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MICROALGAE: A SUSTAINABLE STRATEGY IN THE TRANSFORMATION AND OBTAINING OF ORGANIC
COMPOUNDS. The present review presents the biotechnological potential of microalgae, highlighting its applications in biofuels,
bioremediation, production of bioactive compounds, biocatalysts, and biofertilizers. Microalgae are photosynthetic microorganisms
that combine characteristics of plants and heterotrophic microorganisms, such as yeasts, bacteria, and fungi. They can be considered
biotechnological agents of extreme versatility and metabolic adaptability. Its photosynthetic efficiency can absorb large volumes of
anthropogenic CO, and convert it into biomass rich in compounds of high biological and energetic value, enabling the development
of sustainable bioremediation processes and the production of third-generation biofuels and biofertilizers. In addition, its biomass has
aroused interest in obtaining compounds with biological action, such as carotenoids, mycosporine-like amino acids, polyunsaturated
fatty acids, sterols, phycocolloids, carbohydrates, and proteins. The biotechnological potential of microalgae does not end with the
production and extraction of its biomass. Its dynamic and adaptive metabolism allows its use in the biotransformation of xenobiotic
substrates and the production of compounds of chemical and pharmaceutical interest. In this perspective, microalgae have application
qualities as a biotechnological platform in developing synergistic processes between the environment, society, and industry, thus
contributing to the expansion and use of Green Chemistry and strengthening the circular economy.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de tecnologias capazes de promover a
integracdo de aspectos ambientais, econdmicos e sociais tem
sido alvo crescente de discussdes nas ultimas décadas. Esforcos
coordenados globais, visando o bem-estar do planeta e das futuras
geragdes, levaram a proposic¢ao dos 17 Objetivos de Desenvolvimento
Sustentdvel (ODS) pela Organizagdo das Nacoes Unidas (ONU).!
Neste contexto, a biotecnologia vem sendo apontada como elemento
chave e de grande importancia estratégica, devido ao seu potencial
diversificado para o uso da biodiversidade na gerag¢do de energia
renovével, no desenvolvimento de agricultura sustentdvel e em
processos Quimicos Verdes.”

Diante deste cenario, as microalgas vém se destacando em fungao
do seu alto potencial biotecnoldgico, capazes de produzir diferentes
tipos de compostos quimicos economicamente importantes, inclusive
com relevancia comercial.* A biomassa obtida a partir do cultivo das
microalgas é rica em lipideos e carboidratos, o que permite a produgdo
de biocombustiveis de 3* geragao. Além disso, essa biomassa também
€ composta por produtos naturais com alto valor agregado, como
acidos graxos poli-insaturados, carotenoides, vitaminas e esterois.

Devido a sua versatilidade metabdlica, as microalgas se adaptam
amudancas ambientais e alteracdes nos meios de cultura, permitindo
alta tolerancia a fatores abidticos e substratos xenobidticos.* Estas
caracteristicas, somadas a sua capacidade de cultivo em pequenos
espacos e biorreatores, possibilitam controlar seus paradmetros
bioquimicos e fisico-quimicos,” amplificando seu potencial na
obtengdo de compostos bioativos.

Seu cultivo, em conjunto com a reciclagem de materiais e
nutrientes, representa uma oportunidade aprecidvel, como parte

*e-mail: vriatto@ufba.br

de um sistema econdmico regenerativo para exploragdo de matéria
sustentavel. As microalgas podem ser consideradas um recurso
renovavel estratégico, com qualidades para aplicacdo em diversas
areas biotecnoldgicas e potencial tendéncia para aproveitamento em
economia circular.®

Embora o emprego das microalgas na producao de biocombusti-
veis de 3* geragdo’ e no tratamento de dguas residuais agroindustriais®
esteja bem estabelecido, existem outras aplicagdes biotecnoldgicas
promissoras que apresentam relevancia. A variedade de produtos de
alto valor agregado, como farmacos e nutracéuticos, tem despertado
interesse do setor industrial (Tabela 1),” bem como a oportunidade
de emprego das microalgas como biocatalisadores de substratos ex6-
genos'® e sua versatilidade como biofertilizantes.' Em funcao dessas
utilidades destacadas e proeminentes, a presente revisao visa cobrir
uma lacuna de divulgagdo em lingua portuguesa, abordando o vasto
potencial das microalgas com especial atengdo sobre a obtengdo de
compostos bioativos, desenvolvimento de biofertilizantes e aplicacdes
em biotransformacao.

MICROALGAS

As microalgas sdo micro-organismos que abrangem enorme
diversidade morfofisiolégica e genética (compreendendo seres
procariéticos, representados pelas cianobactérias, e seres eucaridticos,
representados pelas clordfitas).” A Figura 1 apresenta uma imagem
ilustrativa de microalgas da espécie Dunaliella salina.

O crescimento desses micro-organismos depende principalmente
de trés fatores: energia, dgua e fonte de carbono. Seu ciclo de vida
pode ser descrito em quatro fases: (i) lag - fase de adaptacio
fisioldgica as condi¢des do meio de cultura e indugdo de crescimento,
com atividade metabdlica intensa; (ii) log - crescimento exponencial
e multiplica¢@o das microalgas, caracterizada pela presenga de células
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Tabela 1. Diferentes espécies de microalgas e seus respectivos produtos de
interesse industrial

Microalga Produto Estrutura molecular
Chlorell HQ" 00
ore ‘a Acido ascérbico HO _

vulgaris
HO OH
Dunali
unaizellu B-Caroteno
salina
Dunaliella Micosporina

tertiolecta

Spirulina L
A , C-Ficocianina
platensis
Haematococcus .
. Astaxantina
pluvialis
Parietochloris Acido
incise araquiddnico

COOH
Spirulina sp.  Acido linolénico

A

Fonte: Adaptada de Rachid e colaboradores.?

Figura 1. Células de microalgas D. salina obtidas a partir da captura de
imagem em equipamento microscopio optico OPTON modelo TNB-01B com
aumento de 400x (fonte: elaborada pelo autor)

jovens e por ser a fase bioquimicamente mais rica, com a maior
atividade metabdlica; (iii) estaciondria - reducdo do crescimento,
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seguida de um pequeno acréscimo até seu valor maximo, caracterizada
pelo alto volume de biomassa; (iv) morte celular - fase em que o
nimero de células mortas excede o nimero de células novas, advém
do esgotamento de nutrientes decorrente da alta densidade celular
(Figura 2).°
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Figura 2. Curva de crescimento da microalga D. salina em sistema fechado

fotoautotrdfico, a 25 °C, com inje¢do de ar atmosférico e fotoperiodo cons-

tante, ao longo de 75 dias (fonte: elaborada pelo autor)

A principal via metabdlica das microalgas € o processo de
fotossintese oxigénica, denominado como mecanismo fotoautotrdfico,
que utiliza luz como fonte de energia e converte diéxido de carbono
em compostos organicos, liberando oxigénio molecular a nivel
celular.'> De forma geral, este processo compreende duas fases: reacao
fotoquimica (fase clara) e reacdo bioquimica (fase escura). A fase
clara € composta por duas etapas principais, a redugdo do NADP* a
NADPH no fotossistema I, e a oxidag¢do da dgua para producio de
oxigénio, pelo fotossistema II; sendo estas etapas interligadas por
um sistema redox de transporte de elétrons.'”> O ATP e o NADPH,
produzidos na fase clara, fornecem energia necessdria para a fixagao
do diéxido de carbono no citoplasma, através do ciclo de Calvin,
quando o diéxido de carbono absorvido € convertido em carboidrato.
Essa sintese acontece pela reagdo de carboxilacdo do intermedidrio
ribulose-1,5-bisfosfato, via acdo enzimatica da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase oxigenase (RuBisCO) (Figura 3)."3

Embora a principal via de crescimento das microalgas seja
fotoautotréfica, sua adaptabilidade metabdlica possibilita outros
sistemas de obten¢@o de energia e nutri¢do. No regime heterotréfico,
compostos organicos sdo empregados como fonte de energia e fontes
de carbono. J4 no regime mixotréfico, a energia € obtida através da
fotossintese ou da oxidag¢do de compostos organicos.’ A adaptabilidade
das microalgas, sob diferentes regimes de cultivo, desponta como
uma grande vantagem para aplicacio em biotecnologia. A regulacio
metabdlica, imposta nestes meios, permite direcionar e incrementar
a obtengdo de bioprodutos de interesse (Tabela 2).'*

As microalgas também podem ser cultivadas em fotobiorreatores
fechados, sendo uma estratégia util para controlar seus parametros
bioquimicos e fisico-quimicos. Estes sistemas podem apresentar
configuracoes diferentes (Figura 4)'* e permitem produzir culturas
com elevados graus de pureza, curtos ciclos de cultivo, alta densidade
celular, elevadas taxas de biofixagdo de CO, e eficiéncia fotossintética.
Os fotobiorreatores sdo geralmente empregados na producio de
bioprodutos de alto valor agregado, tais como farmacéuticos e
nutracéuticos (Tabela 3).'

Dentre as técnicas utilizadas para aprimoramento das culturas
de microalgas, a otimizacdo da fixacdo de carbono nas células, a
partir da regulacdo de suas vias metabdlicas, permite a obtencgdo de
bioprodutos, a partir de sua biomassa."” O uso de compostos qui-
micos como potencializadores na modulagdo do metabolismo das
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Figura 3. Ilustragdo do processo metabdlico da fotossintese oxigénica em microalgas (fonte: adaptado de Sen e Yadav, e Bones e colaboradores)'>"

Tabela 2. Comparativo entre as caracteristicas dos processos fotoautotrofico
e heterotroéfico, na produgio de microalgas da espécie C. vulgaris

Caracteristicas Fotoautotréfico Heterotrofico
Fonte de energia luz carbono organico
Fator limitante de crescimento luz oxigénio
Equipamento fotobiorreator fermentador
Proteinas (% produzida) 52,6 10,3
Lipidio (% produzida) 14,6 55,2
Carboidrato (% produzida) 10,6 15,4

Fonte: Adaptado de Show e colaboradores.'*

microalgas, tem demonstrado resultados em acdes de regulacdo de
vias biossintéticas, indugdo de respostas ao estresse oxidativo e de
precursores metabdlicos (Tabela 4).'* Um exemplo de bioproduto com

A B

Zona fética
(descida)

Zonha escura
(subida)

Ar/CO2

D

Controle de entrada e saida

Bomba

R—— _ .\

Saida de microalgas

Frasco de
cultura algal

produ¢do modulada € o dcido docosa-hexaenoico (DHA) (Figura 5),
um dos dcidos graxos presentes no O6mega-3, que tem atraido
grande interesse da industria de nutracéuticos devido a sua agdo
neuroprotetiva. Estudos sobre culturas de Chlorella sorokiniana,
tratadas com acido-1-naftalenoacético, associado ao acido-2-fenil-
acético, demonstraram aumento no crescimento de sua biomassa
rica em lipidios em 104%, enquanto estudos sobre a adi¢do de
4cido madlico ao meio de cultura de Schizochytrium sp. aumentaram
o contetido de DHA entre 35-60% em sua composicdo graxa total
(Tabela 4).'°

Assim sendo, o cultivo das microalgas para aplicagdes
biotecnoldgicas € um processo que depende da fisiologia microbiana
e dos sistemas de cultivo. O direcionamento para formacdo dos
bioprodutos pode ocorrer através de duas estratégias: regulacio da
fisiologia celular, por meio de alteragdes externas (como pH, fontes de
luz, temperatura, adicio de nutrientes, etc.); e engenharia metabdlica,

Ar/CO2

Figura 4. Principais configuragoes de fotobiorreatores: (A) coluna de bolhas; (B) coluna airlift; (C) tubular horizontal; (D) tanque mecanicamente agitado

com bomba de fluxo continuo; (E) placa plana com tubulagdo perfurada (fonte: adaptado de Show e colaboradores)™
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Tabela 3. Sistemas de cultivo em fotobiorreatores para diversas espécies
de microalgas com seus respectivos produtos de interesse farmacéutico e
nutracéutico

Microalga Produto Estrutura molecular
O o _o

P. moriformis  Acido ascérbico Hofg;f
Ho ~ OH

Eugl
ustena a-Tocoferol
gracilis
X
Euglena . HN”™ "NH
e Biotina
gracilis H H
&> coon
. |
D. salina -Caroteno S SNSRI
H. pluvialis Astaxantina
P isincise  Acido araquidonico
S. platensis C-Ficocianina

O

Figura 5. Estrutura do DHA

através de regulagdes que compreendem alteragdes intracelulares
das reacgdes fotoquimicas e dos fluxos de carbono e energia das vias
metabdlicas na mitocondria e cloroplasto, conforme ilustrado na
Figura 6." Portanto, o aprimoramento da produc¢do microalgal vem
sendo considerado a fim de melhorar e intensificar a composi¢ao
do contetiido da sua biomassa e otimizar seu emprego em processos
biotecnoldgicos.

Aplicacdes biotecnolégicas das microalgas

Biocombustiveis

Biocombustivel € um combustivel de origem bioldgica ndo f6ssil,
obtido de fontes renovéveis e inesgotdveis. Normalmente € produzido
a partir de uma ou mais plantas com grande potencial econdmico. E
uma alternativa vidvel para substitui¢ao do petréleo e combustiveis de
origem f6ssil ndo-renovavel, com uma série de vantagens ambientais,
econdmicas e sociais. Contudo, a produgdo de biocombustiveis a
partir de 6leos comestiveis apresenta limitagdes, uma vez que existe
competicdo pela matéria-prima como fonte alimentar.

Quim. Nova

Tabela 4. Estimulantes quimicos utilizados para melhorar o crescimento e o
actimulo de bioprodutos em diversas espécies de microalgas

Espécies Bioproduto Estimulante quimico
OH -
H. pluvialis Astaxantina
H
O 24-epibrassinolideo
(0]
HO
Schizochytrium s DHA OH
V P- 0 OH
acido L-malico
NaO. ONa
D. salina B-Caroteno O O
malonato de sodio
COOH COOH
C. sorokiniana Lipidios OO
4cido 1-naftalenoacético  4cido 2-fenilacético
. Carotenoides
S. platensis . H,0,
totais

Fonte: Adaptado de Zhang e colaboradores. !

Em funcdo do alto teor lipidico da biomassa microalgal,
biorefinarias baseadas em microalgas sdo utilizadas para geracdo
de bioenergia, sendo a producgdo do biodiesel um dos principais
expoentes.'” Os biocombustiveis provenientes da biomassa de
microalgas sao classificados como de 37 gerag@o. O teor de lipidios,
carboidratos e proteinas presentes em suas células faz da biomassa
microalgal uma matéria prima sustentavel e versatil, assim como o
aproveitamento de seus coprodutos, para producio e conversiao em
diferentes fontes de combustiveis renovdveis (bioetanol, biogds, bio-
6leo e bio-hidrogénio), por meio de diferentes processos quimicos,
bioquimicos e termoquimicos (Figura 7).'*

A producdo de biodiesel de 3" geracdo tem se mostrado um
recurso energético sustentdvel e vidvel, uma vez que, diferentemente
das oleaginosas comestiveis (palma, soja, girassol, etc.), as microalgas
ndo sdo usadas para alimentagdo, ndo necessitam de terras para seu
cultivo e possuem sistemas de cultivo adaptdveis e versateis, com taxas
de crescimento rdpidas, associadas a uma alta produtividade lipidica.'
Virias espécies de microalgas foram identificadas como produtoras
de lipidios para a producdo de biodiesel, como Chlorella sp.,
C. vulgaris, C. sorokiniana, Chlorella protothecoides, S. platensis,
Nannochloropsis gaditana e Nannochloropsis salina.'” De maneira
andloga as espécies oleaginosas, o contetido lipidico proveniente da
biomassa microalgal € constituido pela distribuicao graxa de dcidos
saturados e insaturados, além da presenga de acidos poli-insaturados
como o dmega 3 e o Omega 6.°

A producdo de biodiesel, a partir de biomassa microalgal,
requer um nuimero maior de etapas, quando comparada ao método
convencional empregado para oleaginosas (extracio de lipidios por
prensagem mecanica ou solvente quimico, seguida de reacdo de
transesterificaciio). De forma geral, a produgao de biodiesel a partir
de microalgas € composta pelas seguintes etapas: colheita da biomassa
umida, secagem, ruptura da parede celular microalgal, extracdo da
biomassa seca por solvente, e producéio do biodiesel por meio de
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Figura 7. Processos de conversdo da biomassa microalgal em diferentes biocombustiveis (fonte: adaptado de Konour)'s

reagdo de transesterificacéio, na presenga de um dlcool (metanol ou
etanol) e um catalisador (4cido ou basico) (Figura 8)."

A etapa de extracdo dos constituintes lipidicos da biomassa
microalgal representa um dos principais desafios para as biorefinarias,
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2. OBTENGAO DE BIOMASSA
POR DECANTAGAO

3. SECAGEM DA
BIOMASSA UMIDA

Vapor de H20

visto que os rendimentos podem ser baixos e os custos elevados. O
processo de ruptura celular (através de ultrassom, agitagdo mecanica,
extracdo por solvente, etc.) € a etapa fundamental para a obtencdo
do contetido lipidico de forma satisfatéria. Neste contexto, a criagdo
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Figura 8. Processo de cultivo e extragdo da biomassa para produgdo de biodiesel microalgal (fonte: adaptado de Lam e colaboradores)”
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de condi¢des favordveis de ruptura celular e extracdo lipidica vem
ganhando atenc@o na literatura.'®

Foi realizado um estudo para otimizagdo da extracdo lipidica
da biomassa da microalga Scenedesmus sp., através da andlise
de alteracdes experimentais empregando diferentes misturas de
solventes, tempos de extragdo e formas de ruptura celular.® A
importancia destes efeitos foi calculada a partir de uma anélise de
variancia (ANOVA). Segundo os resultados obtidos, o parametro
que apresentou melhor performance foi a mistura de solventes
CHCI;:MeOH (2:1), assistida por ultrassom. Foi observado que duas
horas de extrag@o se mostraram suficientes para a obten¢do de um
rendimento lipidico total de aproximadamente 80 mg g!' de biomassa
seca. Além dos resultados satisfatérios sobre o contetido lipidico total
obtido, a otimizagdo multivariada apresentou-se como um método
acessivel, reduzindo o nimero de experimentos e minimizando o uso
de reagentes e energia.

A reacdo de transesterificacdo in situ (transesterificag@o direta)
tem sido reconhecida como uma alternativa promissora para
produc@o de biodiesel a partir de microalgas." Esta metodologia é
baseada em um processo one-pot, onde a biomassa (seca ou imida),
o dlcool e o catalisador sdo inseridos no meio reacional. Em uma
Unica etapa, os lipidios sdo extraidos e convertidos aos respectivos
ésteres de dcidos graxos. Idris e colaboradores?! realizaram estudos
com a microalga Nannochloropsis sp., para producgdo de biodiesel
por meio da transesterificagdo direta (in situ), via catdlise dcida
(H,S0,), utilizando metanol e liquido idnico (metil sulfato de 1-etil-
3-metilimidazol [EMIM][MeSO,]), assistida por aquecimento em
micro-ondas. Os resultados demonstraram que a transesterificacio
direta converteu os lipidios em seus respectivos €steres metilicos de
acidos graxos sem a necessidade das etapas de secagem e extragio,
mostrando-se mais efetiva quando comparada ao processo em duas
etapas. Os resultados revelaram um rendimento de 41% de biodiesel
por biomassa seca, enquanto a composicio dos ésteres metilicos
graxos apresentou alto teor de insaturag¢des, mostrando ser adequada
para a producdo de biodiesel.

Embora as microalgas apresentem alto contetido lipidico em
sua biomassa, a aplicabilidade na producdo de biodiesel depende
da sua composi¢ao graxa (comprimento da cadeia, grau de insatu-
racdo e presenca de ramificacdes), dado que estes fatores impactam
diretamente nas propriedades finais do biodiesel obtido. A avaliagdo
da producdo de biodiesel, a partir do biossdlido gerado pela acdo
das microalgas Chlorella sp., Euglena sp. e Phacus sp., em dguas
de tratamento de efluentes, demonstrou que o biodiesel possuia um
teor de 79,5% de ésteres metilicos de dcidos graxos, valor abaixo
do minimo exigido pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gds Natural
e Biocombustiveis (ANP) (96,5%).?> De acordo com este estudo,
o contetdo lipidico total do biossdlido continha outros compostos
(octa-, hexa- e heptadecano), responsaveis por influenciar negativa-
mente a densidade e a viscosidade do biodiesel produzido.

Bioetanol e biobutanol também podem ser obtidos através da
biomassa microalgal. A produ¢do do bioetanol se assemelha aos
processos de conversdo de materiais lignoceluldsicos, nos quais é
empregada hidrélise 4cida ou enzimdtica, permitindo a conversao da
biomassa nos agticares necessarios para o processo fermentativo. A
limitagdo de nitrogénio ao meio de cultivo € uma técnica importante
que permite o acimulo de carboidratos e otimizacdo na produgao de
bioetanol.”® Estudos realizados com Synechococcus sp. registraram
um acumulo de 60% do conteido de carboidratos (3 g L' de
concentracido de biomassa), sob condicdes de restricdo de nitrato.
Tratamento da biomassa com lisozima, seguido de fermentag¢do com
alevedura Saccharomyces cerevisiae, produziu bioetanol em 86% de
rendimento. J4 a producdo de biobutanol € realizada via um processo
de fermentacdo conhecido como acetona-butanol-etanol (ABE). Este
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processo € constituido por duas etapas. Na primeira, chamada via
acidogénese, bactérias do género Clostridium realizam a conversio
anaerdbica dos carboidratos presentes na biomassa microalgal em
dcidos organicos voldteis (como dcido acético e dcido butirico). Na
segunda etapa, a via solventogénese, estes dcidos sio transformados
em butanol, acetona e etanol.*

Os biocombustiveis s6lidos também vém se destacando por serem
excelentes alternativas aos combustiveis convencionais (fosseis e
lenha). Eles possuem alto poder calorifico e emitem menos gases do
efeito estufa, podendo ser considerados uma alternativa verde para
a reducdo da dependéncia energética. A conversdo termoquimica
da biomassa microalgal é uma estratégia importante para obtencio
destes biocombustiveis. O processo de torrefacdo baseia-se na pirdlise
branda da biomassa, através de temperaturas entre 200 a 300 °C, com
duragdes de até 60 minutos. Os sistemas de torrefagdo podem variar
conforme o método de aquecimento e gds de arraste empregados
(Tabela 5).%

Tabela 5. Diferentes métodos de torrefagdo de biomassa microalgal com
descri¢do comparativa de suas vantagens e desvantagens

Método Vantagens Desvantagens
. . Longa duracio; alto
- Tecnologia estabelecida; 8 < .
Torrefacio o . custo operacional;
. alta estabilidade; facil o
convencional limitacdo de

operagao .
aprimoramento

Alto consumo
energético; meio de
absorgdo limitado;
instabilidade operacional

Aquecimento eficiente;
curta duracdo de
torrefagdo; aquecimento
seletivo

Torrefacdo por
micro-ondas

Fécil remocao de cinzas;
adequado para matérias

Longa duracao de
torrefagdo; precisa de

Torrefacio . PR .
P primas com altos teores de  liquido hermético ou
tmida . P ~
umidade; combustivel de  fase aquosa; alta pressdo
maior qualidade de operagdo
Baixa exigéncia de Alto teor de cinzas
Torrefacio equipamentos; conservagao no produto; baixo
oxidativa de energia; alta viabilidade rendimento sélido; baixo

econdmica fator de aprimoramento

Fonte: Adaptado de Ho er al.®

A torrefac@o da biomassa microalgal estd relacionada diretamente
com sua composi¢do. Estudos sobre a decomposi¢do térmica
de microalgas demonstraram que as biomassas com alto teor de
carboidratos sd3o mais facilmente degradadas, seguidas de biomassas
ricas em proteinas e lipidios.?® Desta forma, biomassas com altos
teores de carboidratos resultam em maior perda de massa e,
consequentemente, baixos valores calorificos. Entretanto, o aumento
no conteido proteico da sua biomassa pode conferir incremento
significativo no valor calorifico, potencializando assim sua viabilidade
como biocombustivel sélido. Contudo, a queima do contetdo proteico
pode emitir gases com altos teores de nitrogénio e enxofre, tornando-
se necessdrio manter um equilibrio entre o potencial energético e a
emissao de gases durante o processo de torrefacdo. Para este efeito, €
necessario controlar o teor de proteinas nas células durante seu cultivo.

Devido ao desenvolvimento rdpido do sequenciamento
genético das microalgas, algumas abordagens de edicio génica se
desenvolveram consideravelmente nos tltimos anos.? As microalgas
e seus componentes celulares podem ser manipulados com precisao,
direcionando a formagdo de compostos organicos necessdrios
para otimizacdo da producido de biocombustiveis sélidos, a partir
da torrefagdo (Figura 9). A superexpressdo de algumas enzimas-
chave para regulacdo metabdlica pode maximizar a produgdo de
amido, proteinas ou inibir vias metabdlicas competitivas. Como



Vol. 47, No. 2

I Alta relagdo atdmica H/C e 0/C
' Facil queima e inflamavel |

______________

Engenharia genética

AL

Boa propriedade de peletizagao !
Emiss@o de NOx e SOx 1

6PG——> P6G <------ Agucar

Controle da Biossintese

Microalgas: uma estratégia sustentdvel na transformagio e obtencio de compostos organicos 7

fmmmmm e m - =
1 Alto valor calorifico :
| Alta temperatura de queimae |
| ignigao 1

\ F6P —— G1P ——»ADP-Glu
Abordagem em
biologia sintética
Piruvato

AMIDO]
perc  [Poc ;

ACs
~ Acetato
'

Ciclo

NADP NADPH

i
ACL
OAA  qop  Cilrato = 0AA—p MAL—="p Piruvato £oc,
i

| !
i 7 LACS
a-KG H Acil-CoA ) &--~=-~ Biossintese de 4cidos graxos
'
' | I
|

Gt RusP
Acidos graxos /' cidlo \, s
G o "“2’?
Piruvato €— PEP +— 2 PGA 3 PGA

Figura 9. Edicdo de genes em microalgas para aprimorar a obtencdo de biocombustiveis sdlidos (fonte: adaptado de Ho et al.)”

consequéncia, o biosélido produzido, apds torrefacdo, possui
propriedades superiores de combustivel e eficiéncia energética.
Propriedades como valor calorifico, hidrofobicidade, capacidade de
moagem, armazenamento e a homogeneidade do combustivel podem
ser aprimoradas significativamente.”

Biorremediagdo

O potencial de adaptacdo das microalgas as mudangas das
condi¢des ambientais, através de seus mecanismos de aclimatacio
bioquimica e fisioldgica, possibilita seu crescimento em ambientes
aquaticos eutrofizados. Seu metabolismo viabiliza processos de
biossor¢do de {fons metdlicos, qualificando-as como uma alternativa
biotecnoldgica eficiente e sustentdvel para emprego em técnicas e
projetos de biorremediagdo (Tabela 6).2"2

Tabela 6. Processos de biorremediagdo com diferentes espécies de microalgas

Microalga Poluentes Remocao (%)
Fésforo inorganico 84
C. sorokiniana Nitrogénio amoniacal 64-82
Fésforo inorganico 80-88
Nitratos 72
Fosfatos 76
Nitrogénio 90
Fésforo 98
C. vulgaris Ferro 88
Manganés 79
Cobre 58
Zinco 85
Amonia 82
Oxido de nitrogénio 48
Chlorella sp. Diéxido de enxofre 50
Cadmio 48
Cobre 99
S. platensis Zinco 95
Cromo(VI) 62

Fonte: Adaptado de Santos e colaboradores.?

O cromo € um metal pesado frequentemente encontrado no meio
ambiente. Entre suas formas idnicas predominantes, o cromo(I1I) tem

apenas cerca de um milésimo da toxicidade do cromo(VI). Em geral, a
biomassa de microalgas pode ser empregada como adsorvente durante
o processo de remocao de cromo. Contudo, estudos sobre a aplicacdo
da microalga C. vulgaris na biorremediagdo de fons cromo(VI)
mostraram a conversdo do cromo(VI) em cromo(III) através de dois
mecanismos sinérgicos: (i) mecanismo de redugdo bioldgica, via
enzima cromo redutase; e (i) mecanismo via oxidagdo da glutationa
(GSH), proveniente da ruptura celular.”” Este fendmeno foi observado
quando culturas de células microalgais mortas e esterilizadas foram
capazes de reduzir o cromo(VI). Foram realizados ensaios para
avaliar o potencial de redugdo do cromo(VI) empregando: (i) células
microalgais vivas; (if) células mortas esterilizadas; (iii) sobrenadante
do meio de células mortas; (iv) sobrenadante do meio de células apds
ruptura por sonicacdo; e (v) meio sem células, com adi¢do de GSH
e cromo(VI). Os resultados demonstraram a influéncia da glutationa
presente no meio celular para redug¢do do cromo(VI) em cromo(III)
(Tabela 7).

Tabela 7. Valores da taxa de reducdo média de fons cromo(VI) em células
vivas, células mortas esterilizadas, sobrenadante de células mortas, sobrena-
dante de c€lulas mortas sonicadas, e meio sem células com adi¢do de GSH

Sistema reacional Taxa de reducdo (mg L' dia™)

Células vivas 3,73
Células mortas esterilizadas 1,52
Sobrenadante de células mortas -

Sobrenadante de células apds ruptura, 0,38
via sonicagao

Sem células, com adi¢ao de GSH 61,2

Fonte: Adaptado de Wey et al.”

Associado a processos de biorremediagao, a aplicacdo de microalgas
na biodegradacdo de contaminantes emergentes como farmacos,
hormonios, retardantes de chama e herbicidas, vem se mostrando
uma importante op¢ao biotecnoldgica para tratamento de efluentes e
dguas costeiras.'” Estudos sobre poluentes enddcrinos presentes em
sistemas marinhos costeiros demonstraram a habilidade das microalgas
D. salina, Nannochloropsis oculata, Platymonas subcordiformis
e Phaeocystis globosa de degradar o nonilfenol etoxilado, um
importante contaminante ambiental que oferece riscos a satide e
ao meio ambiente.*® Em outro estudo, foi avaliado o potencial de
biorremediagao da microalga Selenastrum capricornutum em efluentes
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e dguas residuais, para contaminagdo com hormonios esteroidais. Os
resultados apresentaram um potencial de remogdo e biotransformagao
dos hormonios 17B-estradiol e 17o-etinilestradiol em 93,9 e 75,3%,
respectivamente.’!

Estudos também demonstraram a versatilidade das microalgas
em interagirem com outros micro-organismos, promovendo processos
biotecnoldgicos.’> Um sistema de célula combustivel microbiano
(CCM), utilizando S. cerevisiae e S. platensis, foi empregado na
geracdo simultanea de energia renovavel e produgdo de biomassa, a
partir de dguas residuais oriundas de industrias cafeeiras. Sistemas
bioeletroquimicos de CCM sdo dispositivos capazes de converter
matéria organica em energia elétrica pela agao de micro-organismos.
A matéria organica contida em dguas residuais foi utilizada pelos
micro-organismos como nutriente de crescimento, gerando como
consequéncia processos metabdlicos capazes de fornecer prétons e
elétrons que foram convertidos em energia elétrica (Figura 10). A
reducdo do conteddo organico de dguas residuais industriais ocorreu
no anodo da CCM, pela agdo enzimdtica da levedura S. cerevisiae,
tendo como produto principal o CO,. No cédtodo, a microalga
S. platensis consumiu o CO,, via fotossintese, regenerando o O,.
Este sistema gerou um fluxo de elétrons através do sistema redox
bioeletroquimico da CCM, produzindo uma corrente elétrica de
0,17 V, redugdo de 60% da demanda quimica de oxigénio, além da
reducéo de 83% dos residuos sélidos totais.

Voltimetro
o4k o
/ Nubo de CO2

Aerador O

S. cerevisiae

@ Elétrons @ Prétons () CO2 ) Ar atmosférico

Figura 10. Esquema da célula combustivel integrada utilizando a levedura
S. cerevisiae e a microalga S. platensis (fonte: adaptado de Christwarda-
na et al.)?

Produgdo de compostos bioativos

As microalgas sd@o candidatas promissoras a plataformas de
produgdo de compostos organicos de alto valor agregado. Elas
apresentam vdrias vantagens intrinsecas: sdo seres eucaridticos,
capazes de realizar funcdes bioldgicas e bioquimicas complexas; sao
fotossintetizantes, portanto tém requisitos de crescimento baratos;
sdo resistentes a estresses associados ao cultivo industrial; e podem
ser apropriadas para produc@o em escala industrial.

As tendéncias atuais de biotecnologia envolvendo microalgas
propdem a obtencao de compostos bioativos de alto valor agregado,
integrados a sistemas produtivos de biocombustiveis e processos de
biorremediagdo. Estes processos envolvem o emprego da biomassa
microalgal em grande escala, de forma sustentdvel e economicamente
vidvel.3 Dentre os compostos orginicos provenientes das microalgas,
os mais explorados sdo triacilglicerideos (TAGs), carotenoides
e dcidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LC-PUFAs).
Dentre esses tltimos, destacam-se os dcidos graxos 6mega-3
eicosapentaendico (EPA) e docosa-hexaendico (DHA), empregados
em suplementa¢do nutricional humana e que atraem grande atencéo
da inddstria de nutracéuticos.®
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A obtencgido destes importantes dcidos graxos através das
microalgas € bastante promissora, podendo tornar-se uma alternativa
economicamente mais interessante em detrimento de suas fontes
habituais, como peixes, farinhas de sementes e castanhas ou dleos.
Nesta perspectiva, estudos sobre producao de EPA em dguas residuais
industrias de celulose e papel, em efluente de digestdo anaerébica,
a partir do cultivo da microalga N. oculata, apresentaram resultados
interessantes de rendimento (47,2 mg de EPA por litro de cultura),
além do aumento de aproximadamente sete vezes mais producdo
de TAGs, quando comparados a regimes de cultivo em dgua do mar
artificial

Avancos recentes em tecnologias de sequenciamento, metabold-
mica e protedmica tém pavimentado o caminho para a caracterizagio
metabdlica a nivel genético de algumas espécies de microalgas. A
possibilidade de direcionar geneticamente a produ¢@o de compostos
organicos, colocou essas espécies sob os holofotes como biofdbricas
promissoras de tamanho celular, movidas a energia solar.*

A biossintese e 0 acimulo de compostos especificos dependem,
no entanto, da genética da espécie da microalga, fase de crescimento,
disponibilidade de nutrientes, salinidade, temperatura e irradiagdo.
Estratégias para melhorar a producdo de triacilglicerideos, dcidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa e carotenoides tem sido
empregadas em cepas selecionadas e aprimoradas por via de
engenharia metabdlica (por exemplo, mutagénese direcionada).
Esses processos podem resultar em microalgas que exibem taxas de
crescimento mais aceleradas, robustez contra mudancas ambientais
e contaminantes, bem como a capacidade de produzir carotenoides,
TAGs e LC-PUFAs simultaneamente (Figura 11).%
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Figura 11. Esquema simplificado dos compartimentos e das vias metabdlicas
da carotenogénese, sintese de dcidos graxos e de triacilglicerdis em microalgas
(fonte: adaptado de Varela e colaboradores)*

A biossintese de TAGs e LC-PUFAs ocorre na membrana do re-
ticulo endoplasmadtico. Alguns exemplos de LC PUFAs sdo os dcidos
linoleico (LA), a-linolénico (ALA), y-linolénico (GLA), esteari-
donico (SDA), araquiddnico (AA), di-homo-y-linolénico (DGLA),
eicosatetraendico (ETA), EPA e DHA. Também no reticulo en-
doplasmatico o glicerol-3-fosfato € esterificado na presenca de
trés acidos graxos, gerando TAGs, incluindo os intermedidrios
lisofosfatidato (LPA), 4cido fosfatidico (PA) e diacilglicerol (DAG).
Embora a topologia da biossintese de carotenoides nao seja total-
mente conhecida, as evidéncias atuais sugerem que esta ocorra
principalmente no cloroplasto. A carotenogénese comega com 0
pirofosfato de isoprenila (IPP), que € sintetizado a partir de piruvato
e gliceraldeido-3-fosfato. Apds varias etapas de condensagdo, o
pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) € convertido em fitoeno, o
primeiro carotenoide a ser sintetizado. As reacdes de dessaturacio
levam ao licopeno, que pode seguir duas rotas diferentes, produzindo
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o- ou PB-caroteno. Sua hidroxilagdo pode dar origem a compostos
de alto valor agregado como as xantéfilas (por exemplo, luteina e
astaxantina).

Explorando essa alternativa tecnoldgica, a microalga D. salina
foi estudada como modelo para produgdo de cetocarotenoides a partir
de engenharia metabdlica da via biossintética de carotenoides.*® A
expressdo da enzima f3-caroteno-cetolase (BKT) foi realizada através
da introdugdo do gene bkt da microalga H. pluvialis. Os resultados
obtidos demonstraram a viabilidade na produgdo de luteina e outros
carotenoides a partir das linhagens recombinantes de D. salina
(Tabela 8).

Tabela 8. Contetdo de carotenoides (expressos por pg g de massa de célula
seca) sintetizados pelas linhagens mutantes de D. salina BKT

Carotenoide Contetido Estrutura

OH
640,0 w
HO™

Luteina
oH
. |
Zeaxantina 2,3 D T Ve Ve e T S
HO'
|
B-Caroteno 514,0 B SN XN
Astaxantina 3,5
Cantaxantina 1,9

Fonte: Adaptado de Sarada e colaboradores.*
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Terpenos sdo compostos naturalmente produzidos pelas plantas,
através de seu metabolismo secunddrio. Sdo frequentemente
biossintetizados em pequenas quantidades ou em misturas de
compostos semelhantes, o que torna a extra¢do das fontes naturais
comercialmente invidvel. A sintese quimica também € desafiadora,
devido a complexidade das estruturas de interesse. Geralmente sdo
comercializados na forma de 6leos essenciais e estdo relacionados
a uma grande variedade de propriedades biolégicas, como
anticancerigena, anti-inflamatdria, bactericida e fungicida.

A biossintese de terpenoides possui duas vias metabdlicas, a via
do metileritritol-fosfato (MEP), que ocorre no cloroplasto; e a via do
mevalonato (MVA), situada no citosol, no peroxissoma e no reticulo
endoplasmatico. Ambas vias metabdlicas possuem dois precursores, 0
pirofosfato de isoprenila (IPP) e o pirofosfato de dimetilalila (DMAPP),
que atuam como unidades elementares na biossintese dos isoprenoides
(Esquema 1).3 A via MVA ocorre em Archaea e no citosol da maioria
dos organismos eucaridticos. Comega com acetil-CoA e termina
com a formagdo de IPP, que € interconvertido em seu isdmero
alilico DMAPP pela agdo da IPP isomerase (IDI). A via MEP estd
presente na maioria das bactérias, em plastideos de organismos
fotossintéticos (como as microalgas) e em alguns outros organismos
eucaridticos. Ao contrdrio da via MVA, a via MEP € alimentada
por piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (GAP). Seus produtos finais,
IPP ¢ DMAPP, sdo simultaneamente sintetizados a partir de seu
precursor comum, 4-hidréxi-3-metilbut-2-enil-difosfato (HMBPP),
e a enzima IDI isomerase converte o excesso de IPP em DMAPP.
Entdo, IPP e DMAPP sdo condensados para formar o precursor dos
monoterpenos, pirofosfato de geranila (GPP). Consecutiva adi¢do de
unidades IPP forma o pirofosfato de farnesila (FPP) e o pirofosfato de
geranilgeranila (GGPP), precursores de sesquiterpenos e diterpenos,
respectivamente. Pirofosfatos de prenila com cadeias de carbono
mais longas (C30 e C40) também sdo produzidos. A ultima parte
da biossintese, que fornece uma vasta diversidade de terpenoides,
ocorre apés transformacdes e modificacdes dos esqueletos
mencionados através de enzimas, como oxido-redutases, hidrolases,
transferases, etc.

GAP

/ l \Rota MEP
= X 0-P-0-P-OH — > hemiterpenos (C5)

OH OH

PP isomerase DMAPP

l + PP
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GPP OH OH
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X X X X I I

O-P=-0-P-OH —— diterpenos (C20)

GGPP OH OH

+GGPP
tetraterpenos (C40)

Esquema 1. Biossintese de isoprenoides via rota do mevalonato (MEV) e na via rota metileritritol-fosfato (MEP) (fonte: adaptado de Vavitsas et al.)*®
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Associando a produgdo promissora de terpenos pelas microalgas,
com a possibilidade de potencializa-la através de ferramentas de en-
genharia genética, estudos envolvendo expressdo génica em algumas
espécies vém se destacando.®® A microalga Chlamydomonas reinhardtii
€ um organismo modelo amplamente estudado em genética de algas.
Os esforcos da engenharia desta espécie mostraram sua adequacdo
como uma fébrica unicelular para a sintese de pequenas moléculas
provenientes de enzimas fruto de edicdo. A microalga foi manipulada
para produzir o sesquiterpeno (E)-a-bisaboleno (Figura 12).%° Por meio
da engenharia genética, melhorias substanciais da sua produtividade
foram alcangadas através do ajuste coordenado do metabolismo de
isoprenoides, combinando com a superexpressdo da enzima terpeno
sintase. Até 10,3 mg de bisaboleno por grama de peso seco de célula
foram produzidos em cinco dias, o que representou um aumento de
mais de quinze vezes em relac@o as cepas de expressao padrdo de sin-
tase. A investigacdo do desempenho da cepa em cultivos de aumento
de escala determinou o beneficio de produtividade do bisaboleno nos
ciclos claro:escuro. O cultivo mixotréfico rendeu a formagdo de bisa-
boleno em até 11 mg L' de cultura, em sete dias. Através do regime
fotoautotrdfico, o bisaboleno foi obtido em apenas 3,9 mg L' de cultura.

A microalga C. reinhardtii também apresentou potencial para
produzir o sesquiterpenoide patchoulol (Figura 12).* Através da
expressdo da enzima patchoulol sintase, foi avaliada a producao do
sesquiterpeno em condicdes diferentes de crescimento da microalga.
Em condig¢des fotoautotréficas, foi observada a produgio do
patchoulol em até 1,03 mg L' de cultura.

Em outro estudo, a expressdo de enzimas vegetais heterélogas do
genoma nuclear da microalga C. reinhardtii potencializou a producio
dos diterpenoides casbeno, taxadieno e 6xido de (+)-13-(R)-manoila
(Figura 12).*' Através de cultivos fotoautotréficos, usando CO, como
unica fonte de carbono, ciclos de iluminagao dia:noite e sete dias de
cultivo, foram produzidos até 80 mg de 6xido de (+)-13-(R)-manoila
por grama de massa seca de células. Essas conquistas representaram
um marco importante na engenharia da microalga C. reinhardtii
em dire¢do a perspectiva de projetar biofdbricas sustentdveis de
microalgas movidas a luz.

E-a-bisaboleno

(-=)-patchoulol

oxido (+)-13-(R)-manpila

H
H

Figura 12. Isoprenos produzidos através de linhagens de microalgas

casbeno taxadieno

C. reinhardtii recombinantes

Embora apenas estudos restritos envolvendo algumas espécies de
microalgas vém sendo relatados, estes micro-organismos possuem
diferentes caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas, o que
lhes confere grande capacidade de produzir diferentes metabdlitos
biologicamente ativos. A biotecnologia das microalgas tem se
tornado objeto de estudo em diversas dreas devido a variedade de
bioprodutos que podem ser obtidos. Quando seus processos de cultivo
sdo melhor compreendidos, as microalgas podem se tornar uma fonte
ambientalmente correta e economicamente vidvel de produgdo de
compostos de alto valor agregado.

Biocatdlise
A reducdo de compostos carbonilicos tem sido explorada
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extensivamente através de biotransformagdes.*> O emprego de micro-
organismos heterotréficos em reagdes de biorredugdo assimétrica
estd bem estabelecido,” contudo a utilizagdo de organismos
fotoautotréficos, como as microalgas, € relativamente limitada.*
O método de cultivo das microalgas € distinto daquele usado para
micro-organismos heterotréficos e, portanto, s3o raros os quimicos
orginicos sintéticos que estdo familiarizados com os organismos
fotoautotréficos.

Nas reacdes catalisadas por enzimas redutases, o hidreto
transferido € fornecido pelos cofatores nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) ou seu respectivo fosfato (NADPH). Esses
cofatores sdo proibitivamente caros se usados em quantidades
estequiométricas e sua regeneracdo in sifu, através de uma segunda
reagdo redox, permite que sejam inseridos novamente no ciclo da
reacgao.

As microalgas combinam caracteristicas metabdlicas microbianas
(crescimento rapido e cultura de alta densidade) com as qualidades das
plantas (fotossintese autotréfica). Estas propriedades possibilitam seu
emprego como fonte de células biocataliticas na sintese enzimatica
e assimétrica de produtos quirais.*> Seu metabolismo fotossintético
possui fotoenzimas, enzimas que requerem um fluxo constante de
luz para catalisar uma rea¢do quimica. Durante a fotossintese, ocorre
a regeneragdo do cofator NADP* em NADPH através do fluxo de
elétrons em seus fotossistemas I (PST) e 1T (PSII) (Figura 13).4¢ Estes
fotossistemas permitem a conversdo da energia luminosa em energia
quimica (NADPH e ATP) e a produg¢@o de oxigénio molecular. A pri-
meira etapa envolve a foto-oxidacdo da 4gua em oxigénio molecular, a
geragdo de dois elétrons e a liberac@o de dois prétons pelo PSII. Entao,
o PSII canaliza os elétrons liberados a uma plastoquinona (PQ). Este
processo fornece o gradiente de prétons necessario para a sintese de
ATP. Os elétrons (e prétons) sdo canalizados através de uma cadeia de
transferéncia de elétrons ao complexo de citocromo bof (Cytb6f), que
libera os prétons para o limen (auxiliando na gerac¢do do gradiente
de prétons) e transfere os elétrons para o PSI. No PSI ocorre a trans-
feréncia de elétrons através da ferredoxina, regenerando o NADPH
pela enzima ferredoxina-NADP* redutase (FNR).

E admissivel que o poder redutor do NADPH, gerado através
da fotossintese, também possa ser usado na reducéo de substratos
exdgenos, como cetonas pré-quirais ndo naturais, produzindo
dlcoois opticamente ativos. Portanto, a autossuficiéncia enzimatica
na regeneracdo de cofatores, associada a sua ag@o biocatalitica,
atribuem as microalgas caracteristicas fundamentais em biocatalise
assimétrica, como altas estereosseletividades e quimiosseletividades,
somadas ainda ao fato de serem micro-organismos seguros, ou seja,
ndo sdo téxicos e nem patogénicos.*

Estudos sobre o potencial biocatalitico de microalgas com
células integras de S. platensis e D. salina, tendo acetofenona

(R)-1-fenil-etanol
oH

Acetofenona

Redugao assimétrica
Dunaliella salina

CH, __Alcool desidrogenase O/\CH,

NADP"  NADPH

N

ADP +Pi ATP

SN

2
A8 §

ATP sintase H*

Figura 13. Metabolismo fotossintético na regeneragdo de cofatores NADP*
em NADPH, através do fluxo de elétrons em seus fotossistemas I e II (fonte:
adaptado de Kroutil e colaboradores)*
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como substrato modelo, apresentaram, respectivamente, resultados
expressivos com 53 e 100% de conversdo e 99 e 97% de excesso
enantiomérico (ee) para os enantidmeros (S)-1-fenil-etanol e
(R)-1-fenil-etanol.*” A diversidade enantiomérica observada para
0 mesmo substrato, associada as purezas Opticas, demonstrou o
potencial destas microalgas como células integras em reagdes de
biocatélise assimétrica (Figura 14).

G = grupo mais P = grupo menos

volumoso volumoso
(0]
° B

Spirulina cH Dunaliella

platensis 3 salina

53 % 100 %
conversao conversao

99% ee 97% ee
OH OH

CH, CH;

(8)-1-fenil-etanol (R)-1-fenil-etanol
Figura 14. Reagoes de biocatdlise assimétrica com células integras de mi-

croalgas S. platensis e D. salina

Nesta perspectiva, além da estirpe D. salina, uma variedade
de outras espécies de microalgas vem sendo aplicada em estudos
de biocatdlise assimétrica como fonte de células biocataliticas. A
Tabela 9 ilustra alguns estudos sobre reducao assimétrica de cetonas
pré-quirais e B-ceto-ésteres.*

Tabela 9. Diferentes estirpes de microalgas no emprego de redugdes assimé-
tricas com substratos variados

Conversido

Produto (%)

Microalga Substrato ee (%)

Chlorella sp.

Synechoccus sp.

Chlorella o O
pyrenoidosa MOMe § 4 60
O O
C. sorokiniana MOEI 2R,3S8¢ 98 >99
Scenedesmus 6 0
obliquus MOEt § 0 85

“Razdo syn:anti > 99:1. Fonte: Adaptado de Fan e colaboradores.*

A capacidade biorredutora de quatro cepas de cianobactérias
foi avaliada para a reducdo da acetofenona ao dlcool feniletilico
quiral correspondente (Tabela 10).“ As condi¢des foram otimizadas
com relacdo a concentra¢do do substrato, duracido do periodo de
pré-cultivo, tempo de reagdo, regime de luz e adi¢ao de glicose ao
meio de cultura. Os resultados demonstraram que a eficiéncia da
rea¢do aumentou com o tempo de biotransformacio. No entanto,
o aumento da concentraciio do substrato limitou o rendimento do
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processo. Além disso, todas as cepas testadas realizaram a reagdo
com maior eficdcia sob regime de luz continua. As cepas mais ativas,
Nodularia sphaerocarpa e Synechococcus bigranulatus, realizaram
a conversdo de 1 mmol L' de acetofenona com conversdes de 97 e
96% apo6s 13 dias de biotransformacio, respectivamente. O dlcool com
configuragio S foi obtido preferencialmente em todas as reagdes, com
excessos enantioméricos acima de 95% para cepas de Leptolyngbya

foveolarum e Arthrospira maxima.

Tabela 10. Biorreducdo da acetofenona por cianobactérias

o} OH
©)k cianobactérias ©/k
Cianobacteria Conversio (%) ee (%)
S. bigranulatus 96 82
A. maxima 45 100
N. sphaerocarpa 97 27
L. foveolarum 31 95

Fonte: Adaptado de Slizewska e colaboradores.*s

Estudos utilizando as cianobactérias Synechocystis sp.,
N. Sphaerocarpa e Synechococcus sp. mostraram suas efetividades
como biocatalisadores para redugdo de carbonilas de compostos
exogenos (Tabela 11). A cianobactéria Synechococcus sp. também
foi capaz de realizar a redu¢@o quimio- e enantiosseletiva da 2-metil-
2-ciclopenten-1-ona, gerando a (S)-2-metilciclopentanona em 99%
de conversio e 98% de excesso enantiomérico (Tabela 11).%

Yang e colaboradores® realizaram estudos sobre métodos de
regulacdo metabdlica na promocao eficiente da redugdo assimétrica
da acetofenona com microalgas da espécie S. platensis. Foram empre-
gados inibidores quimicos, como 4cido iodoacético e trioxodinitrato
de sddio (sal de Angelis), para diminuicdo da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e consequente aumento do NADPH intra-
celular microalgal. Segundo os autores, este processo ocorre porque
a diminui¢do da GAPDH faz com que reduza o consumo de NADPH
no ciclo de Calvin e, consequentemente, aumente o potencial de
regeneragdo de NADPH via fotossintese, assim como sua capaci-
dade de redug@o biocatalitica. Em todas as reacdes, o enantidmero
(S)-1-feniletanol foi obtido com excessos enantioméricos maiores
que 99%. Os resultados obtidos demonstraram que a adigdo de
0,10 pmol L' de sal de Angelis promoveu incremento do rendimento
de 29% para 48%, mas também foi observado que esse aumento €
limitado a uma concentrag@o especifica para cada agente inibidor,
conforme apresentado na Tabela 12.

Kojima e colaboradores’ avaliaram a influéncia do volume do
grupo alcoxi na reducdo assimétrica de -ceto-ésteres, empregando
a cianobactéria Synechocystis sp. PCC 6803, sob iluminagdo de
LED vermelha (660 nm) (Tabela 13). Foi observada a obtencdo dos
(R)-B-hidréxi-ésteres correspondentes em excessos enantioméricos
medianos. O aumento da R-seletividade ocorreu em fun¢do do
aumento do volume do grupo alcéxi-éster. Posteriormente, o
3-oxobutanoato de terc-butila foi submetido a um segundo estudo para
avaliar o efeito da quantidade de células de cianobactérias sobre as
reagdes. A quantidade de células foi ajustada com base na absorbancia
a 680 nm no espectro de absorc@o ultravioleta visivel, ajustando
a absorbancia em 750 nm para zero (Absgg,5,). Foi observado
que as conversdes e 0s excessos enantioméricos aumentaram com
a diminui¢do da concentra¢do do substrato no meio de cultura,
sugerindo uma possivel toxicidade provocada pelo substrato exdégeno
para o micro-organismo. Contudo, para uma quantidade de células
acima de Absgq50 0,990, os valores de excesso enantiomérico
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Tabela 11. Reacdes de biorredug@o através de cianobactérias
Cianobactéria Substrato Produto Conversio (%) ee (%)
[0}
. " "OH
Synechocystis sp. PCC 6803 X H 98 -
L8~ 28~
N. sphaerocarpa P(O CH, ©/¥P70 c 99 92
CH, CHs
N-©. N-C.
L y—Ph | _/~Ph
Synechococcus sp. PCC 7942 57 93
O OH
(0] (0]

é/ 99 98

Fonte: Adaptado Rudroff e colaboradores.*

Tabela 12. Redugao assimétrica da acetofenona em (S)-1-feniletanol através
de microalgas S. platensis com adi¢ao de agentes inibidores da GAPDH

Inibidores Concentracio Conversiao (%)
- - 29,4
Acido iodoacético 6,25 mg L! 30,7
12,50 mg L 332
25,00 mg L™ 30,2
37,50 mg L 254
50,00 mg L*! 25,6
Sal de Angelis 0,05 uM 41,8
0,10 yM 48,0
0,15 uM 42,2
0,20 uM 35,5
0,25 uM 32,6

Fonte: Adaptado de Yang e colaboradores.*

diminuem, podendo ser uma consequéncia da desigualdade da
exposicio das células a luz, chamado de fendmeno da auto-sombra,
que ocorre para culturas com alta densidade celular.

Ap6s o éxito do estudo anterior, Kojima e colaboradores®” avaliaram
aregulacio metabdlica da cianobactéria Synechocystis sp. PCC 6803,
mediada pela adi¢do de solventes organicos. O estudo foi realizado
através da reducdo assimétrica do 3-oxobutanoato de terc-butila,
ap6s 24 h e iluminacdo de LED vermelha (660 nm). Na auséncia de
solvente organico, o (R)-B-hidroxi-éster correspondente foi obtido
em 81% de rendimento e 79% de excesso enantiomérico, enquanto
que a adi¢d@o de tolueno (1% v/v) ao sistema levou a formacdo do
outro enantidmero, o (S)-f-hidroxi-éster correspondente, em 87%
de rendimento e excelente estereosseletividade (Esquema 2). Uma
S-seletividade também foi observada na presenca de cloroférmio,
benzeno, etilbenzeno, ciclo-hexano e metilciclo-hexano. Os autores
discutem que, embora o mecanismo de adicdo destes solventes no
sistema ndo esteja muito claro, provavelmente a adicdo de tolueno
interrompe o sistema fotossintético, reduzindo a capacidade re-
generativa do cofator NADPH e impedindo a funcdo da redutase
R-seletiva, resultando na ativagdo relativa da redutase S-seletiva. A
interrupgao do sistema fotossintético deve ser causada pela extracio
extracelular da clorofila por solventes que exibem maior afinidade
por ela. Solventes organicos polares, como DMSO, THF e etanol
ndo apresentam tal efeito.

Tabela 13. Reducgdo assimétrica de -ceto-Esteres através da cianobactéria
Synechocystis sp. PCC 6803. Foram avaliados os efeitos do volume (R) e da
concentragdo do substrato (cianobactéria Absgg ;5,)

0O O Synechocystis sp. PCC 6803 OH O
OR 1,0, 24 h, 25°C, LEDggo OR
Substrato (R) Cianobactéria Conversdo (%) ee (%)
AbSgg.750
Et 0,330 16 27
0,330 53 34
0,330 89 75
Pr
0,033 34 40
0,066 44 50
0,660 93 82
0,990 96 89
‘Bu
1,320 99 67
2,970 100 58

Fonte: Adaptado de Kojima e colaboradores.’!

O O
MO‘Bu
Synechocystis sp. PCC 6803
H,0, 24 h, 25°C, LEDgg0 nm

Synechocystis sp. PCC 6803
H,0, tolueno (1% v/v)
24 h, 25°C, LEDggg nm

81% 87%
OH O OH O
MO‘Bu /\)kO'Bu
79 % ee > 99 % ee

Esquema 2. Efeito da adi¢do de solventes orgdnicos na reagdo de
biorredugdo do 3-oxobutanoato de terc-butila, mediada pela cianobactéria
Synechocystis sp. PCC 6803

Devido ao conhecimento adquirido nos dltimos anos envolvendo
engenharia genética microalgal, a aplicacdo desta ferramenta também
vem sendo empregada para potencializar rea¢des de biocatdlise de
substratos exdgenos. Estudos envolvendo a técnica de expressao
enzimadtica integrada a biotecnologia microalgal demonstraram ser
possivel a biossintese de aminas alifaticas em regime one-pot, com
reciclagem in situ do cofator NADPH, a partir da enzima amina
desidrogenase (EsLeuDH-DM) expressa pela microalga C. reinhardtii
(Figura 15).%
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Figura 15. Amina desidrogenase (EsLeuDH-DM) associada a microalga
C. reinhardtii, com reciclagem in situ do cofator NADPH (fonte: adaptado
de Groger e colaboradores)”

A microalga C. reinhardtii recombinante foi capaz de transformar
aldeidos e cetonas alifdticos nas respectivas aminas, em excelentes
taxas de conversdo (Tabela 14). As reagdes de biotransformagao foram
realizadas por meio da enzima amina desidrogenase EsLeuDH-DM,
através do processo fotoautotréfico da cultura de C. reinhardtii,
combinada com a a¢do enzimadtica da formiato desidrogenase (FDH),
proveniente da levedura Candida boidinii (cb-FDH). O formiato
produzido, via metabolismo microalgal, foi convertido em CO, pela
enzima FDH, via catdlise oxidativa, fornecendo os elétrons para
regeneracdo do cofator NAD* em NADPH, utilizado pela enzima
EsLeuDH-DM na bioconversao dos substratos.

Tabela 14. Conversdo enzimatica de aldeidos e cetonas em aminas a partir
do emprego da amina desidrogenase (EsLeuDH-DM) associada a microalga
C. reinhardtii

Substrato Produto Conversao (%)
o
N N NH, >99
H
(0]
/\/\)L NN, >99
H

S5 -

Fonte: Adaptado de Groger e colaboradores.>

Em um estudo envolvendo engenharia genética de cianobactérias
através de uma linhagem de Synechococcus elongatus PCC 7942
recombinante, foi realizada a expressdo da enzima &dlcool
desidrogenase LkADH para potencializar a biorreduc¢do da
acetofenona (Tabela 15).** Enquanto a reagdo envolvendo células
nativas de S. elongatus forneceu o (R)-1-feniletanol em apenas 70%
de excesso enantiomérico em quatro dias de reagdo,> o emprego
da cianobacteria recombinante, na presenca de CO,, elevou o
excesso enantiomérico e reduziu o tempo de reacdo (Tabela 15).
Foi observado que o nivel de diéxido de carbono desempenha
um papel critico na melhoria da eficiéncia da bioconversio,
possivelmente devido ao aumento do crescimento microalgal
e melhor disponibilidade de NADPH. A reducdo completa da
acetofenona em (R)-1-feniletanol, com excesso enantiomérico
de 99%, foi alcancada apds 6 h de reagdo e densidade celular
relativamente baixa (0,66 g L"), acoplando luz, niveis de CO, e
sem a necessidade da adi¢do de um co-substrato.
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Tabela 15. Emprego da cianobactéria recombinante S. elongatus na reacio
de biorredugdo da acetofenona

o) OH
S. elongatus :
S. elongatus CO, (%) Conversdo (%)  ee (%) Tempo
nativa - 99 70 4 dias
LkA].)H 0,5 100 >99 20h
recombinante
LkADH 1.0 100 >99 6h

recombinante

Os resultados aqui relatados expressam os atributos das
microalgas como fonte de biocatalisadores. Seu eficiente aparato de
fotossintese, alta taxa de crescimento e acessibilidade a engenharia
genética as tornam candidatas promissoras para conduzir reacdes
quimicas em escala industrial, em um processo altamente sustentavel,
capturando gases do efeito estufa e ndo competindo por terras araveis.
Seu metabolismo fotoautotréfico apresenta caracteristicas favordveis
para emprego em biocatdlise, produzindo produtos quirais com altas
enantiosseletividades.

Apesar de todas essas vantagens, algumas questdes podem
limitar as aplicacdes destes micro-organismos em escala
industrial. O aumento de escala de células fotossintéticas requer
redesenho dos biorreatores classicos, baixas densidades celulares
e rendimentos insuficientes sdo observados frequentemente nos
grandes biorreatores.

Como perspectiva futura, uma maior compreensdo da genética
destas células admitird elaborar modelos de engenharia metabdlica
que permitirdo explorar melhor seu potencial. Esta ferramenta
possibilitard reduzir reagdes colaterais indesejadas e redirecionar
os recursos para as reagdes alvo (melhoria da conversdo substrato/
produto, disponibilidade de cofator otimizada, incremento das
estereosseletividades). Finalmente, tendo em vista o grande potencial
das microalgas e a crescente necessidade de opgdes sustentdveis,
esforcos direcionados para estas questdes podem transforma-las numa
plataforma real e sustentdvel para biocatdlise assimétrica.

Biofertilizantes

Os biofertilizantes podem ser empregados como alternativa
verde e sustentdvel aos fertilizantes quimicos, restabelecendo a
fertilidade tipica dos solos e melhorando sua estrutura e funcdo.*
Eles sdo obtidos a partir de preparacdes de células microbianas
vivas, aumentando o nivel nutricional dos solos.”” Seu emprego
incrementa o crescimento e a produtividade das plantas por meio
de varios mecanismos, como fixacdo de nitrogénio atmosférico,
solubiliza¢do e mobilizagdo de fésforo, compostagem, producido de
fitormonios e supressio de doengas. Os primeiros quatro mecanismos
estdo envolvidos no fornecimento de nutrientes para as plantas. Os
fitormonios tém um papel crucial no desenvolvimento e diferenciacdo
de tecidos vegetais, e também aumentam a absor¢ao e translocagao de
micronutrientes (especialmente Fe). Os micro-organismos promotores
do crescimento das plantas podem suprimir os patdgenos através da
produgdo de antibidticos, enzimas hidroliticas, sideréforos, HCN e
produgdo de amdnia. Estes metabdlitos induzem o sistema de defesa
da planta e a competicdo por nutrientes e habitat. A aplicacio de
biofertilizantes pode aumentar o rendimento da cultura em 20% a
35%, em relagdo ao controle, e também pode reduzir a aplicagio de
fertilizantes NPK em até 60%.

Estudos sobre as formulacdes de biofertilizantes baseadas em
microalgas tém alcancado destaque no emprego de sua biomassa
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Tabela 16. Resultados de melhoria do crescimento vegetativo em culturas bdsicas a partir do emprego de biofertilizantes a base de microalgas

Crescimento da

Vegetal Microalga planta (%) Resultados

Arroz C. vulgaris 15 Melhoria de 7-21% no rendimento do arroz

Tomate C. vulgaris 55 Aumento de minerais e crescimento da planta
Scenedesmus sp. 44 Aumento de até 174% no rendimento do tomate e aumento de macro e micronutrientes

Espinafre C. vulgaris 51 Maior produgdo de biomassa

Milho C. vulgaris 39 Aumento do rendimento do milho

Batata Asterarcys 43 Melhora no tgor de clorof.ila', aminoz’lcifios, agicares e atividade enzimadtica. Estimulo
quadricellulare no desenvolvimento e assimilagdo de nitrogénio

Cebola S. platensis 19 Melhora na taxa de fotossintese, comprimento do bulbo, didmetro e peso

Fonte: Adaptado de Bui e colaboradores.™®

como fertilizantes verdes alternativos para diversas culturas vegetais,
como arroz, tomate, espinafre, milho, batata e cebola (Tabela 16).%
Os resultados observados em diferentes estudos apresentam como
principais caracteristicas: (i) melhoria do rendimento germinativo
(altura e comprimento da raiz e da parte aérea); (ii) aumento
da taxa de crescimento vegetativo; (iii) aumento da quantidade
da biomassa da planta; e (iv) melhora no suprimento e ingestdo
de nutrientes.

Uma das principais vantagens do uso das microalgas como
biofertilizantes € a possibilidade de aproveitar a biomassa oriunda
dos processos de biorremediacdo na fertilizagido de solos. A
biomassa destas microalgas € riquissima em matéria organica e
substancias inorganicas (nitrogénio e fésforo), e sua aplica¢do como
biofertilizantes abre uma perspectiva sobre o conceito de bioeconomia
circular e se insere nos ODS estabelecidos pela ONU.

Microalgas da espécie C. vulgaris, utilizadas no tratamento de
dguas residuais de esgoto, foram empregadas como biofertilizantes
em cultivo de tomates.” Estes tomateiros produziram 29 frutos apds
3 meses, com pesos médios de até 60 g. Os resultados apresentaram-
se promissores, quando comparados com culturas sem adi¢do de
fertilizantes (producdo de apenas 21 frutos) e culturas com adicéo
de fertilizantes quimicos (producio de 33 frutos). Em outro estudo,
a biomassa da espécie Chlorella sp., cultivada em residuo liquido de
aterro sanitdrio (chorume), produziu biofertilizantes nitrogenados
granulares.®’ Os resultados demonstraram que a composi¢ao quimica
da biomassa obtida, atendeu aos requisitos para a produgdo do
fertilizante nitrogenado, sendo possivel granular biofertilizantes
contendo até 43% de nitrogénio.

Devido a presenga de moléculas bioativas na composicio de
sua biomassa, estudos tém explorado a acdo de microalgas como
bioestimulantes em cultivares. Os bioestimulantes atuam no processo
fisiolégico das plantas, incluindo atividades como alongamento de
caule, expansdo foliar, comprimento e peso da parte aérea, nimero
de folhas, desenvolvimento de frutos, metabolismo secundario e res-
postas ao estresse bidtico e abidtico.®! Nesta perspectiva, a biomassa
da microalga D. salina foi empregada no desenvolvimento de um
biofilme polimérico como tecnologia alternativa no revestimento de
sementes, visando o aumento germinativo e potencializagdo de com-
postos bioativos em cultivares de coentro (Corianduum sativum).> Os
resultados obtidos mostraram que o emprego da biomassa no biofilme
promoveu ndo somente 0 aumento germinativo e o comprimento
da raiz, como também o aumento significativo no conteido total
fendlico e de flavonoides, além de outros metabdlitos secunddrios
(Tabela 17 e Figura 16).

Os valores de TPC sdo expressos em equivalentes de dcido gdlico
por 100 g de biomassa seca (mg GAE 100 g biomassa seca) e os
valores de TFC sdo expressos por equivalentes de quercetina por
100 g de biomassa seca (mg QE 100 g!' biomassa seca).

Tabela 17. Efeito do revestimento de sementes com biopolimero a base de bio-
massa de microalgas da espécie D. salina no contetdo de fendlico total (TPC),
flavonoide total (TFC) e metabdlitos secundarios em cultivares de coentro

Sem revestimento ~ Com revestimento

Contetddo TPC e TFC (mg GAE 100 g (mg GAE 100 g
biomassa seca) biomassa seca)
TPC 92,1 352,1
TFC 118,7 579,1

Com revestimento
(mg GAE 100 g
biomassa seca)

Sem revestimento
(mg GAE 100 g
biomassa seca)

Metabdlitos secunddrios

Ox_OH
abaixo do l1£n1te de 442 + 0,09
HO OH deteccao
OH
Acido galico
(0]
N7 OH 18.8 28
Acido cinimico
o
o
=
0 5,7 14,2
HO OH
OH

Acido clorogénico

o
A OH
HO 2,2 13,3
OH

Acido cafeico

(0]
HO

Acido cumadrico

Q. O OH
O l 15,8 223
HO (0) (0]

OH
Acido elagico

abaixo do limite de

deteccao 37
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Figura 16. Efeitos do revestimento de sementes com biomassa de microalgas da espécie D. salina nas amostras grupo de controle (CT), branco comparativo (BR)
e biopolimero com biomassa de microalgas (BM). Os valores representam as médias da triplicata + desvio padrdo. As diferengas significativas entre as amostras
(p < 0,05), medidas pelo teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn, sdo indicadas por letras a e b

Embora estudos sobre o emprego de microalgas como
biofertilizantes tenham apresentado resultados promissores,
demonstrando eficiéncia igual e/ou superior a outros micro-
organismos como bactérias e fungos, sua aplicagdo em escala
industrial ainda encontra desafios a serem superados, como alto custo
de produgdo e baixo rendimento na colheita da biomassa (Tabela 18).

Tabela 18. Comparagio das principais caracteristicas entre os biofertilizantes
formulados com bactérias, fungos e microalgas

Biofertilizantes

Principais caracteristicas

Bactérias  Fungos  Microalgas

1. Criagao de lagos simbidticos com as
raizes das plantas e micro-organismos sim sim sim
dentro do solo

2. Papel no ciclo do nitrogénio tornan-

- J sim sim sim
do-o disponivel para a planta
3. Promocdo da solubiliza¢do do . . .
. sim sim sim
fésforo
4. Melhoria da fertilidade do solo sim sim sim
5. A taxa lenta de liberacdo de nutrien- . . .
sim sim sim
tes para o consumo da planta
6. Fixacao de N por cepas individuais,
solubilizacdo de P e producdo de hor- - - .
o . nao nao sim
monio para promover o crescimento
da planta
7. Capacidade de captura de CO, e
reducdo de emissdes de gases de efeito - N .
L nao nao sim
estufa, durante a adi¢do de carbono
orgénico ao solo
8. Produgdo industrial e amplamente . . =
sim sim nao

utilizado na agricultura

Fonte: Adaptado de Ruiz e colaboradores.®!

Um dos caminhos apontados como estratégia para tais desafios
¢é a aplicagdo das microalgas para impulsionar a economia circular.
Processos integrados surgem como uma alternativa sustentdvel para
obtencdo de biofertilizantes, aproveitando a produc@o de biomassa a
partir de processos de biorremediagdo, como tratamento de efluentes
e captura de CO,. Assim, uma vez que as microalgas se mostraram
seguras para a formulag@o de biofertilizantes, capazes de melhorar o
rendimento e a qualidade de cultivares em sistemas agricolas, emerge
anecessidade do aprimoramento biotecnolégico para implementacao
desta plataforma em escala industrial.

CONCLUSOES

Devido ao rdpido processo de desenvolvimento econdmico
mundial e alto consumo energético, restringidos pela limitacio da
disponibilidade de recursos fésseis, existe uma grande demanda
pelo desenvolvimento de novas tecnologias renovaveis, sustentdveis
e menos poluentes. Neste contexto, as microalgas oferecem caracte-
risticas tnicas para qualificd-las como matéria-prima alternativa para
vérias aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo o reaproveitamento de
seus residuos como fonte energética. As microalgas sdo importantes
fontes de metabdlitos, como triacilglicerdis, proteinas e compostos
de alto valor, como carotenoides e dcidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa (EPA e DHA). Os triacilglecerdis sdo matérias-primas
essenciais para producdo de biocombustiveis, jd os carotenoides e
os dcidos graxos poliinsaturados podem ser usados como nutracéu-
ticos. Sua capacidade de purificacio de dguas residuais de diferentes
origens, utilizando matéria orgdnica como substrato para seu cresci-
mento, aliada a produg@o de compostos de alto valor agregado, tem
mostrado seu potencial como um método econdmico e sustentdvel
no tratamento de efluentes. A aplicacdo das microalgas em proces-
sos de Quimica Verde, como a biocatélise assimétrica de substratos
exdgenos, demonstra um campo de estudos emergente, com grande
potencial para obtencéo de compostos quirais, a partir de catalisadores
mais eficientes e sustentdveis. Também os avancos sobre o conhe-
cimento gendmico de algumas linhagens de microalgas, aliados a
ferramentas de engenharia genética, permitem a regulaco e produgio
direcionada de metabdlotos especificos, gerando microalgas aprimo-
radas que levam a processos biotecnoldgicos otimizados. Por fim, o
emprego de microalgas possui um amplo potencial biotecnolégico,
proporcionando diferentes abordagens tecnoldgicas integradas a pro-
cessos quimicos, bioquimicos e energéticos para o desenvolvimento
sinérgico entre industria, sociedade e meio ambiente.
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