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1 INTRODUCAO GERAL

Microalgas sdo micro-organismos eucarioticos fotossintéticos, distribuidos em
diversos filos/divisdes de protistas. Possuem capacidade de se adaptar a diversos ambientes,
podendo assumir varios tipos de metabolismos, sendo capazes de uma mudanca metabdlica
como resposta as mudancas das condi¢cdes ambientais (ANGELO et al., 2015). O crescimento
e a composicdo das microalgas séo definidos pelas condi¢cdes de cultivo. Podem crescer
autotroficamente utilizando luz e di6xido de carbono, heterotr6ficamente, usando compostos
orgéanicos como energia e fonte de carbono, ou ainda em sistema de cultivo mixotréfico.
Nesse sistema usam-se, simultaneamente, a fonte luminosa e o substrato organico como fonte
de energia, além de CO, e substrato organico como fontes de carbono (CHOJNACKA &
MARQUEZ-ROCHA, 2004).

As microalgas tem sido foco de muitos estudos nos ultimos anos por possuirem
ampla aplicabilidade nas inddstrias de alimentos, farmacéutica, cosmética, nas areas da
biomedicina e principalmente na area ambiental. Algumas das aplicagdes ambientais destes
micro-organismos incluem a biofixacdo de CO,, remocdo de matéria organica e metais
toxicos de efluentes, producéo de biocombustiveis como biodiesel e bioetanol (SCHMITZ et
al., 2012).

Estima-se que aproximadamente 350.000 espécies de microalgas existam em uma
diversidade de habitats que variam desde fontes de aguas frescas a fontes salinas e desde
condicBes articas até as termais (NORTON, 1996; LARKUM et al, 2012). Esta
biodiversidade constitui uma excelente base para programas de melhoramento de microalgas
dependentes de extensivas cole¢des de culturas.

A manutencdo de colecdes de algas em meio liquido ou semi solido a base de agar,

embora bem estabelecida, é trabalhosa, dispendiosa e sujeita a contaminacdo e a alteracédo



genética (TAYLOR & FLETCHER, 1999). A criopreservacdo oferece uma abordagem eficaz
para 0 armazenamento a longo prazo de micro-organismos vidveis (HUBALEK, 2003). O
objetivo principal deste processo é proteger as células das alteracGes ndo favoraveis de suas
propriedades fisiologicas, bioquimicas, morfoldgicas e genéticas (WATANABE &
SAWAGUCH, 1995). As principais vantagens da criopreservacdo de microalgas sao:
disponibilidade de estirpes para cultura, baixo custo de manutencdo, utilizacdo otimizada de
espaco e materiais, evita a deriva genética (KUWANO et al., 2004).

A aplicacdo da criopreservacdo as microalgas deve ser estudada para melhor
compreensdo dos graus de susceptibilidade e sensibilidade desses organismos. Uma série de
fatores afetam a eficacia da criopreservacdo de microalgas, tais como espécies, tamanho e
forma de célula, fase de crescimento celular, composicdo do meio de crescimento, teor de
agua da celula, composicdo do agente crioprotetor (ACP), temperatura e tempo de
armazenamento, taxa de resfriamento e de descongelamento (TAYLOR & FLETCHER,
1999; RHODES et al., 2006; DAY & HARDING, 2007).

A composicao dos ACPs utilizada para proteger as células durante o congelamento é
um dos parametros mais importantes. Estes aditivos usados durante a conservacdo de micro-
organismos a baixas temperaturas aumentam a taxa de sobrevivéncia das células ao
procedimento (CRUTCHFIELD et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2012; ROCHA et al,,
2012). Os crioprotetores envolvem uma variedade de compostos quimicos, os quais dividem-
se em duas categorias: 0s tipos penetrantes e 0s ndo penetrantes. O primeiro passa através das
membranas celulares e reduzem a taxa de cristalizacdo citoplasma através da diminuicdo da
temperatura de congelamento da agua intracelular (TAYLOR & FLETCHER, 1999). Para
esse efeito, os ACPs reduzem a pressdo osmotica no citosol. Os trés ACPs mais utilizadas
para a criopreservacdo de microalgas sdo o metanol (MeOH), dimetilsulféxido (DMSO) e

glicerol (HUBALEK, 2003). A segunda categoria de ACPs (ndo penetrantes) é menos toxica
9



para a célula, porém menos usadas na criopreservacdo. Causam desidratacdo celular,
reduzindo assim a quantidade de &gua disponivel para formar gelo intracelular, sdo exemplos
desta categoria a polivinilpirrolidona (PVP) e o polietilenoglicol (PEG).

A criopreservacdo inclui varias fases. A primeira consiste na preparagdo das culturas
de microalgas, antes do congelamento, onde um agente crioprotetor (ACP) é adicionado a
suspensdo de celulas, para evitar o dano celular, devido a formacdo de gelo (DAY &
BRAND, 2005). A segunda fase consiste em arrefecer a suspensdo de células. Os dois
metodos atualmente utilizados séo: o congelamento lento e a vitrificagdo. No congelamento
lento, a temperatura € reduzida gradativamente e a agua do meio extracelular se cristaliza, o
que aumenta a concentragéo de solutos fora da célula e atrai a agua do meio intracelular. Ja na
vitrificacdo ocorre um resfriamento ultra rapido da solucéo e a subsequente formacao de um
estado vitreo dentro e fora da celula (SANTOS et al., 2010). A terceira fase consiste em
aquecer a amostra de forma lenta ou rapida. Um descongelamento rapido, por exemplo por
imersdo em banho maria de dgua a 25-40 ° C, promove uma taxa de viabilidade mais elevada
e diminui o tempo de contato com ACPs potencialmente toxicos (CRUTCHFIELD et al.,
1999; DAY et al., 1997; RHODES et al., 2006). Logo apds o descongelamento, remove-se 0
ACP, e ressuspende-se as células em meio fresco.

A viabilidade pés-descongelamento (criovitalidade) é a forma utilizada para se
estimar quantitativamente a sobrevivéncia das células e para comparar a eficiéncia dos
métodos de criopreservacao. Apesar de varios estudos realizados na area de criopreservacao
de algas (NAKANISHI et al., 2012; MORSCHETT et al., 2016; YANG & LI 2016), ainda
ndo foram estabelecidos ensaios padronizados de viabilidade apds o descongelamento. A
avaliacdo da viabilidade por contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) tem sido o
método mais utilizado (BUI et al., 2013). Todavia, semanas de espera sdo necessarias até que

as colénias crescam o suficiente afim de que a contagem seja feita com precisdo
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(CRUTCHFIELD et al., 1999). Outros métodos rotineiramente utilizados incluem: i)
avaliacdo da densidade celular por contagem direta em microscopio optico (KUMARI, 2016;
SALAS-LEIVA & DUPRE, 2011); ii) coloragdo com vermelho neutro, o qual avalia a
viabilidade lisossomal das células por meio da incorporacao do corante (BUHMAN, 2013; JO
et al., 2003); iii) ensaio de exclusdo do azul de Tripan, o qual avalia a integridade da
membrana plasmatica (SANTIAGO-VAZQUEZ et al., 2007).

Ensaios de avaliagdo da atividade metabdlica, como o cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (CTT), tem provado eficacia na avaliacdo pds-descongelamento de tecidos
vegetais (JOSHI & TENG, 2000; MIKULA et al., 2006) e humanos (FRANCHINI et al.,
2009; HWANG et al., 2015). Stork et al. (2013) e Kovécik et al. (2015) provaram a eficiéncia
do método na avaliacdo da viabilidade de cepas de microalgas submetidas a estresses
ambientais. No entanto, nenhum estudo foi conduzido utilizando o ensaio de CTT para avaliar
viabilidade de microalgas criopreservadas. Por ser um método aplicado a cultura inteira, ao
invés de exigir o exame de células individualmente, apresenta vantagem na economia de
tempo, permite a identificacdo de diferentes niveis de viabilidade, e ndo esta sujeito a
interpretacdo do avaliador, implicando em maior precisdo dos resultados. Além disso, ndo
requer semanas de espera para ser aplicado, como é o caso do método de contagem de
unidades formadoras de colénia (FRANCA NETO, 1999; FOGACA, 2011).

O teste de tetrazolio, baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases nas células
vivas. Durante a respiracdo ocorre a liberacdo de ions de hidrogénio, com os quais o sal 2,3,5
trifenil cloreto de tetrazdlio, incolor e sollvel, reage formando uma substancia de cor
vermelha e insolivel denominada de formazam (KRZYZANOWSKI et al., 1991; FRANCA-

NETO et al., 1998).
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2 ARTIGO

Meétodos otimizados para a criopreservacado de microalgas verdes (Chlorophyta) com

diferentes morfologias celulares

Resumo — Frente a importancia da preservagdo dos recursos genéticos algais depositados em
colecdes de referéncia para o apoio de programas de melhoramento, faz-se necessario o
desenvolvimento de metodologias para a conservacdo de microalgas em estado
metabolicamente inativo por longos periodos. Neste contexto, objetivou-se com o presente
trabalho estabelecer protocolos otimizados de criopreservacdo para espécies de microalgas
com arquiteturas celulares distintas (colonial cenobial, cocoide unicelular e colonial
palmeloide), determinando-se 0s parametros 6timos para o congelamento, incluindo a fase de
crescimento algal, além do tipo e da concentracdo de agentes crioprotetores. Foram testados
trés agentes quimicos crioprotetores: dois agentes com alta permeabilidade celular, Glicerol e
Dimetilsulféxido (DMSO), e um agente ndo-permeavel, Polietilenoglicol 400 (PEG 400). A
otimizacdo das variaveis foi realizada empregando-se delineamento composto central
rotacional (DCCR) 2% Para a maioria das cepas unicelulares cocéides analisadas o
congelamento durante a fase de desaceleracdo do crescimento algal (6° dia de cultivo) na
presenca do crioprotetor DMSO 7% (v/v) resultou nas taxas mais elevadas de viabilidade
celular ap0s a criopreservacdo (até 94%). Por outro lado, as taxas mais altas de recuperacdo da
viabilidade celular de algas cenobiais (62,6%) foram obtidas mediante congelamento durante
a fase de crescimento algal exponencial (3° dia de cultivo) na presenca dos agentes glicerol e
PEG 400 combinados na concentracdo de 5% (v/v) cada. Comportamento distinto também foi
observado para as cepas palmeldides analisadas, com as taxas de recuperacdo mais elevadas

(78,8%) tendo sido obtidas mediante congelamento durante a fase de desaceleracdo do
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crescimento algal (6° dia de cultivo) na presenca da combinacdo de agentes crioprotetores,
glicerol (5% v/v) + PEG 400 (5% v/v). Os resultados obtidos sugerem que a morfologia
apresentada pelo talo algal pode ser um bom indicador para a escolha do agente crioprotetor a

ser utilizado para a criopreservagéo.

Palavras-chave — Microalgas; Criopreservacédo; Crioprotetores; DCCR.

Abstract - In view of the importance of preserving algal genetic resources deposited in
reference collections for the support of enhancement programs, it is necessary to develop
methodologies for the conservation of microalgae in a metabolically inactive state for long
periods. In this context, the objective of this work was to establish optimized cryopreservation
protocols for microalgae species with distinct cellular architectures (cenobial colonial,
unicellular coccoid and palmeloid colonial), determining the optimal parameters for freezing,
including the algal growth phase, and also the type and concentration of cryoprotective
agents. Three cryoprotectants were tested: two agents with high cell permeability, Glycerol
and Dimethylsulfoxide (DMSO), and a non-permeable agent, Polyethylene Glycol 400 (PEG
400). The optimization of the variables was carried out using a central composite rotational
design (CCRD) 22. For most of the single-celled coccoid strains analyzed, the freezing during
the deceleration phase of algal growth (6th day of culture) in the presence of 7% DMSO
cryoprotectant v/v) resulted in the highest rates of cell viability after cryopreservation (up to
94%). On the other hand, the highest rates of cellular viability of the cenobial algae (62.6%)
were obtained by freezing during the exponential algal growth phase (3rd day of cultivation)
in the presence of combined glycerol and PEG 400 agents in the concentration of 5% (v / v)
for each one. Different behavior was also observed for the analyzed palmeloid strains, with

the highest recovery rates (78.8%) being obtained by freezing during the deceleration phase of
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algal growth (6th day of culture) in the presence of the combination of cryoprotectants,
glycerol (5% v/v) + PEG 400 (5% v/v). The results obtained suggest that the morphology
presented by the algal stem can be a good indicator for the choice of cryoprotectant to be used

for cryopreservation.

Keywords — microalgae; cryopreservation; cryoprotectors; CCRD

1. Introducéo

Microalgas sdo micro-organismos promissores para a industria de base biologica,
fornecendo matéria-prima para a producdo de energia, produtos quimicos, alimentos, racoes
para animais e outros bioprodutos. O estabelecimento de cole¢des de referéncia que possam
preservar por longo prazo os recursos genéticos da diversidade ficologica destes micro-
organismos é fundamental para apoiar programas de melhoramento. Todavia, a manutencéao
de microalgas metabolicamente ativas durante longos periodos de tempo, através de
subcultivos sucessivos, € um processo laborioso, caro e reconhecidamente susceptivel a
contaminacdes microbianas e perdas de variabilidade genética. Diferentemente, a manutengédo
destes microrganismos mediante congelamento (criopreservacdo) € uma ferramenta
promissora para evitar tais problemas, uma vez que 0os mantém em um estado metabdlico
inativo (ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014).

O desenvolvimento e otimizacdo de processos de criopreservacdo ndo é trivial, uma vez
que comumente ocorre extensa lise celular decorrente da formacdo de cristais de gelo
intracitoplasmaticos durante o congelamento e consequente perda da viabilidade. De modo a

minimizar este fendmeno e incrementar a criovitalidade celular, diferentes substancias
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quimicas podem ser utilizadas como agentes crioprotetores (ACPs). Estas substancias podem
ser classificadas de acordo com a capacidade de penetracdo celular: crioprotetores
intracelulares (Exs: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO), metanol); ou extracelulares (Exs:
polietilenoglicol (PEG), sorbitol, manitol, trealose). Crioprotetores penetrantes (intracelulares)
promovem rearranjo lipidico e proteico, resultando no aumento da fluidez da membrana e
reducdo da formacdo de gelo intracelular (ROCHA et al., 2012). J4& os crioprotetores
extracelulares recobrem a superficie celular e estabilizam a membrana, ajudando a minimizar
e reparar 0s possiveis danos celulares causados pelo processo de congelamento
(NASCIMENTO et al.,, 2012). Além da substancia crioprotetora utilizada, caracteristicas
como espécie, estrutura celular (morfologia), fase de crescimento/cultivo, teor de &gua da
célula e taxa de resfriamento podem afetar a criopreservacdo (HUBALEK et al., 2003;
AGUIAR et al. 2012).

Estudos de Fleck et al., (2006) comprovaram a influéncia da taxa de resfriamento sobre
a recuperacao de células vidveis de cepas de Euglena gracilis criopreservadas, ao compararem
o congelamento lento com taxa controlada (-1°C min™) com o congelamento rapido obtido
mergulhando-se os criotubos diretamente em nitrogénio liquido. O congelamento lento
proporcionou a recuperacdo de 60% de células vidveis, ao passo que o procedimento de
arrefecimento direto em nitrogénio liquido resultou em perda total da viabilidade. Tannioua et
al., (2012) também observaram melhores resultados utilizando o congelamento com taxa de
arrefecimento controlada para cepas de Haslea ostrearia, obtendo 75% de células vidveis com
o0 congelamento lento e 20% utilizando o procedimento de congelamento rapido. Cafavate &
Lubian (1997) investigaram os efeitos da idade da cultura (3, 7 e 14 dias) para a viabilidade
ap0Os criopreservacdo de cinco cepas de microalgas e observaram maiores niveis de
viabilidade em culturas em fase tardia, exceto para Rhodomonas béltica, a qual mostrou 45%,

42% e 35% de viabilidade respectivamente para células de 3, 7 e 14 dias de cultivo. Para as
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mesmas idades de cultura, a viabilidade de Chaetoceros gracilis foi de 25%, 28% e 36%. A
criopreservacdo de Tetraselmis chuii ndo foi afetada pela idade de cultura e foi muito proxima
de 100%. Em culturas de Nannochloris atomus com 3 dias de cultivo obteve-se 83% de
viabilidade e 100% e 94% para culturas de 7 e 14 dias. Culturas de 3 dias de Nannochloropsis
gaditana foram completamente inviabilizadas ap6s o congelamento, j& para culturas de 7 e 14
dias obteve-se viabilidades médias de 67%. Bui et al. (2013), testaram o efeito da
criopreservacdo em 19 cepas de microalgas diferindo em tamanhos e morfologias. O método
empregado pelos autores permitiu uma recuperacdo bem-sucedida para microalgas com
tamanhos entre 3-50 um de didmetro. Esta escala de tamanho abrange uma ampla gama de
algas. Contudo, algumas cepas ndo revelaram tendéncias claras em termos de tamanho,
morfologia ou taxonomia.

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de melhorar as técnicas de
criopreservacdo, compreendendo os principais passos do processo e otimizando cada um
deles. Assim, objetivou-se com o presente trabalho estabelecer um protocolo de
criopreservacdo para distintas espécies de microalgas, determinando os parametros 6timos de
congelamento, incluindo a fase de multiplicacdo, o tipo e a concentracdo de agentes

crioprotetores utilizados.

2. Material e métodos

2.1 Cepas de microalgas

Foram selecionadas a partir da colecdo de micro-organismos fotossintetizantes da

Embrapa Agroenergia (Brasilia-DF) (Hadi et al., 2016) 15 cepas de microalgas com

morfologias distintas (Figura 1): colonial cenobial (EmbrapalLBA#35, Embrapa|LBA#54,
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EmbrapalLBA#59, Embrapa|LBA#73, Embrapa| LBA#85), cocoide unicelular
(Embrapa|LBA#32, Embrapa|LBA#36, Embrapal LBA#39, Embrapa|LBA#61,
EmbrapalLBA#77), e colonial palmeloide (EmbrapalLBA#6, EmbrapalLBA#8,

EmbrapalLBA#40, Embrapa|LBA#48, Embrapa|LBA#51) (Tabela 1).

Figura 1. Microscopia 6tica de contraste diferencial de fase (DIC), com ampliacdo de 1000x,

das cepas: A) EmbrapalLBA#35 (Desmodesmus sp.) apresentando colénia de morfologia
cenobial; B) Embrapa]LBA#39 (Chlorella sorokiniana) apresentado formas unicelulares
cocoides; C) EmbrapalLBA#40 (Chlamydomonas biconvexa) apresentando colonia de

morfologia palmeldide. Escala: 5 pm.

Tabela 1. Identificacdo molecular das estirpes estudadas, incluindo o percentual de
identidade, nimero de acesso e 0 nome das espécies identificadas na base de dados GenBank

(com base nas sequéncias marcadoras rbcL e ITS2).

Morfologia Cepa A(‘;C:FTSB%EE mggfﬂg: Identificacdo Similaridade S(ig;:?éginalge
EmbrapalLBA#35 1308071 ITS2 Desmodesmus sp. 99,0% AB917128.1
Cenobial Embrapa]LBA#54 - ITS2 Desmodesmus sp. 98,0%
Embrapa|LBA#59 - - Desmodesmus sp.
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EmbrapalLBA#73 - - Desmodesmus sp. - -

EmbrapalLBA#85 - RbcL Scenedesmus sp. 95,2% -
Embrapal LBA#32 KT308068 ITS2 Micractinium sp. 100% FM205863.1
Embrapa|LBA#36 KT308072 ITS2 Desmodesmus sp. 100% EU502836.1
Cocoide EmbrapalLBA#39 1308075 ITS2 Chlorella sorokiniana 100% KJ676113.1
Embrapal LBA#61 - - NI - -
Embrapa| LBA#77 - - NI - -
EmbrapalLBA#6  kT308042 ITS2 Chlamydomonadales sp. 94% AB983633.1
EmbrapalLBA#8  «T308046 ITS2 Chlamydomonadales sp. 87% KM061447.1
Palmeléide =~ EmbrapalLBA#40 KT308076 ITS2 Chlamydomonadales sp. 95% FJ572059.1
Embrapa|LBA#48 KT308036 RbcL Chlamydomonadales sp. 93% AB603749.1
EmbrapalLBAS1  kT308039 RbcL Chlamydomonadales sp. 84% FR865591.1

*Nao identificadas (NI)

2.2. Cultivo algal

As microalgas foram cultivadas em erlenmeyer (capacidade 500 ml) contendo 300 ml
de meio BG11 (RIPPKA, 1979), inoculados com densidade éptica inicial ajustada para 0,01
(D.0=0,01 / comprimento de onda: 680 nm) e mantidos em sala de crescimento com
iluminacéo artificial de 16.000 Lux, ciclo de iluminacao 12h claro/12h escuro, temperatura de
30°C, aeracdo de 10L h™, por um periodo de 10 dias. O crescimento da biomassa foi
monitorado pela densidade Optica das culturas a 680 nm em espectrofotbmetro

(SPECTRAMAX M3, Molecular Devices).
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2.3 Criopreservagao

As suspensdes de células algais foram ajustadas (centrifugadas e ressuspendidas em
meio fresco) para atingir uma densidade éptica igual a 1 (O. D = 1 / comprimento de onda:
680 nm) imediatamente antes da criopreservacdo para fins de normalizagcdo dos experimentos.
Aliquotas das culturas (1,5 ml) foram transferidas para criotubos de polipropileno de 2 ml.
Agentes crioprotetores (Glicerol, DMSO e PEG400) foram adicionados (ou nédo, no caso de
amostras controle) em concentragdes que variaram de 0 a 10%. Os criotubos foram entdo
inseridos em container de congelamento (Mr. Frosty™ Freezing Container) que permite uma
taxa de resfriamento de aproximadamente -1°C min™®. O container foi colocado em
ultrafreezer (-80°C) e, ap0s 4 horas, 0s criotubos congelados foram retirados do container,
colocados em caixas de armazenamento e guardados em ultrafreezer a -80°C, onde
permaneceram por 15 dias.

Apos 15 dias os criotubos foram retirados do ultrafreezer e submersos em banho-maria
a 35°C por aproximadamente 2 min. Em seguida, o contedo dos criotubos foi pipetado para
tubos de microcentrifuga de 2 ml e centrifugado por 5 mim a 10.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado, o conteudo celular foi ressuspenso em 3,5ml de meio BG-11 fresco e transferido
para tubos de ensaio com tampa (20 x 150 mm). Os tubos foram mantidos em B.O.D com

ciclo de iluminacao 12h claro/12h escuro e temperatura de 25°C.

2.4 Quantificacdo da viabilidade celular

A viabilidade das amostras foi determinada aplicando-se o método do CTT (LIMA,
2014). O ensaio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases, as quais catalisam as

reacOes respiratorias nas mitocondrias. Estas enzimas reduzem o sal de CTT (incolor) a
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formazan nas células vivas. Os cristais de formazan resultantes apresentam cor vermelha e a
intensidade da coloracdo € utilizada para medir a atividade mitocondrial e, consequentemente,
a viabilidade celular, uma vez que a reducdo das taxas respiratorias reflete a atividade
metabdlica das células (CATALA et al., 2009). A viabilidade celular foi medida
imediatamente apds o descongelamento (Oh) e decorridas 24h de cultivo pos-
descongelamento.

Em tubos de ensaio, 1,5 ml de cada amostra foi homogeneizada em 3 ml do reagente
CTT 0,5% (p/v) e entdo incubada por 24 h, no escuro, a 28° C. Apoés esse periodo, foram
adicionados 6 ml de etanol 95% (v/v) e os tubos foram colocados em &gua fervente durante
dez minutos, a fim de liberar o composto colorido formazan. O material foi entdo
centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm, para a separagdo dos solidos, e o sobrenadante foi
utilizado para as leituras de absorbancia em espectrofotdmetro (SPECTRAMAX M3,

Molecular Devices) a 490 nm.

2.5 Otimizacéo da criopreservacgao algal

A viabilidade celular pds-congelamento foi analisada como resposta em trés fases
distintas do crescimento algal: Fase exponencial (3° dia de cultivo), fase de desaceleracdo (6°
dia de cultivo) e fase estacionaria (9° dia de cultivo). Empregou-se Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) aliado a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para
investigar o efeito dos agentes crioprotetores — de forma individual e combinada (variaveis
independentes) sobre a recuperacdo de células vidveis apds o congelamento (variavel
dependente). As condicbes estudadas em cada planejamento realizado incluiram quatro pontos
axiais e trés repeticdes do ponto central, resultando em um total de 11 condi¢Ges estudadas

(Tabela 2). A equacéo polinomial 1 foi utilizada para ajustar os dados:
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y = Bo+ BXa + BaXe + Braxa® + PaoXe” + ProXaXe (1)
Onde Bn sdo coeficientes de regressdo, y é a resposta, e X; € X, S80 as variaveis
independentes codificadas (Glicerol e PEG400 para as microalgas EmbrapalLBA#35 e

Embrapa|LBA#40; DMSO e Glicerol para a microalga Embrapa|LBA#39).

Tabela 2. Matriz do planejamento (DCCR) com as variaveis reais e codificadas.

Variaveis reais % (codificadas)

Experimentos Embrapa|LBA#35 Embrapa|LBA#39 Embrapa|LBA#40
Glicerol PEG 400 DMSO Glicerol Glicerol  PEG 400
1 1,45 (-1) 1,45 (-1) 1,45 (-1) 1,45 (-1) 1,45 (-1) 1,45 (-1)
2 8,55 (+1) 1,45 (-1) 8,55 (+1) 1,45 (-1) 8,55 (+1) 1,45 (-1)
3 1,45 (-1) 8,55 (+1) 1,45 (-1) 8,55 (+1) 1,45 (-1) 8,55 (+1)
4 8,55 (+1) 8,55 (+1) 8,55 (+1) 855(+1)  855(+1) 8,55 (+1)
5 0(-1,41) 5(0) 0(-1,41) 5(0) 0 (-1,41) 5(0)
6 10 (+1,41)  5(0) 10 (+1,41)  5(0) 10 (+1,41) 5 (0)
7 5(0) 0(-1,41) 5(0) 0 (-1,41) 5(0) 0(-1,41)
8 50) 10(+1,41) 50) 10 (+1,41) 5(0) 10 (+1,41)
9 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0)
10 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0)
11 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(0)

Apos a obtencdo e avaliacdo dos coeficientes dos modelos obtidos, foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA), que consiste na avaliacdo dos coeficientes de determinacédo
(R%) e do teste F, verificando se o modelo apresenta um ajuste adequado aos dados
experimentais. O coeficiente de regressdo (R?) mostra o quanto a regressdo obtida explica as
variagdes nos resultados. Quanto maior o R?, mais préximos sdo os dados experimentais dos

dados preditos e entdo mais confidvel e preditivo é o modelo matematico obtido para
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descrever o conjunto de dados. O ajuste da regresséo e dos residuos € avaliado comparando-se

os valores de F calculado com o F tabelado.

3. Resultados e discussao

3.1 Avaliacéo dos agentes crioprotetores mais eficazes

Foram selecionadas 3 cepas de microalgas com morfologias distintas: colonial cenobial
(Embrapa|LBA#35 Desmodesmus sp.), cocoide unicelular (Embrapa]LBA#39 Chlorella
sorokiniana), e colonial palmeloide (EmbrapalLBA#40 Chlamydomonas biconvexa) (Figura
1) como prototipos para o desenvolvimento dos protocolos de criopreservcdo. Incialmente,
foram avaliados como crioprotetores dois agentes quimicos com alta permeabilidade celular,
Glicerol e Dimetilsulfoxido (DMSO), e um agente quimico ndo-permeavel, Polietilenoglicol
400 (PEG 400), todos na concentracao de 10%. Na Figura 2 estdo apresentados os resultados
de viabilidade celular Oh apds o descongelamento (Figura 2A) e 24h apo6s-descongelamento
(Figura 2B) destas 3 cepas. Estas duas medicdes foram utilizadas de modo a se avaliar a
resisténcia algal ao ciclo de congelamento/descongelamento (Oh — Figura 2A), bem como a
recuperacdo do crescimento algal apds o descongelamento (24h — Figura 2B), uma vez que
alguns agentes crioprotetores podem se mostrar toXicos para certas espécies algais. Observou-
se maior viabilidade celular das cepas EmbrapalLBA##35 Desmodesmus sp. e
Embrapa#LBA#40 C. biconvexa quando estas foram congeladas na presenca dos agentes
crioprotetores glicerol e PEG400. Para a cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 embora nao
tenha sido observado efeito crioprotetor significativo no tempo Oh (Figura 2A), este foi

significativo para DMSO e glicerol em 24h apds o descongelamento (Figura 2B).
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Figura 2. Triagem de agentes crioprotetores. As cé€lulas algais foram congeladas apds 9 dias
de cultivo na presenga de glicerol, DMSO e PEG 400 em concentragao 10% (v/v). A
viabilidade celular das cepas foi medida A) Oh B) 24h apo6s o descongelamento. Os resultados
foram expressos em relacdo ao congelamento efetuado sem adi¢do de agentes crioprotetores.
Diferentes letras minusculas na parte superior das barras indicam diferencas significativas

(p<0,05) entre os agentes crioprotetores para a mesma estirpe de acordo com o teste de Tukey.

A eficiéncia dos agentes variou de acordo com a cepa avaliada (Figura 2). Nakazawa &
Nishii (2012) e Joseph et al. (2000) tambem observaram eficacias variaveis de diferentes
ACPs de acordo com as espécies estudadas. Para Desmodesmus sp. Embrapa|LBA#35 0s
melhores resultados foram obtidos com o congelamento em presenca dos agentes glicerol e
PEG 400, enquanto o DMSO pareceu produzir efeito nocivo a cepa. Este resultado esta de
acordo com o obtido por Bui et al. (2013), os quais testaram a capacidade crioproterora do
DMSO para quatro cepas pertencentes a familia Scenedesmaceae e obtiveram baixos niveis
de viabilidade em 2 das cepas, enquanto para as 2 cepas restantes 0 DMSO se mostrou tdxico
e ndo foi possivel recuperar células viaveis ap6s o descongelamento.

A cepa C. sorokiniana EmbrapalLBA#39 apresentou maior viabilidade pods-
congelamento (Figura 2B) quando as células foram submetidas ao processo de

criopreservacdo na presenca de DMSO e glicerol. Este resultado contrasta com o encontrado
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por Nakanishi et al. (2012), que ao examinarem a eficAcia do DMSO e do glicerol em
espécies de Chlorella, ndo observaram células sobreviventes. No entanto, € importante
ressaltar que a concentracdo utilizada pelos autores variou entre 2,5-5%, de modo que o
resultado negativo pode estar relacionado a concentracdo dos agentes e ndo a capacidade
crioprotetora das substancias.

De forma semelhante a cepa Desmodesmus sp. Embrapa]LBA#35, glicerol e PEG 400
foram os agentes que promoveram os melhores resultados de sobrevivéncia celular para a
cepa C. biconvexa Embrapa|LBA#40. Este resultado esta de acordo com Crutchfield et al.
(1999) e Yang & Li (2016), que apontaram o DMSO como agente ineficaz para

criopreservacédo de cepas de Chlamydomonas.

3.2 Otimizagao da criopreservacao algal

O metabolismo celular e a fase de crescimento algal podem influenciar a tolerancia das

células a criopreservacdo (CANAVATE & LUBIAN, 1997; OSORIO et al., 2004; PIASEK et

al., 2009; SALAS-LEIVA & DUPRE, 2011). Assim, foi analisado o padrdo de crescimento

celular das microalgas em cultivos fotoautotroficos aerados (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de crescimento baseadas em densidade Optica das cepas

Embrapa|LBA#35 (Desmodesmus sp.); Embrapa|LBA#39 (Chlorella sorokiniana);

Embrapa|LBA#40 (Chlamydomonas biconvexa) cultivadas em meio BG-11 por um

periodo de 10 dias com iluminagdo artificial 16.000 Lux, fotoperiodo 12h:12h claro/

escuro, temperatura de 30° C e aeracdo de 10L h™".

Observa-se que as curvas de crescimento das trés cepas apresentaram perfis
semelhantes, embora a cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 tenha apresentado taxa de
crescimento e rendimento celular ligeiramente maiores que as demais (Figura 3). De fato, a
espécie Chlorella sorokiniana é reconhecida por apresentar altas taxas de divisdo celular
(PEQUENO, 2012). Foi observado que o crescimento algal teve inicio com divisdo celular
acelerada, configurando a fase de crescimento exponencial do inicio do cultivo até o 7° dia, a
excecdo da cepa Desmodesmus sp. Embrapa|LBA#35 que apresentou curta fase lag nas
primeiras 24h de cultivo. A fase de desaceleracao (terco final da fase exponencial) ocorreu do

30



5° ao 7° dia, e a fase estacionaria foi registada a partir do 8° dia de cultivo para todas as cepas.
A literatura cientifica diverge quanto a fase ideal de congelamento de cepas de microalgas.
Grandes colecdes de algas (UTEX, CCAP, CCALA) recomendam que o congelamento seja
feito durante a fase de crescimento exponencial. Em contrapartida, Cafiavate & Lubian (1997)
e Morschett et al. (2016) reportaram um aumento na criotolerancia com a idade da cultura e
melhores resultados para cepas de Chaetoceros gracilis, Tetraselmis chuii e Chlorella
vulgaris em fase estacionaria. Osorio et al. (2004), Piasek et al. (2009) e Salas-leiva & Dupré
(2011) obtiveram éxito com experimentos realizados em uma fase de crescimento
intermediaria (fase de desaceleracéo).

Deste modo, a fim de se determinar as condi¢fes Otimas de criopreservacao, as cepas
foram submetidas ao DCCR (Tabela 2), utilizando os dois agentes crioprotetores mais
eficientes para cada cepa (Figura 2), em trés fases distintas do crescimento algal: Fase
exponencial (3° dia de cultivo), fase de desaceleracdo (6° dia de cultivo) e fase estacionaria (9°
dia de cultivo). Os resultados de viabilidade celular pds-congelamento obtidos para cada cepa
sdo apresentados na Tabela 3. Verificou-se que, para todas as respostas obtidas, os pontos
centrais apresentam pouca varia¢do, indicando uma boa repetibilidade do processo.

Por meio dos resultados obtidos, foram calculados os coeficientes de regressdo da
equacdo polinomial codificada de segunda ordem bem como o coeficiente de determinacéo
(R?), de cada equacdo, para cada uma das cepas nas trés fases distintas de crescimento (3°, 6°
e 9° dia de cultivo) (Tabela 4). E possivel verificar a existéncia de efeitos sinergisticos

significativos (p<0,05) entre os agentes crioprotetores estudados.
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Tabela 3. Taxas de viabilidade celular (%) das cepas Desmodesmus sp. Embrapa|LBA#35, C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 e C. biconvexa

EmbrapalLBA#40, obtidas para cada condi¢do do DCCR (Tabela 2), Oh e 24h apds o descongelamento.

Embrapa | LBA 35

Embrapa | LBA 39

Embrapa | LBA 40

Experimentos 3 dias 6 dias 9 dias 3 dias 6 dias 9 dias 3 dias 6 dias 9 dias
Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
1 3,90 3,53 0,85 0,87 1,03 1,40 6,58 7,60 22,11 31,98 12,07 22,80 9,03 8,20 13,19 13,08 24,20 16,47
2 7,22 33,08 0,65 0,88 1,77 13,88 16,56 44,36 31,98 10559 18,27 52,74 25,04 26,71 40,63 44,49 5444 A772
3 6,58 31,97 0,62 0,91 155 12,62 431 5,67 31,12 34,12 18,27 28,79 27,86 28,39 4535 46,74 60,15 52,43
4 6,16 5,48 0,59 0,86 1,44 2,18 4,54 16,68 2854 3155 17,79 23,63 9,81 9,30 1458 14,69 2554 19,16
5 4,42 311 0,78 0,91 0,92 1,14 5,22 7,37 2339 2661 12,88 18,32 5,23 6,76 6,00 11,69 19,16 10,75
6 6,43 30,02 0,75 0,90 2,29 8,49 6,01 7,83 28,11 29,83 13,48 19,28 19,44 12,76 30,88 17,37 44,36 34,95
7 4,69 4,42 0,65 0,97 1,37 1,59 13,27 39,60 3305 7876 21,10 4349 5,00 6,38 568 11,26 18,48 941
8 6,32 30,08 0,78 0,87 1,85 8,60 11,69 12,25 29,83 3455 1480 2957 21,94 1506 36,24 22,30 4570 35,62
9 20,70 49,62 0,85 0,97 2,18 18,93 1543 3597 37,34 7254 28,76 39,27 31,24 3933 5757 7194 46,38 50,07
10 20,75 49,62 0,85 0,97 2,10 18,78 15,20 36,08 3842 72,75 28,31 39,74 31,17 39,23 57,68 7151 46,04 50,74
11 19,33 49,46 0,85 0,97 2,18 18,86 14,86 3540 37,34 7361 28,28 39,74 30,92 39,28 56,93 71,94 46,04 49,74
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Tabela 4. Coeficientes de regresséo de segunda ordem codificados para a viabilidade celular (%) das cepas Desmodesmus sp. Embrapa|LBA#35,

C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 e C. biconvexa Embrapa|LBA#40 obtidas em Oh e 24h apds o descongelamento. As células algais foram

congeladas em trés fases distintas do crescimento celular: Fase exponencial (3° dia de cultivo), fase de desaceleragédo (6° dia de cultivo) e fase

estacionéria (9° dia de cultivo).

Desmodesmus sp. Embrapa|LBA35

Viabilidade celular p6s-congelamento (%)

C. sorokiniana Embrapa|LBA39

C. biconvexa Embrapa|LBA40

3 dias 6 dias 9 dias 3 dias 6 dias 9 dias 3 dias 6 dias 9 dias
Coeficientes  0Oh 24h Oh 24h Oh  24h Oh  24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh  24h  Oh  24h
Bo 0,03 0,21 0,01 0,01 001 011 0,02 0,06 0,01 0,07 0,02 0,01 0,04 0,06 0,14 015 0,02 0,03
B 0,01 NS NS NS 0,01 NS NS 0,01 0,01 0,01 0,03 NS NS NS NS NS NS NS
B2 NS NS NS NS NS NS -0,01 -0,02 NS -0,02 NS -0,003 NS NS NS NS NS NS
B11 -0,01  -0,07 NS 0,003 -001 -0,04 -0,01 NS -0,02 -0,02 -0,00 -0,004 -0,012 -0,012 -0,04 -0,05 NS -0,01
B2z -0,01  -0,06 NS NS -0,01 -0,03 NS -0,02 -0,01 NS -0,01 NS -0,0112 -0,018 -0,03 -0,05 NS -0,01
B2 -0,01 -0,06 NS NS NS -0,03 NS NS -0,00 -0,02 -0,00 -0,003 -0,013 -0,014 -0,03 0,03 -0,01 -0,01
R’ 0,99 0,81 0,60 0,73 074 087 065 0,76 0,95 0,87 0,86 0,82 0,73 0,90 0,77 092 049 0,49
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Apoés a eliminagdo dos fatores ndo significativos (NS), foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA), e o teste F, a fim de verificar significancia das regressdes obtidas e
possiveis faltas de ajuste dos modelos (dados ndo mostrados), a um nivel de confianca de
95%.

Apobs a analise estatistica dos dados, verificou-se que para a cepa Desmodesmus sp.
EmbrapalLBA#35 as maiores taxas de recuperacdo de viabilidade celular pds-congelamento
foram obtidas com o congelamento durante a fase de crescimento exponencial (3° dia de
cultivo). Por outro lado, para as cepas C. sorokiniana EmbrapalLBA#39 e C. biconvexa
Embrapa|LBA#40 o congelamento efetuado no 6 ° dia de cultivo foi 0 que gerou as maiores
taxas de recuperacdo de viabilidade celular.

Na Figura 4 esta a superficie de resposta e a curva de contorno para a viabilidade celular
da cepa Desmodesmus sp. Embrapa]LBA#35 com o congelamento efetuado durante a fase de
crescimento exponencial (3° dia de cultivo) e na presenca de diferentes concentracdes dos

agentes glicerol e PEG 400.

; , Y"v.,l,.'v-vv
.20 ‘ . - "

o
L

Figura 4. Superficie de resposta e curvas de contorno da cepa Desmodesmus sp.

Embrapa|LBA#35 a) Oh e b) 24h apds o descongelamento.
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A viabilidade celular variou de 3,9 a 20,75% e 3,11 a 49,62% para Oh e 24h pds-
congelamento, respectivamente, e foi significativamente afetada tanto pela concentracdo de
glicerol como pela concentragdo de PEG 400. As taxas de viabilidade aumentaram a medida
que as condicBes experimentais se aproximaram do ponto central dos agentes, isto é, 5% de
glicerol + 5% de PEG 400, onde a recuperacao de células viaveis foi de aproximadamente
21% para o tempo de analise Oh e de 50% para 24h ap6s o descongelamento.

Na Figura 5 esté ilustrada a superficie de resposta e a curva de contorno nas diferentes
concentracdes dos agentes glicerol e DMSO sobre a viabilidade celular da cepa C.

sorokiniana Embrapa|LBA#39 com o congelamento efetuado no 6° dia de cultivo.

pgoomn

s

Figura 5. Superficie de resposta e curvas de contorno da cepa C. sorokiniana

Embrapa|LBA#39 a) Oh e b) 24h apds o descongelamento.
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A figura 5A evidencia que as melhores taxas de recuperagédo tendem a se concentrar em
torno do ponto central. Entretanto, na figura 5B que corresponde a andlise feita 24h ap6s o
descongelamento verifica-se que a variavel glicerol produz efeito negativo sobre a viabilidade
das células, pois verificou-se diminuicdo das taxas de recuperacdo com a elevacdo da
concentracdo deste agente. H4 uma tendéncia de faixa Otima para a recuperacdao de células
viaveis da cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39 entre 6,7 a 9,7% de DMSO. Este resultado
estd de acordo com o encontrado por Morris (1976), que observou acréscimo na
citotoxicidade para cepas de Chlorella em fungdo do aumento da concentragéo de glicerol.
Tzovenis et al. (2004) também reportaram a eficiéncia do DMSO na criopreservacéo de cepas
de Chlorella ao testarem trés ACPs (DMSO, metanol e propileno glicol), para as espécies C.
minutissima e C. capsulata. Os resultados observados para as duas espécies foram
semelhantes, tendo o DMSO promovido as maiores taxas de recuperacdo, enquanto as
menores taxas foram obtidas com o congelamento em presenca de metanol. Para Chlorella
minutissima o DMSO promoveu uma recuperacao de ~100%, enquanto a taxa de recuperagéo
utilizando metanol ficou abaixo de 10%. Chlorella capsulata teve 60%, 40% e 30% de
recuperacdo com o uso de DMSO, PG e metanol respectivamente. Guermazi et al. (2010),
também comprovaram a eficacia do DMSO para a criopreservacao de espécies de Chlorella.

Na Figura 6 esta representada a superficie de resposta e a curva de contorno para a
viabilidade celular da cepa C. biconvexa EmbrapalLBA#40 com o congelamento efetuado no

6° dia de cultivo na presenca de diferentes concentragdes dos agentes glicerol e PEG 400.
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Figura 6. Superficie de resposta e curvas de contorno da cepa C. biconvexa

Embrapa|LBA#40 a) Oh e b) 24h apds o descongelamento.

De forma semelhante ao verificado para a cepa Desmodesmus sp. EmbrapalLBA#35,
pode-se observar na Figura 6 que as condi¢cdes centrais do delineamento, ou seja 5% glicerol
+ 5% PEG 400, conduzem a valores de viabilidade celular superiores para a cepa C.
biconvexa EmbrapalLBA#40. Nesta condicdo obteve-se taxa de viabilidade celular acima de
70%, 24h apds o descongelamento.

A literatura cientifica exibe diversos casos onde a combinacdo de diferentes agentes
crioprotetores apresentou maior eficiéncia na recuperacdo de células, em comparacdo com a
utilizacdo destes separadamente (KONO et al., 1998; NAKANISHI et al., 2012; CHONG et
al., 2016). Bui et al. (2013) avaliaram a recuperacdo de 19 cepas de microalgas congeladas
apenas com DMSO, apenas com sacarose e em presenca da combinacdo dos agentes. O efeito

da sacarose como Unico crioprotetor foi testado em 6 das 19 cepas e proporcionou baixa
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viabilidade para trés cepas (<10%), enquanto para as outras trés ndo foram observadas células
vidveis ap0s o descongelamento. O DMSO teve um efeito crioprotetor significativamente
maior (68% das cepas foram recuperadas e exibiram viabilidade de ~40%). A utilizacdo
combinada de sacarose e DMSO produziu uma melhoria tanto em termos do nimero de cepas
recuperadas (100% de sucesso) como também para a viabilidade celular (~55%).

Nakanishi et al. (2012), ao examinarem a eficiencia crioprotetora de DMSO, glicerol, e
etileno glicol (EG) em cepas de C. vulgaris, N. oculata e T. tetrathele, observaram pouca ou
nenhuma sobrevivéncia celular quando os agentes foram utilizados individualmente. No
entanto, a mistura destes crioprotetores com sorbitol ou prolina produziu um efeito benéfico
para todas as cepas. Os autores ainda relatam um aumento consideravel na criopreservacéo
quando o DMSO foi misturado com EG e prolina, com as taxas de sobrevivéncia de todas as
cepas atingindo aproximadamente 50%. Chong et al. (2016), ao testarem o MeOH
individualmente e com sacarose para examinar os efeitos da combinacdo de ACPs na
viabilidade po6s-descongelamento de dinoflagelados, verificaram que a combinacdo de MeOH

com sacarose aumentou a viabilidade celular.

3.5 Validacao das condicdes otimizadas de criopreservacao

Observa-se, através da analise da superficie de resposta e curvas de contorno (Figuras 4
a 6), a existéncia de uma regido com elevado percentual de recuperacdo de viabilidade celular
apos congelamento/descongelamento. A indicacdo de uma faixa 6tima é mais interessante do
que apenas um valor pontual, visto que se pode admitir uma oscila¢do nas concentra¢cdes das
variaveis estudadas, mantendo-se ainda o processo na condi¢do otimizada (RODRIGUES &

IEMMA, 2009).
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A condicdo selecionada, dentro da regido Otima definida pelo modelo para a cepa
Desmodemus sp. EmbrapalLBA#35 assim como para C. biconvexa EmbrapalLBA#40 foi 5%
de glicerol + 5% de PEG 400. Ja para a cepa C. sorokiniana Embrapa|LBA#39, selecionou-se
7% (v/v) de DMSO como sendo a condicdo 6tima, utilizando como critério para esta escolha
a menor concentracao de agente crioprotetor dentro na regido de maxima viabilidade celular.

A validacdo experimental foi efetuada aplicando-se a 15 cepas (Tabela 1), (sendo 5
representantes cenobiais, 5 cocdides e 5 palmel6ides), as condi¢Bes 6timas de congelamento
selecionadas (Figura 7).

Os resultados da validacdo dos parametros otimizados foram avaliados estatisticamente
por andlise de variancia (ANOVA), aplicando o teste de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia, com o auxilio do programa computacional STATISTICA (STATSOFT, 2007).

39



100 100
£ g0 £ g a
E e .
=2 = a
3 60 o 60 a a
£ a g
g 40 a E 40
:;: 2 2 - E b b b
£ 2 b b b 2 2 b b b b z
T S G B T il ol .
0 ME Ml ] m| LM o <F W [ 8 W=
LBA35 LBAS4 LBA59 LBA73 LBA8S LBA3S LBAS4 LBAS9 LBA73 LBASS
mSemagente [7%DMSO B 5% Glicerol + 5% PEG 400 mSemagente [O7%DMSO  m 5% Glicerol +5% PEG 400
c d
100 100 a a a
_ _ T ] o 2
£ 50 £ g0 5 a -
— (- T o i -
Z 60 ] T 60 R = 5 ]
2 a . ) | b - . X
& 40 : a B E 40 It ol 5 5
= T a X = g oM b s
& 20 b s bl bl 8 20 - Al el Cr
: ol al AR R Wl |
0 . . . . 0 . . . .
LBA36 LBA39 LBA61 LBA77 LBA32 LBA36 LBA39 LBAG1 LBA77
ESemagente O7%DMSO % 5% Glicerol + 5% PEG 400 m Sem agente 0O07% DMSO m 5% Glicerol + 5% PEG 400
e f
100 100
= = a d a
= 80 A = 80 s a
= a = a
< 60 a a a < 60
B 40 b 8 40
= - b
= b g = b
s 20 p P g 520 b b b b .
> |*| iﬂ b b b b |- > ! c H c |
—- H eB aFR Ll , mE HEE ErE allE <
LBAG LBAS LBA40 LBA48 LBA51 LBA6 LBAS LBA40 LBA48 LBAS51
mSemagente [HO7%DMSO  m5%Glicerol + 5% PEG 400 W Sem agente B7%DMSO  m5% Glicerol + 5% PEG 400

Figura 7. Validagdo dos protocolos otimizados de criopreservagdo. As cepas algais indicadas
foram congeladas apds 3 (A-B) ou 6 (C-F) dias de cultivo na presenca de DMSO 7% (v/v) (C-
D) ou Glicerol 5% (v/v) + PEG400 5% (v/v) (A-B, E-F). A viabilidade celular das cepas foi
medida Oh (a, c, e) e 24h (b, d, f) apds o descongelamento. Diferentes letras mindsculas na
parte superior das barras indicam diferengas significativas (p<0,05) de acordo com teste de

Tukey.

As taxas de recuperacdo obtidas (Figura 7) foram proximas as encontradas nos

experimentos de DCCR (item 3.4) para as cepas EmbrapalLBA#35, Embrapa|LBA#39 e
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EmbrapalLBA#40, confirmando a reprodutibilidade do processo. Além disso, pode-se
observar que h& correlagdo entre a eficiéncia dos agentes crioprotetores e a morfologia do talo
algal. Todas as cepas cenobiais e palmeldides apresentaram maiores taxas de recuperacdo
celular na presenca de Glicerol 5% (v/v) + PEG400 5% (v/v) (Figuras 7 A-B ¢ E-F). Além
disso, para 4 das 5 cepas cocdides analisadas o DMSO7% apresentou efeito crioprotetor igual
ou superior a combinagdo Glicerol 5% (v/v) + PEG400 5% (v/v). Apenas a cepa
Embrapa|LBA#36 demonstrou melhor resultado quando criopreservada em presenca desta
combinacéo de agentes (Figura 7C-D).

Apesar de assumir morfologia unicelular cocéide quando cultivada em laboratorio, esta
cepa pertence ao género Desmodesmus, 0 que sugere que a origem filogenética também deva

exercer influéncia significativa no sucesso da criopreservagao.

4. CONCLUSOES

A idade da cultura influenciou a tolerancia das células a criopreservacao e a adequagéo
dos resultados de viabilidade celular ao modelo proposto. Para a cepa Desmodesmus sp.
Embrapa|LBA#35 (cenobial) a fase de crescimento exponencial mostrou-se ideal ao processo
de criopreservacao, enquanto para C. sorokiniana EmbrapalLBA#39 (cocoide) e C. biconvexa
Embrapa|LBA#40 (palmeldide) a fase ideal ao congelamento ocorre durante a desaceleracao
do crescimento.

As composicdes crioprotetoras otimizadas por DCCR proporcionaram elevada
recuperacdo de células viaveis pos-descongelamento em 15 cepas distintas de microalgas.
Para as cepas cenobiais e palmeldides os melhores resultados foram obtidos com o
congelamento na presenca a combinacdo dos agentes glicerol e PEG 400. J4 para a maior

parte das cepas com morfologia cocdide o DMSO proporcionou maiores taxas de recuperagdo
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da viabilidade celular. Os resultados indicam que tanto a estrutura do talo algal, como os
agentes crioprotetores e a fase do crescimento algal sdo fatores significativos que impactam a

eficiéncia da criopreservacao.
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