 2005; Taipale et al., 2013).

Os SC-PUFAs (cadeia curta) como o &cido a-linolénico (C18:3w3) aparecem em
diversos trabalhos como sendo um dos mais abundantes e importantes acidos graxos presentes
nas microalgas (Taipale et al., 2013). Juntamente com acido linoleico C18:2w6, sdo chamados
de acidos graxos essenciais, importantes para a regulacdo das funcdes bioldgicas, e
precursores dos acidos eicosapentaendico (EPA - C20:5w3) + docosahexaenodico (DHA -
C22:6m3) e do acido araquidonico (ARA - C20:4w6), respectivamente. Tais acidos graxos sao
diretamente relacionados a prevencéo e tratamento de inimeras doengas humanas, como as do
coracao ou inflamacg@es e sdo conhecidos por LC-PUFAs ou &cidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa (Arts et al., 2001; Moreira et al., 2002; Wen & Chen, 2003).

Os SC-PUFAs 18:3w3 e C18:2w6 sdo dominantes em quase todas as espécies de
microalgas (Basova, 2015), com excec¢do das Diatomaceas e Eustigmatophyceae (Volkman et
al.,1989). A predominante concentracdo desses SC-PUFAs presentes em nossas cepas de
Selenastraceae foram similares aos valores apresentados para as cepas (ndo Selenastraceae) de
Chlorococcum sp. (79%), Chlorella sp. (66%) e Scenedesmus sp. (63%) (Jena et al., 2012).
Em estudos quimiotaxonémico, esses acidos graxos aparecem como indicadores para a

familia Selenastraceae, como discutido no Capitulo 1, comprovando aqui a diversa gama de
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aplicacbes que os acidos graxos presentes nas microalgas possuem, sejam em aspectos
econdmicos, ou principalmente, em aspectos ecologicos.

Os LC-PUFAs EPA, DHA e ARA ndo foram detectados entre os perfis de nossas
cepas. Em compensacdo, as cepas apresentaram o acido graxo poli-insaturado C16:4®3 (3,7 a
17%) considerado atil em aplicagBes “nutracéuticas”, ou seja, um nutriente utilizado com
aplicacdes farmacéuticas (Jena et al., 2012), com excecao de algumas cepas Ankistrodesmus.

A fase de crescimento é uma das variaveis ambientais que podem afetar a quantidade
e qualidade dos &cidos graxos em microalgas (Dunstan et al., 1993; Brown et al., 1996; Zhu
et al., 1997). Em fases com baixa taxa de crescimento, como a fase estacionaria, ha um maior
acumulo de lipidios neutros, tais como os triacilglicerideos (TAG) devido a diminuicdo de
nutrientes e deplecdo de nitrato (Hodgson et al., 1991). Culturas que estdo em plena diviséo
celular possuem menos TAG e mais classes lipidicas estruturais (fosfolipidios, por exemplo).
Quando algumas cepas de Selenastraceae tiveram seus acidos graxos analisados em fases de
crescimento distintas, diferenciaces significativas, entre alguns de seus acidos graxos
individuais ocorreram. Mansour et al. (2003), também encontraram varia¢Ges no conteudo
dos é&cidos graxos em cepas de Dinophyceae, maximizando a producdo do &cido
docohexaenoico (DHA) em fase estacionaria de cultivo, comprovando que as fases de
crescimento podem ser manipuladas para a producdo de acidos graxos especificos.

Os resultados obtidos para A. fusiformis (CCMA-UFSCar 333), cepa que apresentou a
maior diferenca entre os perfis analisados entre fases de crescimento distintas, em virtude da
modificagdo do acido a-linolénico 18:3w3 (35%) para o oleico 18:109 (37%), sugerem que
houve diminuicdo no ndmero de insaturacdo dos acidos graxos da fase crescimento
exponencial para a estacionaria. Segundo Dunstan et al. (1993) as microalgas tendem a

produz mais &cidos graxos saturados e monossaturados e, ainda apresentam um maior

72



percentual de triacilglicerideos na fase de crescimento estacionaria, enquanto no crescimento
exponencial elas tendem a apresentar mais acidos graxos poli-insaturados (lipidios polares).

A cepa de A. densus (CCMA-UFSCar 239) teve 0 maior teor de C18:3w3 e a A.
densus (CCMA-UFSCar 128) o maior teor de C16:0 durante a fase exponencial de
crescimento, essas alteragdes podem ocorrer também em decorréncia de mudangas na
composicdo do meio de cultivo com o passar do tempo, ou Seja, com 0 crescimento das
culturas o contetdo de nitrogénio (N) e fésforo (P) presentes no meio sdo consumidos,
causando um stress nutricional, ou mesmo a limitacdo de luz pode mudar a composi¢éo dos
acidos graxos. Song et al. (2014) notaram o0 aumento no contetido dos FAMEs C18:2 e C18:3
quando as microalgas foram submetidas a privacdo de nitrogénio (N) no meio de cultivo, o
que explicaria as alteracbes no percentual das demais cepas analisadas sob fases de
crescimento diferentes.

Os triacilglicerideos sdo ricos em acidos graxos (saturados e/ou monoinsaturados), e
aparecem na literatura como sendo de grande interesse para a produgdo de biocombustiveis
(Soares, 2012) e, assim como descrito para os acidos graxos livres (FFA), os triacilglicerideos
(TAG) também podem indicar estresse celular (Parrish, 1988). As microalgas s&o umas das
principais fontes de triacilglicerideos nos ambientes aquéticos e sdo responsaveis pela base da
cadeia alimentar desses ambientes (Parrish, 1988). O baixo conteudo de triacilglicerideo
encontrado entre as cepas aqui utilizadas indica que ndo houve estresse durante o periodo de
cultivo de nossas cepas para a determinacdo dos perfis e das classes lipidicas, 0 meio de
cultura forneceu nutrientes suficientes para o crescimento das culturas até as analises.

Os lipidios polares em geral presentes nas Selenastraceae mostraram que as cepas
estavam em plena divisdo celular (citocinese) quando tiveram seus acidos graxos analisados o
que conduziu as Selenastraceae a produzirem mais acidos graxos poli-insaturados ao invés

dos monossaturados e saturados. As fracbes dos fosfolipidios, principais componentes das
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membranas celulares, estdo ativamente envolvidos no mecanismo de fotossintese (Parrish,
1988), entre as classes lipidicas encontradas para as Selenastraceae, em condi¢es normais de
cultivos, foram majoritariamente mais elevados em todas as cepas. A segunda classe lipidica
mais abundante encontrada nas Selenastraceae foi a AMPL (conjunto de glicolipidios eluidos
em acetona juntamente aos monoacilglicerol e pigmentos, do inglés “acetone mobile polar
lipid”), sendo essa considerada uma subcategoria dos lipidios polares, somando-se aos
fosfolipidios (Ferreira et al., 2013; Parrish, 2013).

Os é&cidos graxos livres e o0s ester6is ocorrem em menores concentragdes nas
microalgas, e juntas essas classes (&cidos graxos livres, hidrocarbonetos, esterdis e ceras)
costumam representam em torno de 10% do total lipidico (Dunstan et al., 2005; Zhu et al.,
2007). Para as Selenastraceae estudadas observou-se que a classe de esterdis representou em
torno de 10% porém, os &cidos graxos livres em algumas das cepas analisadas apresentaram
percentuais duas vezes maiores do que os citados na literatura.

O crescimento de microalgas é resultado da interacdo entre fatores biologicos, fisicos
e quimicos. A composi¢cdo biogquimica da biomassa das microalgas é determinada pela
natureza de cada espécie algal por fatores como a intensidade luminosa, temperatura, pH,
nutrientes e concentracdo de CO, (Miao e Wu, 2004).

Portanto, o conhecimento sobre o comportamento fisiologico e bioquimico das
microalgas sob diversas condi¢bes de cultivos, pode auxiliar a producdo de metabolitos
especificos e ainda aumentar o rendimento e a qualidade dos cultivos, segundo a necessidade

de aplicacéo.
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2.7. CONCLUSAO

O presente estudo apresenta dados inéditos sobre os principais acidos graxos e a
classes lipidicas presentes em espécies da familia Selenastraceae, e ainda o perfil lipidico de
um novo género recém-descrito, Curvastrum.

Os acidos graxos presentes nas espécies, sob as condi¢Bes de cultivos descritas nesse
artigo, possuem segundo a literatura consultada, elevados interesse comercial e que tornam
essas espécies da familia Selenastraceae potencialmente utilizaveis em diversas aplicacdes ou
em estudos de escopo ecoldgico, tal como a utilizacdo desses mesmos acidos graxos como
indicador de familia taxonémica.

Todas as cepas por nés utilizada apresentaram em seu perfil lipidico um alto teor do
FAME C16:0 em fase de crescimento exponencial, principalmente a cepa Ankistrodesmus
flexuosus (CCMA-UFSCar 83) que pode ser utilizada como fonte alimentar para animais na
aquicultura ou maricultura. No geral, maioria as cepas apresentaram também uma
concentracdo de acidos graxos tido como essenciais para a alimentacdo humana, como 0s
PUFAs C18:3w3, C18:2w6 ¢ C16:4m3.

Outro fator constatado por foi a possibilidade de manipulacdo do contetdo lipidico
destas espécies. Quando alterados um ou mais fatores nos cultivos destas microalgas, podera
ocorrer também uma alteracdo no tipo e/ou no contetdo dos &cidos graxos produzido por elas.
A cepa Ankistrodemus fusiformis (CCMA-UFSCar 333) apareceu como uma das alternativas
para a producdo de biocombustiveis, por ter apresentando 0 MUFA Cl18:109 na fase de
crescimento estacionario.

Por fim, a partir dos resultados obtidos para essa familia, pode-se agregar
conhecimento sobre os tipos de &cidos graxos e suas respectivas fracdes lipidicas, como
também expandir ainda mais o conhecimento sobre a ecologia, fisiologia e taxonomia dessa

extensa familia de microalgas.
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1-

CONCLUSAO GERAL

Os perfis de acidos graxos mostraram potencial como ferramenta
quimiotaxondmica através técnica de GC/MS, diferenciando as cepas das
microalgas e indicaram que os &cidos graxos podem ser utilizados como

indicadores de géneros e familia taxonémica.

A presenca de &cidos graxos especificos em algumas cepas corroborou a hipotese

de possivel erro na identificacdo de algumas cepas de Selenastraceae analisadas.

Apresentamos o perfil lipidico geral das cepas de espécies da familia

Selenastraceae, e com exclusividade, o perfil lipidico do novo género Curvastrum.

Foram encontrados os &cidos graxos de interesse comercial, para a producdo de
biocombustivel, alimentacdo de animais e &cidos graxos essenciais para

suplementacao nutricional humana.

Observamos a possibilidade de manipulagdo do perfil lipidico de espécies a partir
de mudancas na forma de cultivo e fases de crescimento em que pode ser feita a

colheita da biomassa, 0 que pode ser Util de acordo com o interesse de aplicacao.

Agregamos conhecimento sobre acidos graxos presentes nas espécies da familia

Selenastraceae, abrindo espaco para novos estudos relacionados a esse assunto.
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Anexo 1. Cromatogramas obtidos por GC/MS dos FAMEs, ap6s 0 processo de
Transesterificagdo Direta (T.D), de A. densus (CCMA-UFSCar 3), A. densus (CCMA-UFSCar
128), A. densus (CCMA-UFSCar 239), A. flexuosus (CCMA-UFSCar 83), A. fusiformis

(CCMA-UFSCar 333), A.stipitatus (CCMA-UFSCAr 277), C. braunii (CCMA-UFSCar
455), K. aperta (CCMA-UFSCar 123), M. arcuatum (CCMA-UFSCar 24), M. contortum
(CCMA-UFSCar 306), M. griffithii (CCMA-UFSCar 176), M. komarkovae (CCMA-

UFSCar 353), M. pseudobraunii (CCMA-UFSCar 325), S. bibraianum (CCMA-UFSCar 47),
S. bibraianum (CCMA-UFSCar 241) e C. pantanale (CCMA-UFSCar 350).

93



a) b)

0,12
014
012 0,10 -
B 010 B 0.08
= =
o o
O 008 s}
© @ 0,06
o o
S aos 3
o 2 9,04
@ @O
N 004 [}
0,02
0,024
0004 0,00
T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 18 20 28 20
Tempo de Cultura (dias) Tempo de Cultura (dias)
c) d)
l Bl
-
-. -
o] m z
2 2
=3 j=3
=] L] b
o o
= = 5
L] o
= =
= ] 4
c c
o o
=1 (=] i
Tempo de Cult
e) f)
0.25 4
m 0204
=
=3 ,
=]
o 4
= 8
E 5
g0 %
o 0.10 o
2 2
— [}
0,05

T T T T T d
0 5 10 15 20 25
Tempo de Cultura (dias)

Anexo 2. Curvas de crescimento de seis cepas de Selenastraceae que tiveram seus acidos
graxos analisados em duas fases de crescimento distintas: a metade da fase exponencial (EXP)
e inicio da fase estacionaria (EST) de crescimento celular. a) S. bibraianum (CCMA-
UFSCAR 47); b) K. aperta (CCMA-UFSCAR 123); c¢) A. densus (CCMA-UFSCar 128); d) A.
densus (CCMA-UFSCar 239); e) A. fusiformis (CCMA-UFSCar 333) ; f) C. braunii (CCMA-
UFSCar 455.
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