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RESUMO

A microalga Haematococcus pluvialis tem sido estudada por ser uma das principais fontes naturais do
carotenoide astaxantina, potente antioxidante com aplicagdes na industria de nutracéuticos e cosméticos.
H. pluvialis é uma microalga Chlorophyceae cujo ciclo de vida inclui uma fase de encistamento onde o
pigmento é acumulado. Apesar de registrar-se um aumento de processos ¢ aplicagdes envolvendo H.
pluvialis, suas culturas dificilmente atingem elevada biomassa e a espécie é considerada sensivel a
variagcdes ambientais, com crescimento lento. Assim, a produ¢do e uso do pigmento ¢ do micro-
organismo tornam-se dependentes do desenvolvimento de tecnologia relativas aos fatores biologicos,
fisicos e quimicos, cujas interagdes resultem em alta producao de células verdes para que posteriormente
formem cistos vermelhos repletos de astaxantina. Nesta pesquisa buscou-se otimizar o crescimento
vegetativo da microalga, aumentado o rendimento de biomassa final nas culturas. Para isso investigou-
se a composicao de meios nutritivos, diferentes pHs (controle, 6.0, 6.3, 6.7 ¢ 7.2) e modalidades de
cultivo (estanque Vs continua). Determinagdes de eficiéncia fotossintética e dissipacao de energia foram
usadas para inferir sobre a satde celular nas células flageladas verdes, avaliando-se as diferentes
condi¢des experimentais. Foram feitas analises da composi¢ao bioquimica intracelular determinando-se
a concentragdo de proteinas, lipidios e carboidratos, além da composigdo de acidos graxos. O estudo foi
iniciado investigando-se diferentes meios nutritivos no crescimento e produgdo de biomassa e, os
resultados mostraram que o meio de cultura LC Oligo modificado contendo bicarbonato de aménio 4
vezes mais concentrado e o restante dos nutrientes 2 vezes, resultou no maior rendimento de biomassa.
Procedeu-se entdo ao estudo da influéncia do pH no crescimento vegetativo, eficiéncia fotossintética e
composi¢do bioquimica da microalga. Os resultados mostraram maior germinacdo de cistos e maior taxa
de crescimento em culturas tamponadas em pH 6.3 com tampdo MES (taxa de crescimento 0,53 d™).
Lipidios relacionados a pigmentos ¢ parede celular dominaram nesse pH e, acido palmitico (Ci6:0) €
linoleico (C;s:2n6c¢) foram os acidos graxos de maior abundancia. Em relacao as modalidades de cultivo,
os continuos foram melhores do que os estanques, que tiveram menor conteudo proteico ¢ taxa de
crescimento. A atividade fotossintética e seus parametros sofreu menor variagdo nas culturas continuas.
H. pluvialis respondeu melhor quanto aos pardmetros fotossintéticos em varias intensidades luminosas

quando em cultura continua, apesar da irradiancia de saturagdo ter sido maior em cultivos estanques.

Palavras chave: microalgas, culturas, pH, fotossintese, composi¢do bioquimica.



ABSTRACT

The microalgae Haematococcus pluvialis has been studied as one of the main natural sources of
astaxanthin carotenoid, potent antioxidant with applications in the nutraceutical and cosmetic
industry. H. pluvialis is a microalgae Chlorophyceae whose life cycle includes a phase encystment
with high pigment production. In recent years there has been increased activity, processes and
applications involving the use of H. pluvialis and its biomass, however H. pluvialis culture do not
achieve generally high biomass and species is considered delicate, a slow-growing. Thus, the
production and use of the pigment depends on the microorganism and biological, physical and
chemical interactions which result in high production of green cells which subsequently form red
astaxanthin filled cysts. In this study we sought to optimize the vegetative growth of microalgae,
increased the final biomass yield in crops. To this end we investigated the composition of the
nutrient medium different pHs and culture methods (sealed vs continuous). Determination of
photosynthetic efficiency and energy dissipation were used to infer the cellular health in green
flagellates, evaluating the different experimental conditions on microalgae. Intracellular
biochemical composition analyzes were performed by determining the concentration of proteins,
lipids and carbohydrates in addition to the fatty acid composition. The study was initiated by
investigating different nutrient media the growth and biomass production and the results showed
that modified Oligo LC medium containing ammonium bicarbonate four times more concentrated
nutrients and the remaining 2 times, resulting in improved production of biomass. A procedure then
to study the influence of pH on vegetative growth, photosynthetic efficiency and biochemical
composition of H. pluvialis. For this purpose we used pH buffers (MES, HEPES, and PIPES), and
the results showed a higher germination cysts and higher growth rate in buffered at pH 6.3 cultures
(growth rate 0.45 d-1; MES buffer). These findings that the production of H. pluvialis can proceed
in the absence of a lag phase in cultures inoculated with cysts. Pigments and lipids related to cell
wall dominated at pH 6.3 and palmitic acid (C16:0) and linoleic acid (C18:2n6c) were the most
abundant fatty acids. PH in the 6.7 and 7.2 crops showed the highest content of polyunsaturated
fatty acids, 6% higher than the control. Regarding the methods of cultivation, continuous were
better. The biomass showed higher protein content and the larger culture growth rate and biomass
of the sealed. The photosynthetic activity and its parameters suffered significant variations in
continuous cultures. H. pluvialis responded better as the photosynthetic parameters in various light
intensities when in continuous culture, despite the saturation irradiance was higher in batch cultures.

Keywords: microalgae cultures, pH, photosynthesis, biochemical composition.
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1 INTRODUCAO

1.1 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DE MICROALGAS

E evidente a importancia das microalgas para uma vasta gama de atividades, o que
depende do cultivo de espécies, uma vez que sdo quase nulas as situacdes em que a biomassa
algal esteja disponivel em quantidade suficiente no ambiente natural para ser efetivamente
utilizada. Nesse sentido, os cultivos algais sdo ferramentas que viabilizam o aproveitamento
das microalgas pelo homem (LOURENCO, 2006; SPOLAORE et al., 2006; BERTOLDI et al.,
2008). Como fabricas celulares para a produg¢ao de biomoléculas de alto valor, as microalgas
apresentam inumeras vantagens, tais como 1) possibilidade de cultivo em terras ndo araveis; ii)
possibilidade de utilizagdo de dguas residuais que forneca os nutrientes necessarios para o
crescimento algal e, iii) a possibilidade para modificacdo da composi¢ao bioquimica das células
algais através da variagdo das condigdes de crescimento (PEREZ-LOPEZ et al., 2014). Além
disso, culturas de microalgas podem apresentar beneficios relacionados a fixacdo do CO: a

partir de fluxos derivados de processos industriais (OLAIZOLA, 2003; MUNIR et al., 2012).

Dentre as varias aplicacdes de microalgas, pode-se citar o uso na alimentacdo de
animais ¢ do homem, extracdo de substancias de importancia farmacéutica, producdo de
cosmeéticos, uso como indicadores ambientais. Muitas dessas aplicagdes implicam na realizacao
de cultivos intensos, 0s quais representam um sistema bioldgico para a producdo de matéria
organica em que podem ser abertos ou fechados (TREDICI, 2004; LOURENCO, 2006).
Podemos distinguir trés tipos de aplicagdes microalgal (Tabela 1). A primeira relaciona-se a
fatores do ambiente, tais como a capacidade das microalgas em produzir Oz, fixar CO2 (ZEILER
et al., 1995), e ainda biorremediar compostos organicos e inorganicos (WILDE; BENEMANN,
1993). Para cultivo e producgao, espécies ou cepas de microalgas podem ser selecionadas pelo
seu crescimento, pela sua capacidade de remover compostos toxicos especificos, ou ainda pela
robustez e produtos que sintetizam. Esta Ultima corresponde a producdo de metabdlitos
primarios, como por exemplo carotenoides (GUEDES; AMARO; MALCATA, 2011b),
proteinas (BECKER, 2004), e lipidios tais como acidos graxos poli-insaturados, os PUFAs
(SHARMA et al., 2012), moléculas com atividades antioxidantes (SUNDA et al., 2002;
STAHL; SIES, 2003; MUNIR et al., 2013). Para este efeito, microalgas com alta plasticidade
fisiologica podem ser usadas, uma vez que sdo capazes de se adaptarem de forma eficiente as

variagdes ambientais (DUBINSKY; STAMBLER, 2009). A produ¢ao de metabdlitos
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secundarios encontra aplicagdes na industria farmacéutica, mas sua produgao ¢ em geral menor

do que a dos primarios.

Tabela 1 — Discriminagdo dos trés grupos de aplicagdes de algas com seus requisitos de produgao.

Aplicacio Funcio Requisitos Algas
. Otimizar condi¢Oes de Espécies com elevado
Producéo de - . . X . o
. Fluxos de matéria e energia  cultivo para crescimento e crescimento constitutivo e
biomassa Lo o .
maximizagdo fotossintética  fotossintese
Producdo de moléculas, Otimizar condi¢Oes de
) como carotenoides cultivo para maximizar a L. ..
Metabdlitos o . S P . Espécies com plasticidade
M ficobiliproteinas, proteinas,  producao de moléculas S
primarios P . , , fisiologica
lipidios, polissacarideos e especificas e altas taxas de
antioxidantes crescimento
Otimizar condigoes,
Metabdlitos Produgdo de toxina ou normalmente estressantes, Espécies selecionadas ou
secundarios drogas para produzir moléculas geneticamente modificadas
especificas

Fonte: Barra et al. (2014)

O aumento na demanda de produtos de origem algal deve-se, principalmente, ao fato
desses organismos produzirem substancias com efeitos antioxidantes, acidos graxos de cadeia
longa poli-insaturados, compostos virostaticos, antiflingicos, anitibidticos, ficocoloides,
enzimas, ésteres, vitaminas e pigmentos, como os carotenoides (COHEN, 1999; SPOLAORE
et al., 2006; BERTOLDI et al., 2008; GUEDES et al., 2011). As microalgas sdo importantes
em bioprocessos destinados a producao de compostos de alto valor agregado, tais como os que
apresentam propriedades anti-inflamatoria, antiviral, antimicrobiana e antitumoral.

A literatura mostra que alguns compostos sintetizados por microalgas sdo
antioxidantes poderosos, tais como a astaxantina, produzida por Haematococcus pluvialis. De
acordo com Li et al. (2011), a astaxantina apresenta funcdes anti-inflamatorias,
antienvelhevimento e antitumorais. Do ponto de vista quimico, varios desses compostos sdo
polissacarideos ou acidos graxos de cadeia longa, saturados ou insaturados. Além disso, as
estruturas quimicas dessas moléculas sdo frequentemente atipicas e suas concentragdes podem
exceder aquelas encontradas em muitas outras fontes naturais. Dados da literatura mostram que
a produtividade e a composi¢do bioquimica das microalgas dependem fortemente do modo de
cultivo, composi¢do do meio e da especiacdo de nutrientes (FABREGAS et al., 2000;
IMAMOGLU et al., 2007; CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013; CHIA; LOMBARDI;
MELAO; et al., 2013b). Quando H. pluvialis ¢ submetida a condi¢cdes ambientais extremas

observa-se mudanca morfoldgica das células verdes, transformando-se em cistos vermelhos
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ricos em astaxantina. Diversos estudos visando aumentar a eficiéncia do processo de obtencao
de biomassa de H. pluvialis e, consequentemente, aumentar os rendimentos de astaxantina sdo
relatados (HARKER et al., 1995; GONG; CHEN, 1997, FABREGAS et al., 2001; HATA et
al., 2001; SARADA et al., 2002), o que ¢ justificado por sua importancia economica.

Diante das potencialidades da microalga H. pluvialis quanto a sintese do
carotenoide antioxidante astaxantina e das dificuldades em seu cultivo, que se devem
principalmente ao seu complexo ciclo biologico, este trabalho apresenta um estudo da
ecofisiologia da microalga Chlorophyceae na fase de células vegetativas, verdes e biflageladas,
incluindo fotossintese e cultivos em sistema estanque e continuo, buscando compreender a
fisiologia do organismo de modo a oferecer alternativas para maior produtividade das células
vegetativas. Neste estudo, onde Resultados e Discussdo ¢ apresentado por sequencia
experimental, como descrito abaixo, analisamos aspectos do crescimento e fotossintese em dois

sistemas de cultivo, estanque e continuo.

e 5.1: Estudos preliminares de otimizag&o do crescimento.

e 5.2: Crescimento, fotossintese e composi¢cdo bioquimica de H. pluvialis em
diferentes pH

e 5.3: Crescimento, fotossintese e composi¢do bioquimica de H. pluvialis em
culturas continuas e estanques.

® 5.4: Curvas de saturacdo de luz de H. pluvialis em culturas continuas e

estanques.
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2 DESAFIOS E OBJETIVOS

2.1 DESAFIOS

Haematococcus pluvialis ¢ uma microalga Chlorophyceae em cujo ciclo de vida ha
uma fase de cistos de resisténcia repletos do pigmento carotenoide astaxantina, que possui
elevado interesse comercial. Esta alga apresenta a grande vantagem de produzir as maiores
concentragdes de astaxantina em relagdo a biomassa seca quando comparada a outras fontes
naturais desse pigmento. Em culturas, ¢ o crescimento populacional e acimulo de biomassa em
fase vegetativa que pode garantir grande quantidade do pigmento, quando do encistamento de
toda a populacdo. Entretanto, esta microalga possui baixa taxa de crescimento em ambientes
artificiais como os sistemas de cultura e, consequentemente, baixa densidade populacional ¢
obtida. Além disso, seu ciclo de vida ¢ complexo (IMAMOGLU et al., 2007; EVENS et al.,
2008; DEL RiO et al., 2010; ONCEL etal., 201 1) e o pouco entendimento das condigdes dtimas
para crescimento e produgdo de astaxantina (CIFUENTES et al., 2003) restringe e torna a
produgdo comercial de astaxantina um desafio (SUH et al., 2006). Isso consiste em aspecto
desfavoravel quando comparado a outras espécies que ja sdo cultivadas com éxito em escala
comercial, tais como Dunaliella salina, Chlorella spp., Arthospira spp., ¢ Scenedesmus spp.
(APT; BEHRENS, 1999; BERTOLDI et al., 2008). Em fungdo dessas caracteristicas, muitas
pesquisas tém buscado maneiras de aumentar a taxa de crescimento das células vegetativas
moveis, de modo a contribuir para a viabilizagdo da producdo de astaxantina. Esta pesquisa
adiciona novas informacdes a literatura existente quanto a otimizacao da produ¢ao de biomassa
e fisiologia de H. pluvialis, contribuindo com informagdes relativas a fotossintese, fixagdo de

COz, crescimento populacional e concentragdo de ions hidrogénio em sistemas controlados.

2.2 OBIJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a ecofisiologia de H. pluvialis com enfoque em aumento da producdo de

biomassa vegetativa e, consequentemente, cistos contendo carotenoides.
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2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos de diferentes meios de cultivo nos parametros de crescimento da
microalga (densidade celular méxima, tempo de cultivo e taxa de crescimento das
culturas) de modo a definir um meio nutritivo ideal (alto crescimento e rapido
encistamento na etapa final) para os experimentos seguintes;

e Analisar a influéncia do pH (6.0, 6.3, 6.7 ¢ 7.2) no rendimento quantico maximo do
fotossistema Il ¢ na composigdo bioquimica de H. pluvialis em culturas
laboratoriais estanques;

e Analisar o efeito das modalidades de cultivo estanque e continua sobre o
crescimento, fotossintese (rendimento quantico e decaimentos) € composicao
bioquimica de H. pluvialis;

e Analisar a resposta de H. pluvialis em culturas estanques e culturas continuas

submetidas a varias intensidades luminosas através de curvas de saturagdo de luz.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS MICROALGAS

As microalgas ocupam a parte inferior da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos
e possuem a capacidade intrinseca de fixagdo do CO2 com auxilio de luz solar, convertendo-o
em compostos organicos complexos, que sdo subsequentemente mantidos dentro ou liberados
pelas células (Figura 1). Esses micro-organismos sdo cosmopolitas e bem adaptados para
sobreviver em grande espectro de condi¢des ambientais, incluindo (mas ndo limitado a) calor,
frio, seca, salinidade, foto-oxidagao, anaerobiose, pressao osmdtica e exposicao aos raios UV
(TANDEAU DE MARSAC; HOUMARD, 1993). As microalgas combinam, de forma
equilibrada, algumas propriedades tipicas de vegetais superiores (ex.: eficiente fotossintese
aerdbica e simples exigéncias nutricionais) com atributos biotecnoldgicos adequados a micro-
organismos (ex.: taxas altas de crescimento e capacidade de acumular ou secretar metabolitos
primdrios e secundarios). Esta combinacdo levou a selecdo desses micro-organismos para
processos aplicados, e representa a razdo de base para a sua utilizacdo biotecnologica. Além de
serem atualmente utilizadas na alimentagdo de animais aquaticos e terrestres, o valor nutritivo
da biomassa de microalgas vai muito além e inclui seu uso como corante € proteina ou ainda
como suplemento de acidos graxos poli-insaturados na dieta humana e também na aquacultura.
Também, o mercado de alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos, beneficiam-se da
ampla variedade de produtos derivados das microalgas (PULZ; GROSS, 2004; RICHMOND,
2004). Além disso, um grande ntimero de espécies de microalgas existentes constitui um
reservatorio Unico de biodiversidade, que suporta a possibilidade de exploracdo comercial de
muitos produtos novos, além de vitaminas, pigmentos e 4cidos graxos poli-insaturados
(LORENZ; CYSEWSKI, 2000a; LEON et al., 2003; IP et al., 2004). O fator-chave para a
viabilidade econdmica de culturas de microalgas ¢ a possibilidade de serem operadas em
grandes fotobiorreatores, capazes de produzir biomassa e metabdlitos em larga escala (KIM et
al., 2007; SANCHEZ et al., 2008).

As microalgas sdo consideradas como potencial matéria-prima para a producdo de
grande variedade de compostos, que vao desde produtos de alto valor agregado, como
alimentos, e produtos quimicos e farmacéuticos, até produtos com menor valor, tal qual o
biodiesel, mas igualmente importante (SHEEHAN et al., 1998; OLAIZOLA, 2003; LI et al.,
2007). Como fabricas celulares para a producdo de biomoléculas, as microalgas apresentam

inimeras vantagens em comparagao com culturas tradicionais, tais como a disponibilidade de
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cultivo em terras nao araveis, a possibilidade de utilizacao de dguas residuais que fornecem os
nutrientes necessarios para o crescimento e, a disponibilidade para modificar a composi¢ao
bioquimica das cé¢lulas algais através de variagdo das condigdes de crescimento
(STEPHENSON et al., 2010). Submetidas a mudangas nas condi¢des ambientais, como por
exemplo, a privacdo de nutrientes, limitagdo de luz, dentre outras, as microalgas podem
estressar-se, levando a producdo e acimulo de alguns compostos de interesse, como os

carotenoides (AFLALO et al., 2007; GARCIA-MALEA et al., 2009; SHAHID et al., 2013).

Aguas residuais ricas N/P —>
Efluentes pobres N/P <

Cultivo de microalgas

Refinaria de Biomassa

R 2
BIOPRODUTOS ( ‘
SRRy | oo
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Figura 1 — Sistema microalgal para a produgdo combinada de biocombustiveis, biomitiga¢cdo de CO», e remogao
N/P de aguas residuais. Entradas: fonte de carbono, CO,; fontes de nitrogénio e fosforo, esgoto rico
N/P; fonte de energia, a energia solar. Saidas: efluentes pobres N/P, bioprodutos de valor agregado, e
os biocombustiveis. Fonte: Wang et al. (2008).

3.2 CAROTENOIDES E BIOSSINTESE DE ASTAXANTINA EM Haematococcus
pluvialis.

Nos tltimos anos, percebe-se um rapido crescimento no interesse de carotenoides,
elevando assim seu valor de mercado (Figura 2). Em geral, sob condi¢des desfavoraveis, essas
algas produzem grandes quantidades de carotenoides secundarios, até 6% da massa seca no
caso de Haematococcus pluvialis (WANG et al., 2003). Diferentemente dos carotenoides
primdrios ou fotossintéticos associados com tilacoides e exercendo em organismos
fotoautotroficas funcgdes vitais de coleta de luz, protecdo contra danos fotooxidativos e na
manuten¢do da estrutura dos fotossistemas (LADYGIN; SHIRSHIKOVA, 2006), os
carotenoides secundarios nao participam da fotossintese e nao estdo associados com o aparato

fotossintético. Suas principais fungdes em microalgas carotenogénica compreendem a protecao
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contra o excesso de radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) (BEN-AMOTZ et al., 1989;
HAGEN et al., 1994, SOLOVCHENKO; MERZLYAK, 2008), o excesso de sequestro de
fotoassimilados (LEMOINE; SCHOEFS, 2010), a supressao da produgdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e desintoxicacdo das ROS ja produzidas (KOBAYASHI; SAKAMOTO,
1999; BOUSSIBA, 2000).

[ 2010 2018
T T T T T T T
B-caroteno
[iitatna —
————
Capsantina ~

B-Apo-8'-caroteno o
Zeaxantina =

Ester B-Apo-8'-caroteno B

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Milhdes ($)

Figura 2 — Valor de Mercado Global de Carotenoides. Fonte: http://www.bccresearch.com/market-research/food-
and-beverage/carotenoids-global-market-fod025d.html

Os carotenoides encontram-se entre as mais abundantes e importantes classes de
pigmentos existentes na natureza dada a diversidade e a relevancia das fungdes que assumem
(LORENZ; CYSEWSKI, 2000a), podendo ser encontrados nas trés principais linhas evolutivas
Archaebacteria, Eubacteria ¢ Eukarya (ARMSTRONG; HEARST, 1996). Constituem uma
classe de pigmentos naturais, de coloragdo amarela a vermelha, amplamente distribuidos nos
reinos animal e vegetal (NI et al., 2005). Obtidos a partir de fontes naturais, sdo reportados e
caracterizados mais de 600 variantes estruturais desta familia de pigmentos, que sao
responsaveis por grande variedade das cores, sendo as mais notdveis o amarelo brilhante,

alaranjado e vermelho das frutas, folhas e animais aquéticos (UENOJO et al., 2007).
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Quimicamente, os carotenoides sao compostos isoprenoides (CsoHse) constituidos por
8 unidades Cs-isopreno e t€ém um esqueleto central linear constituido de 22 4tomos de carbono
e 9 duplas ligacdes conjugadas com extremidades finais anelares ou quase anelares dotadas de
9 4tomos de carbono em cada uma (LA FUENTE et al., 2006). Esta estrutura quimica (Figura
3) é responsavel por sua coloracdo caracteristica, dado que as duplas ligagdes absorvem parte
do espectro luminoso que nelas incide (ARMSTRONG; HEARST, 1996; DEL CAMPO et al.,
2007). O Espectro UV/VIS dos carotenoides ¢ de grande importancia para as analises, porque
proporciona informagdo sobre sua estrutura, que ¢ caracterizada pela presenca de um longo
croméforo de duplas ligagdes conjugadas. Pelo menos 7 cromoéforos de duplas ligagdes
conjugadas sdo necessarios para um carotenoide ter uma coloragao perceptivel. Logo, o
espectro de absor¢do dos carotenoides depende do niimero de duplas ligagdes conjugadas em
sua molécula, assim quanto mais longo o cromoforo, tanto maiores sdo os comprimentos de
onda de absor¢do méaxima, variando estruturalmente na faixa de 410 a 510 nm (MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007). Este grupo de pigmentos compreende duas classes principais, os
carotenos e as xantofilas.

Os carotenos sdo hidrocarbonetos poli€énicos ciclicos ou lineares, enquanto as
xantofilas sdo carotenos com pelo menos um atomo de oxigénio funcional: grupo —OH na
luteina, grupo-oxi na cantaxantina, ou ainda como uma combinac¢do de ambos, na astaxantina
(GONZALEZ, 2000; LA FUENTE et al., 2006; DEL CAMPO et al., 2007). As xantofilas
sintetizadas pelos vegetais vasculares, e.g., violaxantina, anteraxantina, zeaxantina, neoxantina
e luteina, também podem ser sintetizadas por microalgas verdes. No entanto, estas possuem
xantofilas adicionais, por exemplo, loroxantina, astaxantina e cantaxantina, enquanto as algas
pardas e diatomaceas produzem ainda diatoxantina, diadinoxantina e fucoxantina (JIN et al.,
2003). A distingdo ¢ feita entre carotenoides primarios e secundarios: os primarios e.g., as
xantofilas, s3o componentes estruturais e funcionais do aparato fotossintético celular, por isso
eles sdo essenciais para a sobrevivéncia (JIN et al., 2003); considerando que os secundarios
englobam aqueles produzidos por microalgas em altas concentragdes, mas apenas apoOs a
exposicdo a estimulos ambientais especificos (via carotenogénese).

Funcionalmente, as xantofilas sdo moléculas hidréfobas associadas com membranas
celulares e/ou envolvidas em ligagcdes ndo-covalentes a proteinas; localizam-se na membrana
tilacoide, ao passo que os carotenoides secunddrios encontram-se em vesiculas lipidicas, no
estroma plastidial e no citosol. A literatura reporta que na maioria das microalgas verdes, os
carotenos e xantofilas sdo sintetizados e acumulados dentro de plastidios (INOUE et al., 2006),

mas em Haematococcus sp. as xantofilas secunddarias (astaxantina) acumulam-se no citoplasma,
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o que a possibilidade de um sitio extraplastidico da biossintese de carotenoides.
Alternativamente, xantofilas sintetizadas no cloroplasto podem ser exportadas e acumularem-
se no citoplasma (TARDY; HAVAUX, 1996; SAID RABBANI et al., 1998; JIN et al., 2003),
de modo que podem ser encontradas em diversos compartimentos celulares. Nas microalgas,
os carotenoides estdo envolvidos na coleta de luz, estabilizacao da estrutura fotossintética e seu
funcionamento, além de eliminar espécies reativas de oxigénio e dissipar o excesso de energia
(DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 2002). A atividade antioxidante intrinseca dos carotenoides
constitui a base para a sua agdo protetora contra o estresse oxidativo, mas nem todas as fungdes
dos carotenoides relacionam-se com sua capacidade de inativar radicais livres e espécies

reativas de oxigénio (GUEDES et al., 2011).
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Figura 3 — Estruturas quimica de carotenos e xantofilas. O segmento linear destacado na estrutura do p-caroteno
corresponde ao esqueleto central de 22 carbonos comum a todos os carotenos ¢ xantofilas. Fonte: La
Fuente et al., (2006).
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A fotossintese depende de pigmentos essenciais e acessorios e, alguns géneros de
microalgas tém alta concentragdao clorofila a. Em adi¢ao a esses pigmentos, tais micro-
organismos t€ém um sistema intracitoplasmatico complexo, indicando a fotossintese como a via
metabolica preferida. A caracteristica de absor¢ao espectral da luz nas microalgas ¢ diferente
em comparagdo com outros organismos fotossintéticos, uma vez que as taxas elevadas de
atividade fotossintética sao medidas, ndo sé na regiao espectral de 665 a 680 nm, onde a luz ¢
melhor absorvida pela clorofila a, mas também a partir de 560 a 620 nm, comprimentos de onda
de absorcdo da ficoeritrina e ficocianina, respectivamente. Isso mostra que a luz absorvida por
ficobiliproteinas ¢ usada por estas microalgas de forma tao eficiente como a luz absorvida pela
clorofila, sugerindo elevada atividade fotossintética nesses micro-organismos (CAMPBELL et
al., 1998).

A astaxantina pode ser produzida por sintese quimica ou obtida diretamente do
organismo, o que ¢ conhecido por produgao biotecnologica (HU et al., 2006). Tradicionalmente,
a producdo de astaxantina em escala industrial tem sido realizada principalmente por sintese
quimica (YOSHIHIRO et al., 1997; BOUSSIBA et al., 2000; OLAIZOLA, 2003), porém a
forma sintética ¢ cara e pode conter astaxantina com configuracao estrutural diferente da natural
(BOUSSIBA et al., 2000). Esta diferenca pode aumentar a instabilidade da molécula e,
eventualmente seu efeito pode ser diferente da astaxantina natural. O produto natural ¢
esterificado, o que lhe confere uma maior estabilidade na prevengdo da oxidagdo (SCHMIDT
et al., 2011). O custo de mercado por kg de astaxantina é cerca de US $ 2.000 para a obtida
através da sintese quimica, US $ 2.500 para a oriunda da fermentagdo de levedura, e US $ 7.000
a astaxantina produzida por microalgas (LI et al., 2011). Os valores ORAC (valor radical
capacidade de absor¢do de oxigénio) de astaxantina microalgal ¢ de cerca de 3 vezes mais do
que a do produto sintético e cerca de um terco superior ao de levedura (NAGUIB, 1998). Apesar
de suas desvantagens, a producdo sintética ainda domina o mercado de astaxantina, com a
BASF e a Hoffman-La Roche, como os principais produtores, dominando 80% do mercado
mundial (NGUYEN, 2013).

A producdo biotecnologica de carotendides como a astaxantina ¢ um campo de
pesquisa de grande interesse devido ao seu alto valor de mercado e o crescimento da demanda
por produtos naturais (HUI et al., 2005). Apesar de mais de 95% do mercado de aquacultura
consumir derivados sintéticos da astaxantina, o aumento da demanda de consumo por produtos
naturais faz com que os pigmentos sintéticos sejam menos desejaveis € proporciona uma
oportunidade para a produ¢do de astaxantina natural (LORENZ; CYSEWSKI, 2000a). Além

disso, nos ultimos anos, o uso de compostos quimicos sintéticos como aditivo alimentar tem
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sido estritamente regulado (YAMANE et al., 1997) sendo a fonte natural de astaxantina
preferivel (KUSDIYANTINI et al., 1998).

A producdo biotecnologica de carotenoides como a astaxantina ¢ um campo de
pesquisa de grande interesse devido alto valor de mercado desta molécula aliado ao crescimento
da demanda por produtos naturais (OROSA et al., 2005; NI et al., 2005; VALDUGA et al.,
2009). Uma grande variedade de micro-organismos ¢ capaz de sintetizar astaxantina,
destacando-se as microalgas Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis e Chlorococcum
sp., as leveduras Xanthophyllomyces dendrorhous ¢ Candida utilis e algumas bactérias como
Agrobacterium aurantiacum, Halobacterium salinarum, Mycobacterium lacticola ¢
Brevibacterium spp. (ANDREWES et al., 1976; JOHNSON; AN, 1991; RISE et al., 1994;
YOKOYAMA; MIKI, 1995; CALO etal., 1995; MIURA et al., 1998; LIU; LEE, 2000; YUAN
et al., 2002; IP; CHEN, 2005; MIAO et al., 2006; SCHMIDT et al., 2011). A Tabela 2, a seguir,

lista as principais microalgas produtoras de astaxantina.

Tabela 2 — Principais microalgas produtoras de astaxantina, as respectivas concentragdes produzidas por biomassa
seca (% massa / massa) e referéncias onde foram obtidas.

Concentracao de

Microalgas Referéncias bibliograficas

astaxantina
Chlamydomonas nivalis - BIDIGARE et al., 1993; REMIAS et al., 2005
Eremosphera viridis - VECKTEL et al., 1992
Trachelomonas volvocina - GREEN, 1963
Chloromonas nivalis 0,004 LEYA etal., 2009; REMIAS et al., 2010
Botryococcus braunii 0,01 GRUNG et al., 1994
Chlamydocapsa spp. 0,04 LEYA etal., 2009,
Scenedesmus sp. 0,3 OROSA et al., 2000; QIN et al., 2008
Chlorella zofingiensis 0,7 BAR etal., 1995; OROSA et al., 2000
Chlorococcum sp. 0,7 LIU; LEE, 2000; MA; CHEN, 2001
Scotiellopsis oocystiformis 1,1 OROSA et al., 2000
Protosiphon botryoides 1,4 OROSA et al., 2000
Neochloris wimmeri 1,9 OROSA et al., 2000
Haematococcus pluvialis 4,0 DROOP, 1954; LEE; DING, 1994

Dentre as espécies apresentadas na Tabela 2, a microalga verde H. pluvialis ¢
reconhecida como um dos produtores de astaxantina mais promissores na natureza, devido a
sua excepcional capacidade de acumular grandes quantidades do carotenoide sob condigdes de
estresse (BOUSSIBA, 2000; LEMOINE; SCHOEFS, 2010). Recentemente, Chlorella

zoofingiensis atraiu alguns interesses como produtora alternativa de astaxantina, devido a sua
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elevada velocidade de crescimento em condi¢des fotoautotroficas, mixotroficas e heterotroficas
(OROSA et al., 2000; CAMPO, DEL et al., 2004; IP et al., 2004; SUN et al., 2008).

A biossintese de pirofosfato de isopentenilo precede a sintese de carotenoides e, nas
microalgas verdes unicelulares H. pluvialis e Chlamydomonas reinhardtii, a sintese de
pirofosfato de isopentenilo da-se por via ndo-mevalonica (DISCH et al., 1998). Nesses
organismos, a enzima fitoeno sintetase catalisa o primeiro passo da biossintese de carotenoides
que se da através da formacdo de uma molécula de fitoeno, com 40 atomos de carbono,
precursora de todos os outros carotenoides (CUNNINGHAM; GANTT, 1998). Duas classes de
fitoeno sintetase foram encontradas em certas algas verdes como Ostrecoccus e Micromonas,
enquanto que outras algas verdes como Chlorella reinhardtii e Chlorella vulgaris s6 possuem
uma classe de fitoeno sintetase (TRAN et al., 2009). Posteriormente, fitoeno ¢ transformado em
licopenos e finalmente nos outros pigmentos carotenoides através de uma série de reagdes de
desidrogenacdo, onde duas enzimas estruturalmente semelhantes, fitoeno dessaturase (-
caroteno-dessaturase convertem o fitoeno incolor em licopeno vermelho. Especificamente, a
fitoeno dessaturase catalisa as duas primeiras reagdes de desidrogenacgdo para formar o fitoeno
e o (-caroteno, enquanto que a (-caroteno-dessaturase catalisa as duas reacdes posteriores de
conversao do -caroteno e licopeno em neurosporeno (CUNNINGHAM; GANTT, 1998). Alta
irradiancia e privacao de nitrogénio podem resultar em aumento da desidrogenacao do fitoeno
e remocao de excesso de elétrons, auxiliando assim no controle da cadeia de transporte de
elétrons da fotossintese e a formacdo de espécies reativas de oxigénio (GRUNEWALD et al.,
2000; WANG et al., 2009; L1 et al., 2010). A partir do B-caroteno, ha dois caminhos pelos quais
processa-se a sintese de astaxantina em microalgas, como mostrado na Figura 4. A oxigenacao
do B-caroteno na posicao 4 pela f-caroteno cetolase d4 origem a equinenona e cantaxantina,
precursores da astaxantina. Sob estresse, a sintese de astaxantina em H. pluvialis da-se através
da oxigenagao do B-caroteno (HUANG et al., 2006), sendo precedida da adigdo de grupos ceto,
e reagoes de hidroxilacdo da cantaxantina, como mostrado na Figura 4 (FRASER et al., 1998;
LINDEN, 1999; SCHOEFS et al., 2001). Segundo o apresentado em HAN et al. (2013) os genes

BKT e CrtR-b sao etapas limitantes da velocidade na sintese de astaxantina em H. pluvialis.
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Figura 4 — Vias de biossintese de astaxantina primaria em Haematococcus pluvialis (Rota metabdlica 1) e
Chlorella zofingiensis (Rota metabolica 2).BKT = B-caroteno cetolase; CrtR-b = [-caroteno
hidroxilase. Fonte: Han et al. (2013).

3.3 A MICROALGA Haematococcus pluvialis, CICLO DE VIDA E FISIOLOGIA

Haematococcus pluvialis ¢ uma microalga verde eucaridtica, unicelular de agua doce,
pertencente a classe Chlorophyceae. Seu habitat natural caracteristico ¢ quase sempre limitado
a pequenas piscinas tempordarias, tais como cavidades rochosas periodicamente preenchidas
com agua da chuva, bacias de concreto, banhos de passaros, e urnas ornamentais de cemitério
(PROCTOR, 1957). Nestes ambientes ocorrem flutuacdes rapidas e extremas de luz,
temperatura e concentragdo de sal, tornando as condi¢des severas para qualquer forma de vida
e, ocasionalmente, H. pluvialis aparece em grande quantidade em rios ou as margens de lagos,
quando a seca expde grandes areas de rochas ricas em fissuras (CANTER-LUND; LUND,
1995). O ciclo de vida de H. pluvialis (Figura 5) apresenta polimorfismo celular, constituido
por quatro tipos de células distintas, incluindo macrozodides (ou zodsporos), microzodides,
palmela e aplanodsporos (ou hematocistos) (ELLIOT, 1934). Os macrozodides sdo esféricos,

elipsoidais, ou células em forma de pera com dois flagelos e um cloroplasto em forma de taga.
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Figura 5 — Ciclo de vida do Haematococcus pluvialis. A. Imagens de microscopia de fluorescéncia, mostrando
as fases de 1 a 32 células, e a fase flagelada. DIC: microscopia de contraste de interferéncia diferencial;
SYBR: SYBR Green® I — corante celular (verde); CHL: autofluorescéncia da clorofila (vermelho); e
Revestimento: imagens de SYBR e CHL sobrepostas. B. Ilustragdo do ciclo de vida de H. pluvialis.
Regeneracio: quando as culturas antigas sdo transplantadas em meio fresco, as células cocoides
sofrem divisdo celular para formar células flageladas dentro da parede da célula-mae. Germinacao:
células flageladas se estabilizam e se tornam células cocoides. Luz forte e/ou continua aceleram o
acumulo de astaxantina durante encistamento (setas vermelhas). Fonte: Wayama et al. (2013).

Caracterizado por apresentar um rapido crescimento inicial com divisdo de célula-mae
em 2 — 8 células-filhas ap6s inoculagdo de cistos, os macrozooides predominam na fase inicial
de crescimento vegetativo uma cultura sob condi¢cdes favoraveis de cultivo. Quando
macrozooides sao submetidos a condi¢des ambientais ou de cultura, desfavoraveis, elas se
desenvolvem em uma forma palmela, sem mobilidade préopria por perderem seus flagelos ao
mesmo tempo em que expandem o tamanho da célula. Este processo ¢ definido como
encistamento. Quando o estresse persiste, a palmela desenvolve-se em aplandsporo assexuado
(ndo-mobveis), com paredes celulares espessas e rigidas. Durante a matura¢ao dos aplandsporos,
grandes quantidades de astaxantina sdo acumuladas, resultando em coloracdo vermelho
brilhante. Destacamos que os macrozoodides de algumas cepas de H. pluvialis sdo capazes de

acumular astaxantina sem formar aplandsporos (HAGEN et al., 2000; BRINDA et al., 2004).
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Se as condigdes ambientais ou de cultura retornam ao normal, os aplandsporos
germinam para formar zodsporos flagelados e iniciar um novo ciclo de crescimento vegetativo.
Em alguns casos, depois da exposi¢do a condigdes adversas extremas, como por exemplo,
congelamento, dessecacgdo ou falta de nutrientes, seguido por condi¢des favoraveis de cultivo,
a gametogénese pode ocorrer em aplandsporos, dando origem a um maximo de 64 gametas,
conhecidos como microzooides. Os microzooides se apresentam como células pequenas (<10
uM) em comparacdo com os zoosporos (20 — 50 pm) e exibem alta motilidade apds a sua
libertagdo a partir dos gametocistos (TRIKI et al., 1997). O acimulo de astaxantina nas células
de H. pluvialis ¢ acompanhado de alteragdes ultraestruturais, sendo uma das mais notaveis a
formagao de grande numero de inclusdes lipidicas citosolicas onde a astaxantina ¢ armazenada.
Inicialmente, as inclusdes lipidicas aparecem como pequenas manchas elétron-densas
espalhadas proximo as cisternas do reticulo endoplasmatico e, eventualmente, se aglutinam para
formar volumosas inclusdes lipidicas (LANG, 1968; SANTOS; MESQUITA, 1984). Os
zoosporos flagelados de H. pluvialis (Figura 6) apresentam uma matriz extracelular volumosa,
assemelhando-se a arquitetura de vérias camadas, tipica das Volvocales, com uma camada
cristalina tripartida entre duas camadas separadas de matrizes gelatinosas. A camada cristalina
tripartida esta ligada a membrana plasmatica por tubos flagelares e corddes citoplasmaticos
dispostos radialmente, que ¢ apenas observado no género de Haematococcus. O encistamento
de zodsporos flagelados em células palmela ndo-mdveis € caracterizado pela formagdo da
parede celular primaria dentro da matriz extracelular (HAGEN et al., 2002). A parede celular
primaria pode ser corada com branco de calcofluor, indicativo da presenga de ligacdes B-1,4-
glicosidica (HAN et al., 2013). Além disso a formag¢dao dos aplanosporos vermelhos ¢
concomitante ao desenvolvimento da parede celular secundaria, que contém 3% de materiais
resistentes a acetolise. HAGEN et al. (2002) e DAMIANI et al. (2006) sugerem que a parede
celular ¢ constituida de algenano, um biopolimero resistente a solventes organicos. A resposta
mais perceptivel de H. pluvialis a condigdes adversas de cultivo é a sintese e acimulo de
grandes quantidades de astaxantina sob a forma de mono e diésteres. Enquanto a sintese de
astaxantina inicial utiliza o B-caroteno, a producdo em massa de ésteres de astaxantina depende

da sintese acidos graxos (SCHOEFS et al., 2001).
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Figura 6 — Figuras de Haematococcus pluvialis. A. Forma vegetativa, biflagelada (3 dias); (B) Forma palmeloide
(8 dias); (C) aplandsporo (14 dias) e (D) hematocisto maduro (32 dias). Fotos obtidas de culturas do
autor.

Como microalga fotoautotrofica, H. pluvialis realiza fotossintese, e através desta o
dioxido de carbono € incorporado em composto quimico, a glicose. Com auxilio da enzima 1,5
ribulose-difosfato (RuBisCo) carboxilase/oxigenase, as reagdes de fixagdo do CO:2 sdo
processadas. A sequéncia de transformagdes metabdlicas até o produto final é conhecida como
o ciclo de Calvin-Benson (CALVIN; BENSON, 1948). As exigéncias de energia na forma de
ATP ¢ NADPH traduzem as transformag¢des do ciclo de Calvin-Benson, inteiramente
dependentes da reagdo fotoquimica, que ocorrem na membrana tilacoidal ou intracitoplasmatica
(CAMPBELL et al., 1998). Durante as reagdes fotoquimicas, gera-se uma bomba de elétrons
excitados e seu fluxo determina o gradiente do potencial-redox. Esta sequéncia de
transformagdes metabdlicas ¢ conhecida como o ciclo de Calvin-Benson (CALVIN; BENSON,
1948). A fixagdo de dioxido de carbono ndo ¢ diretamente dependente da luz e, assim, o
processo ¢ chamado de reagdo fotossintética no escuro. As exigéncias de energia na forma de
ATP e NADPH traduzem as transformag¢des do ciclo de Calvin-Benson, inteiramente
dependentes da reagdo fotoquimica (CAMPBELL et al., 1998). Nesta fase, a energia luminosa
¢ absorvida por estruturas organizadas conhecidas como fotossistemas I e II, localiza¢do dos
pigmentos fotossintéticos e moléculas transportadoras de elétrons. Isto resulta em uma bomba
de elétrons excitados e seu fluxo determina o gradiente do potencial-redox, gerando
transportadores de elétrons fortemente eletronegativos. Nesse processo, sao finalmente gerados
ATP e NADPH. A fotdlise da H20, ou reagdo de Hill, fornece 4tomos de hidrogénio e elétrons
durante o processo de fotossintese, liberando O2 (FROMME et al., 2006).

Utilizadoras da energia na forma de ATP e poder redutor na forma de NADPH, as

reacgoes de fixacado do CO2 ocorrem na auséncia e presenca de luz e, embora a carboxilagao por
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meio da RuBisCo seja a principal via de incorporagao de CO2 em microalgas, esta nao € a tnica
via. A carboxilacao de fosfoenolpiruvato, catalisada pela enzima fosfoenolpiruvato carboxilase,
¢ uma outra via de fixacdo de CO2. Oxaloacetato ¢ facilmente convertido em acidos
dicarboxilicos (4 C), por exemplo em malato ou citrato, e subsequentemente em aminodacidos,
tais como aspartato ou glutamato. A via da carboxilacdo do fosfoenolpiruvato, que decorre da
via do acido dicarboxilico em plantas vasculares, complementa a via redutora das pentoses-
fosfato em microalgas. A presenca de dois sistemas de carboxilacdo, operando em paralelo,
representa uma importante adaptacdo das microalgas as alteragdes ambientais e dificuldades
impostas pelo ambiente aquatico em comparag¢ao com o terrestre quanto ao COx.

Quanto a assimilagao do CO2, sabe-se que em algumas situacdes a fixagao do CO2
pode exceder a taxa de assimila¢do de nitrogénio e, portanto, o excesso de carbono e energia
derivada da fotossintese sdo armazenados sob a forma de compostos ricos em energia, como 0s
carboidratos e lipidios (FAY, 1983; CAMPBELL et al., 1998; ZAK et al., 2001; Chia et al.,
2014). A literatura mostra que tal comportamento fisiolégico ¢ comum sob condigdes de
estresse, seja ele por falta de nutrientes (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013; CHIA;
LOMBARDI; MELAO; et al., 2013b), por excesso de metais (CHIA; MUSA, 2014) ou ainda
por altas intensidades luminosas (DONG; ZHAO, 2004). Nessas situacdes, acucares ¢ amido
sao formados através da via redutora das pentoses-fosfato.

A atividade fotossintética em células de H. pluvialis varia entre os diferentes estagios
do ciclo de vida envolvendo tipos celulares distintos (CHEN et al., 2012). Entre todos os tipos
celulares existentes no ciclo de vida de H. pluvialis, as células vegetativas, verdes e
biflageladas, apresentam a maior atividade fotossintética quantificada através de inducao de
fluorescéncia do fotossistema II (PSII). Conforme as células vao aumentando seu contetido de
pigmentos carotenoides e iniciam a sintese de astaxantina, a atividade fotossintética sofre
reducdo (HAN et al., 2012). Entretanto, Chen et al. (2012) constataram que as formas
palmeloides ja ricas em carotenos (alaranjadas), foi responsavel por 74% da atividade das
células vegetativas embora apresentassem reducgdo na atividade fotossintética. Considerando-
se que a divisdo celular e o consequente acimulo de biomassa deformas palmeloides ¢ pequeno
(ZHANG et al., 2009), desconhece-se a finalidade de manter elevada a atividade. Estudos
recentes de Kristoffersen et al. (2012) demonstrou que os centros de reacao da clorofila a nao
se alteraram significativamente em células com actimulo de astaxantina, estudos esses
realizados através de medi¢ao do tempo de vida da fluorescéncia das moléculas de clorofila a

e do NADPH in vivo; o NADPH ¢ necessario para a sintese de astaxantina no estagio de células
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vermelhas e participa do mecanismo de fotoprotegdo em células estressadas
(KRISTOFFERSEN et al., 2012).

Quando H. pluvialis na forma de células verdes biflageladas transforma-se em
aplandsporos vermelhos ricos em astaxantina, a estrutura da membrana dos tilacoides, sitios
fotossintéticos, ¢ comprometida (HAN et al., 2012; PELED et al., 2012). Nesta fase ocorre
perda de 50% do conteudo de clorofila a (BOUSSIBA et al., 1999; HAN et al., 2012), além de
alteracdes morfoldgicas significativas nas células palmeloides, tais como o acumulo de ésteres
de astaxantina, de amido e de lipidios, além da desestruturacdo dos tilacoides. Apesar dessas
alteracdes, os aplandsporos sao fotossinteticamente ativos apenas com pequeno declinio na taxa
fotossintética maxima (Pmax) € no rendimento quantico maximo do fotossistema II. Quanto a
eficiéncia fotossintética, ha uma redu¢do do rendimento quéntico do PSII, apesar de diferengas
modestas em termos de proteinas reguladoras entre células vegetativas e células palmeloides
(GU et al., 2013). Por outro lado, apesar do declinio da atividade do PSII, a atividade do PSI
foi aumentou durante a transformagao de células vegetativas verde em aplanosporos vermelhos

(HAGEN et al., 1993; TAN et al., 1995; QIU; LI, 2006).

3.4 FATORES DE CRESCIMENTO

Condi¢des ambientais ideias definem a taxa de crescimento maxima em microalgas,
objetivo de muitos estudos e da produgdo em massa desses organismos. Fatores limitantes
levam a diminuicdo da taxa de crescimento e, consequentemente a perda de biomassa final, o
que considerando H. pluvialis, resulta em menor niimero de células produtoras de astaxantina.
Qualquer desequilibrio ambiental que leve a reducdo do crescimento algal pode favorecer o
acumulo de substancias de reserva e ajustes bioquimicos sdo necessarios antes que as células
possam estabelecer um novo estado de crescimento (VONSHAK; TORZILLO, 2004).Tanto no
ambiente natural quanto em cultivos artificiais e controlados, o crescimento de uma populagao
de microalgas ¢ resultado da interacao entre fatores biologicos, fisicos e quimicos (RAVEN,
1988).

Fatores biologicos estdo relacionados as taxas metabodlicas individuais da espécie
cultivada, bem como com uma possivel influéncia de outros organismos sobre o
desenvolvimento algal. Fatores quimicos relacionam-se a composicao do meio de cultura e
influenciam tanto o crescimento como a composi¢do bioquimica, que varia com a
disponibilidade de nutrientes, salinidade e pH. Fatores fisicos sdo relativos ao fotoperiodo,

intensidade luminosa e temperatura (DARLEY, 1982; FABREGAS et al., 2001; HATA et al.,
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2001; GUERIN et al., 2003; ROUSCH et al., 2003; GARCIA-MALEA et al., 2005;
IMAMOGLU et al., 2007; DEVGOSWAMI et al., 2011). Segundo Gladue (1991), a maioria
das espécies algais ¢ fotoautotrofica e, portanto, a sintese de material organico como reflexo da
producdo fotossintética pode ser expressa principalmente pelo incremento da populagao algal
(BALECH, 1977), ou seja, a taxa de crescimento.

Em culturas, a luminosidade varia no espago (profundidade e latitude) e no tempo
(diariamente e sazonalmente), implicando ser este um fator condicionador do crescimento
fitoplanctonico. De toda a radiacdo eletromagnética incidente sobre os organismos
fotossintetizantes, somente o espectro visivel, e.g., comprimentos de onda entre 400 e 720 nm
(radiagdo fotossinteticamente ativa — PAR), podem ser absorvidos e usados para a fotossintese
(LIPS; AVISSAR, 1990). As clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas sdo os principais
pigmentos envolvidos na fotossintese em microalgas e cada um absorve luz em comprimentos
de onda especificos (ROUND, 1983). Segundo Masojidek et al. (2013), aproximadamente 40%
da energia solar que incide sobre a superficie terrestre num dia ensolarado constitui a PAR e

2 5’1, Uma vez captada pelos pigmentos

equivale a cerca de 1800 — 2000 umol foétons m"
fotossintéticos, a energia luminosa ¢ transferida para os centros de reacdo onde sera utilizada
para as reacdes fotoquimicas. Em cultivos fotoautotréficos, a quantidade de energia luminosa
recebida pelo sistema fotossintético ira repercutir na quantidade de carbono que pode ser fixado,
determinando a producdo de biomassa e a taxa de crescimento das culturas microalgais
(TZOVENIS et al., 2003). Nesses cultivos o regime de luz ¢ um componente critico na
determinagdo da produgdo de biomassa (KIRK, 1983; RAVEN, 1984, 1988; FALKOWSKI et
al., 1985; TZOVENIS et al., 2003). Numerosos estudos tém examinado como as taxas de
crescimento do fitoplancton fotoautotréfico sdo afetadas em diferentes condicdes de
fotoperiodo e irradidncia (CASTENHOLZ, 1964; PAASCHE, 1967; LITCHMAN, 1998). Uma
alteracdo no regime de luz também pode influenciar a taxa de absor¢ao de nutrientes (BATES,
1976; CLOERN, 1977). Entretanto, o excesso de luz ¢ prejudicial aos fotoautotréficos, pois
pode ser gerado efeito de inibicdo sobre os pigmentos através de sua foto-oxidacdo e também
das enzimas envolvidas no processo fotossintético (BONEY, 1989). Inumeras formulagdes
matematicas empiricas, desde as mais simples até equagdes com uma multiplicidade de fatores,
sao usadas para descrever a fotossintese como uma fun¢ao da intensidade e qualidade da luz, e
do fotoperiodo (PETERSON et al., 1987).

Entretanto, ndo somente a intensidade de luz, mas também sua qualidade interfere no
crescimento algal. Conforme Katsuda et al. (2004), H. pluvialis apresentou maior crescimento

vegetativo quando iluminada com LED vermelho, mas quando submetida a LED azul, os
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autores observaram supressao do crescimento vegetativo € a inducao de intenso acumulo de
astaxantina. Rivkin (1989), aponta que a qualidade do espectro luminoso e a irradiagdo
causaram distintos efeitos no crescimento e, especialmente, na composicdo bioquimica das
espécies de microalgas estudadas, principalmente em relacdo a concentragdo de proteinas,
polissacarideos e clorofilas. Segundo Gunkel (1970), a quantidade, qualidade e mobilidade dos
pigmentos fotossintéticos, a distribuicao horizontal e vertical do fitoplancton nos corpos d’agua
e o tamanho e morfologia das células, estdo correlacionados com as condi¢des quantitativas e
qualitativas de luz. Boussiba et al. (2000), Orosa et al. (2005), Borowitzka et al. (1991) e Garcia-
Malea et al. (2006), relatam os efeitos da temperatura, irradiagdo, concentragdo de nitrato e
fosfato, pH, ¢ da interagdo desses fatores sobre o crescimento de H. pluvialis, sendo
responsaveis por diferencas significativas no crescimento da microalga.

Quanto a nutricdo, as microalgas necessitam de diversos nutrientes minerais e
algumas, crescem melhor com o acréscimo de vitaminas. Quanto aos macronutrientes ou
nutrientes majoritarios, as microalgas requerem C, N, O, H e P, além de Ca, Mg, S e K. Como
micronutrientes, metais traco ou elementos minoritarios, geralmente requerem Fe, Mn, Cu, Mo
e Co (GUILLARD, 1975). E conhecido que certas microalgas tém necessidades especificas e,
conforme a literatura, as condigdes nutricionais 6timas requeridas para produgdo das células
verdes de H. pluvialis incluem alta concentragdo de nitrato ¢ fosfato (20 e 1 mM,
respectivamente), pH entre 6.0 — 7.0 e adicdo de acetato (0,25% p/v) como fonte de energia
adicional (BOROWITZKA et al., 1991; BOUSSIBA et al., 2000; OROSA et al., 2005).
Segundo Garcia-Malea et al., (2005) a baixa produgdo de células verdes nas culturas de H.
pluvialis pode limitar o processo de produc¢do de astaxantina, uma vez que este pigmento ¢é
acumulado no interior dos cistos. Portanto, a otimizacao da fase de crescimento vegetativo em
H. pluvialis ¢ importante para alcangar-se bom rendimentos de astaxantina.

O controle do pH ¢ importante para que os nutrientes estejam em forma disponivel no
meio de cultura e a alga possa utiliza-los. O borbulhamento de CO2 em culturas de microalgas
fotoautotroficas pode ser usado ndo somente como nutriente, mas também como controlador do
pH, que aumenta em decorréncia do crescimento algal. Sabe-se que em culturas estanques, o
pH pode atingir valores elevados e tornar o meio improprio para o crescimento algal. O uso de
tampodes de pH ¢ pode evitar a variagdo do pH, ou proporcionar variagdes discretas, toleraveis
pelas microalgas (LOURENCO, 2006). Considerando que o pH controla o crescimento algal,
o sistema carbonato (CO2/HCO3/CO3%) e o equilibrio NH3/NH4" (BERENGUEL et al., 2004),

seu estudo requer abordagem detalhada.
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Dentre os macronutrientes, o carbono é o elemento necessario em maiores
concentragdes para algas, inclusive as espécies mixotroficas. Essa demanda deve-se ao carbono
constituir em esqueleto de todas as moléculas organicas sintetizadas pelas células, tais como as
proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, lipidios, e outras. Culturas de microalgas podem
tornar-se limitadas em carbono mesmo em baixa densidade celular (LOMBARDI,
MALDONADO, 2011) e, dependendo da velocidade de crescimento havera rapido consumo
do carbono disponivel com elevacdo do pH da cultura para valores superiores a pH 9.0 em
sistemas nao tamponados (LOURENCO, 2006). O equilibrio do carbono em sistemas aquosos

¢ mostrado na Figura 7.
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Figura 7 — O pH no sistema CO, — carbonato em dguas naturais. As quantidades relativas dos 3 componentes, CO,,
HCOj; e CO5%, determinam o pH da 4gua, como mostrado na figura. Alteragdes na concentragdo de um
componente desloca o equilibrio. Retirada fotossintética de CO, podem elevar o pH até o ponto onde
CO;? ¢ precipitado como um sal de célcio.

3.5 SISTEMAS DE CULTIVOS

Os sistemas de cultivo para producdo de biomassa microalgal sdo diversos e utilizados
em escala laboratorial e industrial (UGWU et al., 2008; JORQUERA et al., 2010). Sistemas
abertos consistem de areas com grande superficie de contato com o ar e, embora apresentem
menor produtividade, sdo preferidos em fungdo dos menores custos de instalagdo e manutengao.
Os tanques abertos tipo raceway sdo considerados a forma mais simples e de baixo custo de
produzir microalgas. Tais tanques sdo do tipo volta infinita, onde a cultura é circulada
continuamente € em circulos por meio de pas giratdrias. Podem ser sistemas inclinados, onde a

mistura ¢ feita por bombeamento e pela for¢a da gravidade, ou ainda lagoas circulares, onde a
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agitacdo ¢ provida por um bragco rotatério. Em comum, todos esses tanques apresentam
profundidade de cerca de 30 centimetros (TREDICI, 2004; UGWU et al., 2008). A Figura 8

mostra exemplos de sistemas de cultivo abertos.

D.

Figura 8 — Sistemas abertos para produgdo de microalgas. A. Produgdo de Dunaliella salina em lagoas abertas na
Australia. B. Sistema raceway, cultivo de Spirulina nos EUA. C. Lagoa circular para produgdo de
Chlorella em Taiwan. D. Produgdo de Nannochlorposis para aquicultura. Fonte: Borowitzka (2005),
Chisti (2007) e Benemann (2008).

Segundo Ugwu et al. (2008), uma das vantagens de utilizar lagoas abertas ¢ que sao
mais faceis de construir e operar do que os sistemas fechados. No entanto, existe uma
deficiéncia de utilizagdo da luz pelas células, que requerem grandes areas de terra pois o sistema
deve ser raso para que luz seja provida até o fundo. Além disso, existe um maior risco de
contaminagdo por predadores.

Os sistemas fechados para cultivo de microalgas sdo representados por
fotobiorreatores que podem assumir diferentes geometrias como planar, tubular, espiral,
serpentina, entre outros. Neste tipo de sistema € possivel controlar algumas variaveis do meio,
como temperatura, fluxo de aeracdo e tipo de iluminagao (solar, artificiais, ou ambas). A Figura

9 apresenta algumas configuragdes para fotobiorreatores.



REVISAO DE LITERATURA 44

/__ _-_-_ _-_ re __7__ja'
1o o
3 ' 2
] " ) ol |
- ¢ '.—
1 ° a e
Al
_,.c;__*__*:__-:v_-_'_-_r_:}z;r J

A. _ I

il C Yoo | Y, “7
:‘ \ 4 (\ .
o= NN .
Ay |1
\J X NS i
> 1/

C.

Figura 9 — Geometrias comuns na constru¢do de fotobiorreatores. A. Plana. B. Tubular. C. Cilindrica. Fonte:

Adaptado de Jacobi et al. (2010).

As principais vantagens do uso de fotobiorreatores citados por Ugwu et al. (2008) sdo:

menores perdas de agua por evaporagdo, reducdo de contaminagdo por outros micro-

organismos, maior facilidade na colheita de biomassa, que se concentra em menores volumes

de cultura, controle maior das trocas gasosas entre o cultivo e o ar atmosférico ou gas de

combustdo, menor drea requerida, maior rendimento por unidade de area e volume,

possibilidade de obter cultivos com alto grau de pureza, dentre outros. As limitagdes do uso de

fotobiorreatores citadas por Mata et al. (2010) e Ugwu et al. (2008) sao:

e Tipo tubular: acumulo e crescimento de biomassa nas paredes, possibilidade de ocorrer

gradiente de pH, gradiente de Oz e COz2 ao longo dos tubos;

e Placas planas: aumento de escala requer muitos compartimentos e materiais de suporte,

estresse hidrodindmico, acimulo celular nas paredes;

e Colunas verticais: predominio de pequena area de superficie iluminada, que se agrava

com o aumento de escala, construgdo requer materiais sofisticados; possivel estresse por

cisalhamento.

Considerando ainda todos os sistemas apresentados, os mesmos podem seguir em

método estanque ou estanques, semicontinuos e continuos. No cultivo em estanque, as células

sdo inoculadas no meio de cultura fresco e nenhum outro componente ¢ adicionado ao longo

do desenvolvimento do cultivo e, com o tempo os nutrientes esgotam-se e ha acimulo de

metabolitos eventualmente liberados pelas algas. Esse método ¢ caracterizado por etapas
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definidas. A Figura 10 apresenta a curva de producao de biomassa em culturas laboratoriais de

Haematococcus pluvialis em fungao de tempo experimental.
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Figura 10 — Representagdo esquematica do desenvolvimento de H. pluvialis em um cultivo estanque (Meio Oligo
modif. suplmentado com NH4NO3), exibindo cinco fases distintas de crescimento. Fonte: Resultados
desta pesquisa.
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Fase de adaptagido ou lag: ocorre devido a presenga de células inviaveis ou cistos
(aplandsporos) no indculo, ou devido ao periodo de adaptacio fisiologica das células frente
as modificagdes nas condigdes de cultivo, mas pode ser evitada quando células em
crescimento exponencial sdo usadas como inéculo;

Fase exponencial ou logaritmica: inicia o crescimento vegetativo e multiplicagio celular.
As células dividem-se como uma fungdo exponencial do tempo enquanto substratos como
luz e temperatura adequados estiverem disponiveis;

Fase de reducdo do crescimento ou de transicdo: marcada pelo decréscimo relativo da
taxa de crescimento, pela redugdo dos nutrientes dissolvidos e, geralmente, pelo aumento
dos efeitos do autosombreamento quando se trata de culturas densas;

Fase estacionaria: nesta fase o cultivo, que atingiu o rendimento final maximo mantém-se
sem aumento; ndo ha crescimento, pois taxa mortalidade iguala-se a de formacdo de novas
células;

Fase de declinio ou de morte: ¢ marcada pela morte e lise de muitas células; ndo ha

crescimento efetivo.
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Os cultivos continuos sdo caracterizados por um processo permanente de saida de
cultura com microalgas e entrada de meio no recipiente de cultivo, baseado em dois diferentes
sistemas, turbidostato e quimiostato. Nesse Ultimo, a taxa de adicdo de meio e remocao de
cultura sdo iguais e constantes, sendo o sistema utilizado quando deseja ajuste da fisiologia das
células as condigdes de cultura existentes e da manutengao das taxas de crescimento especifico
em valores pré-determinados. No turbidostato, a concentracdo de células da cultura ¢ mantida
constante através do controle da vazao de meio.

Os cultivos semicontinuos sdo caracterizados pela remocao de meio usado com células
em intervalos periddicos e adicdo de meio fresco sem células, o que resulta em diluicdo das
culturas e consequente variagao da densidade, como mostrado na Figura 11. Nessas culturas, o
estado fisioldgico das células ¢ mantido saudavel, similarmente aos sistemas continuos
(LOMBARDI; MALDONADO, 2011). Embora os cultivos continuos e semicontinuos
fornegam microalgas com maior uniformidade do que em outros tipos de cultivo, podem ser
necessarios dias ou até semanas para estabilizar esse regime de cultivo.

O cultivo continuo ¢ considerado o que melhor fornece as condic¢des ideais de cultivo
as células, uma vez que os nutrientes, pH, e outros parametros sdo mantidos constantes

(LOMBARDI; WANGERSKY, 1991).
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Figura 11 — Representagdo esquematica do desenvolvimento de microalgas em cultivo semicontinuo, com as
caracteristicas de variagdes de densidade de células em decorréncia das remogdes dos cultivos. Fonte:
Chia et al. (2013).
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3.6 FLUORESCENCIA IN VIVO EM CULTURAS DE MICROALGAS

A fluorescéncia in vivo vem sendo usada ha muitas décadas como indicador de
crescimento de microalgas em culturas. Medidas de fluorescéncia in vivo sao realizadas em
fluorimetros, que sao calibrados com solucdo de clorofila. Esta pode ser obtida diretamente de
culturas em fase exponencial de crescimento. Devido as suas vantagens, a fluorescéncia in vivo
¢ a segunda forma mais difundida de monitoramento de cultivos de microalgas, ficando atras
apenas das contagens de células. Entretanto, a fluorescéncia in vivo apresenta algumas
limitagdes pois baseia-se em respostas do aparato fotossintético e, por isso ¢ influenciada pelo
estado fisiologico das células. Por exemplo, culturas sob limitagao de nutrientes podem exibir
respostas de fluorescéncia mais altas sem que haja aumento de biomassa, o que pode-se dar em
decorréncia da perda de eficiéncia de captacdo de energia luminosa (LOURENCO, 2006) ou
aumento do tamanho celular (LOMBARDI, 1990).

A fluorescéncia ¢ utilizada para avaliar a efici€éncia fotossintética e, nesse caso, aparato
especial ¢ usado, tal qual o PhytoPAM (Walz) e outros de fluorescéncia modulada. Quando a
radia¢do luminosa atinge uma célula dotada de fotossistemas ativos, pode ocorrer: absor¢ao
efetiva da luz pelo processo fotossintético, que corresponde a menor parte do total, sua reflexao,
sua conversao em energia térmica e produgao de fluorescéncia.

As moléculas de clorofila absorvem fotons oriundos da luz e alteram temporariamente
(=10 s) suas configuracdes eletronicas. Estes pigmentos passam do estado basal (Chl a) para
o estado excitado, denominado de singlet 1 (Chl a*), que ¢ instavel. Desta maneira, apds as
clorofilas receberem a energia dos fotons, dissipam-na por meio de trés vias principais, sendo

que a somatoria dessas vias iguala-se a 1:

a) Dissipacao fotoquimica (qP): ¢ a utilizacdo da energia luminosa para os processos
fotoquimicos da fotossintese (Figura 12). Esta energia dissipada ¢ usada para a formagao
do poder redutor (NADPH) e energia (ATP), os quais serdo utilizados na fase bioquimica
do processo fotossintético.

b) Fluorescéncia (F): emissdo de radia¢do na regido do visivel (vermelho e vermelho
distante).

¢) Dissipacio ndo-Fotoquimica (QN): ¢ a dissipacdo de energia luminosa

predominantemente na forma de calor (radiagdo infravermelha).
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Figura 12 — Representagdo esquematica simplificada do processo fotossintético. Fonte: Campostrini (1998).

Os trés processos de dissipacao da energia luminosa pelas moléculas de clorofilas (qP
+ F + gN) sdo competitivos (sua somatoria € igual a 1,0), ou seja, alteragdes nas taxas
fotossintéticas e na dissipagdo de calor causard alteracdes complementares na emissao da
fluorescéncia. Sendo assim, alteragdes na fluorescéncia podem mostrar a auséncia ou presenga
de comprometimentos no processo fotossintético.

Na temperatura fisiologica, praticamente toda a fluorescéncia (~ 99%) é proveniente
das moléculas de clorofilas associadas ao PSII. Portanto, diz-se que as variagdes da

fluorescéncia refletem o estado priméario do PSII e seu o rendimento de fluorescéncia (¢ PSII)

pode ser definido como (BOLHAR-NORDENKAMPF; OQUIST, 1993) apresentado abaixo.

¢=F /(P +F+gN)

Recentes progressos relacionados a pesquisa da fluorescéncia para inferir sobre
eficiéncia fotossintética tém sido obtidos ap6s construcao dos fluorimetros especificos, dotados
de dispositivos para fluorescéncia modulada (OGREN; BAKER, 1985; SCHREIBER et al.,
1986; SCHREIBER, 1986). Estes equipamentos se diferenciam dos equipamentos do tipo nao
modulado, pois utilizam uma fonte luminosa de excitagdo modulada (1 a 100 kHz), em conjunto

com um sistema de deteccdo de fluorescéncia. Estes aparelhos permitem monitorar a
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fluorescéncia na presenca de uma luz continua de qualquer comprimento de onda, incluindo a
luz solar. Um esquema ilustrado deste equipamento ¢ mostrado na Figura 13. Normalmente, a
luz modulada inicial aplicada apos o tecido vegetal ter sido mantido no escuro ¢ de baixa
intensidade (<1 pumol m? s'), e nio induz excitagio na clorofila a (portanto ndo ha
fluorescéncia — sinal basal, Fo— Figura 14), mas uma segunda fonte de luz fotossinteticamente
ativa (luz actinica) de maior intensidade (intensidade usada em cultivos algais) induz a cinética
da curva de fluorescéncia resultante da excitacdao da clorofila. As analises das dissipagdes ou
quenchings podem ser obtidas com uma luz de elevada intensidade luminosa (>2000 umol m-
s') usada para saturar os centros de reacdo dos fotossistemas. Os fluorimetros modulados tém

facilitado as analises das dissipagdes de energia.

| Signal
Processing

Figura 13 — Esquema genérico de construcao de fluorimetro (sistema modulado) LA: fonte luminosa (luz actinica
branca; LM: luz modulada; D: detector; am: amplificador sincronizado com o pulso da fonte luminosa;
F: filtro de banda longa (690, 710 e 730 nm). Fonte: (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989).
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Figura 14 — Defini¢ao dos coeficientes de extingdo e terminologia caracteristica dos parametros da fluorescéncia
medida com fluorimetros modulados. Note-se que com luz actinica desprezivel, F, é facilmente
discernivel. F max ¢ a fluorescéncia maxima obtida de amostra adaptada ao escuro e posteriormente
submetida a pulso saturante de luz. (F,) max, emitindo a fluorescéncia maxima variavel. A dissipagao
fotoquimica (qP) e ndo-fotoquimica (qN) sdo, respectivamente, determinadas por aplicagdo de um
breve pulso de saturagdo em qualquer momento através da curva de indugdo, tal como indicado na
Figura. (F.) sat ¢ a fluorescéncia variavel obtida com a adi¢dao do pulso de saturagdo. Figura obtida
de um florimetro modelo Mini-PAM (Walz, Alemanha) e adaptada partir de Schreiber et al. (1986).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Em todo o desenvolvimento desta pesquisa empregou-se a microalga Haematococcus
pluvialis por apresentar interesse tecnologico devido a elevada quantidade de astaxantina que
produz e seu cultivo ainda ser rodeado de desafios nao esclarecidos.

4.1.1 Haematococcus pluvialis, Flotow, 1844,

Reino Plantae
Filo Chlorophyta
Classe Chlorophyceae
Ordem Volvocales
Familia Haematococcaceae
Género Haematococcus
Espécie Haematococcus pluvialis

Posi¢do taxonomica segundo van den Hoek et al. (1995).

A cepa desta espécie (Figura 15) foi adquirida do Canadian Center for the Culture of
Microorganisms (UBC, Vancouver, Canada), sob o cédigo 7072 e foi mantida no Laboratorio
Biotecnologia de Algas, Departamento de Botanica, Universidade Federal de Sdo Carlos

(UFSCar, SP, Brasil) em meio L. C. Oligo (AFNOR, 1980).

P

@
@é-,ﬁ ® o &

Figura 15 — Fase vegetativa da microalga Haematococcus pluvialis. Foto obtida de culturas do autor.
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4.2 CULTURAS

Foram testados 4 meios de cultura diferentes (BBM, BG-11, OHM ¢ L. C. OLIGO),
resultando em 15 diferentes composicdes.

Culturas de H. pluvialis foram mantidas em Meio L. C. Oligo (AFNOR, 1980)
modificado, cuja composi¢do ¢ mostrada na Tabela 3. Este meio foi empregado na manutengao
dos inéculos e experimentos. Todos os meios de cultura para cultivos em modalidade estanque
(batch) foram confeccionados com agua destilada em frascos Erlenmeyer e esterilizados em
autoclave (Phoenix, Linha AVPlus) a 121 °C por 20 minutos.

Antes do inicio dos experimentos a cepa era mantida em frascos de Erlenmeyer de até
500 mL durante 30 dias para a geragdo de biomassa e cistos. Apds esse periodo, as culturas
foram submetidas a luminosidade intensa (250 pmol fotons m? s™') (FABREGAS et al., 2001)
por 10 dias para indu¢do da formagdo cistos vermelhos maduros, que foram usados como
indculo para os experimentos. Devido a irregularidade na replicagdo inicial e ciclo de vida
complexo da alga, todos os experimentos foram iniciados a partir de cistos vermelhos maduros,

o que garantiu homogeneidade do in6culo e diminui¢do do erro experimental.

43 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento desta tese foram realizados 4 experimentos de cultivos da
microalga H. pluvialis (Figura 16). No primeiro (experimento E1) foi avaliada a influéncia do
meio de cultura sobre os parametros de crescimento (densidade celular maxima, tempo de
cultivo e taxa de crescimento especifica em cultivos estanques), durante 24 dias, que

corresponde ao tempo das fases exponencial e estaciondria.
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Figura 16 — Fluxograma do planejamento experimental.

Como resultado deste experimento, foi selecionado o meio de cultivo 6, (Tabela 3)
para os experimentos seguintes. O segundo experimento (E2) teve como objetivo avaliar o
efeito de tampdes na manutencao do pH das culturas e os mesmos parametros de crescimento
analisados no E1, além dos pardmetros da cinética de indugdo da fluorescéncia da clorofila e a
composi¢ao bioquimica da biomassa foram avaliados. O terceiro experimento (E3) teve como
objetivo comparar sistemas de cultivo estanque e continuo no crescimento da microalga,
durante 14 dias, correspondentes a 1% e 2% fases exponenciais, esperando-se com isso obter maior
biomassa vegetativa e consequentemente cistos, uma vez que as condi¢des no método continuo
sdo fisiologicamente mantidas ideais por periodo de tempo mais prolongado. Nesse, foram
avaliados os parametros de crescimento, da cinética de inducdo da fluorescéncia da clorofila e
o perfil bioquimico da biomassa. O quarto experimento (E4) fundamentou-se em cultivos
estanques e continuos buscando analisar curvas de saturacao de luz e seus parametros, sob as
mesmas condigdes de cultivo do experimento E3.

Para todos os experimentos estanques os ensaios foram feitos em Erlenmeyer de vidro
com 500 mL capacidade contendo 200 mL de meio (Figura 17), inoculados com cistos maduros
de H. pluvialis em densidade final de 10* células m L' (propor¢do de aproximadamente 10%
em relagdo ao volume de meio de cultivo). Todos os cultivos foram mantidos sob iluminagao
com lampadas fluorescentes tipo luz do dia (General Eletric, 80 W), numa irradidncia de 65
umol fétons m-2 s!, fotoperiodo 12 h luz : 12 h escuro e temperatura de 23 + 2 °C. Todos os
experimentos, estanques e continuos, foram realizados com 3 réplicas experimentais.

Amostragens das culturas foram feitas em dias alternados.
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Figura 17 — Frascos de cultura de Haematococcus pluvialis empregados nos experimentos.

Para os ensaios em diferentes pHs (E2) H. pluvialis foi cultivada em pH 6.0, 6.3, 6.7 ¢
7.2, proximo da faixa de cultivo sugerido pela literatura (SUH et al., 2006; KIM et al., 2006;
CIFUENTES et al., 2003; HARKER et al., 1996; KOBAYASHI et al., 1993; OROSA et al.,
2005) com o uso de tampdes organicos, que foram usados em concentracdo final de 1,0 mM.
Os tampdes consistiram de 4acido 2-morfolinoetano sulfonico monoidratado (MES), atuante
para pH 6.0 e 6.3; piperazina-1,4-bis (acido 2-etanosulfonico) (PIPES), para pH 6.7 e acido 2-
[4-(2-hidroxietil) 1 -piperazinil]-etanosulfonico (HEPES), para pH 7.2. O controle ndo recebeu
tampao mas teve o pH inicial ajustado em 6.3 + 0.5 (KOBAYASHI et al., 1993; HARKER et
al., 1996; CIFUENTES et al., 2003; OROSA et al., 2005; SUH et al., 2006).
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Os cultivos do experimento 3 ilustrados na Figura 18, o CO: foi usado para ajuste de
pH e otimizagdo do crescimento vegetativo. O gés foi obtido de um cilindro de ar comprimido
enriquecido com CO2 20% (v/v) (White Martins) e a cultura foi aerada diariamente em uma
vazio de 0,6 L min’!, durante 5 min pra manutencio do pH. O cultivo teve a duragio de 14 dias.

A vazdo do gés foi estimada por intermédio de um rotdmetro de gas (MORIYA, 0 — 15 L min’

1).

Figura 18 — Frascos de cultura de Haematococcus pluvialis suplementados com CO, empregados nos experimentos.

As culturas continuas sao apresentadas na Figura 19, fotobiorreatores cilindricos
confeccionados em acrilico com diametro interno de 15 cm e volume total de 2 L. Na parte
inferior de cada reator ha um tubo no qual ocorre entrada de CO2 para manuten¢ao de pH. Uma
bomba peristéltica foi utilizada para alimentagdo de meio fresco e retirada de meio. O CO2
usado foi o mesmo que no experimento anterior (80:20 — ar:COz) com vazao de borbulhamento
de 0,6 L min™', durante 5 min diarios pra manutenc¢do do pH, durante 14 dias de cultivo. Essas
culturas foram amostradas em dias alternados.

As curvas de saturagao da fotossintese em relacao a luz fotossinteticamente ativa
(RFA) foram obtidas com um fluorometro multicanal de clorofila (PHYTO-PAM, Walz®),
versao MODULAR. As variaveis o, ETRmax e Ik, foram determinadas em diferentes niveis de
RFA incidente (0, 1,2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 192, 256, 320, 384, 448, 512, 576, 640 e 704 umol
fotons m s!), iniciando as sequéncias sempre dos valores inferiores para os superiores. O

tempo minimo pré-estabelecido para a estabilizag@o das leituras em cada nivel de RFA foi de
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20 segundos, ¢ 0 maximo foi de 180 segundos. Todas as leituras foram realizadas entre as 08h00
¢ 9h00h, através da rotina Light Curve do software PhytoWin v. 2.13 ¢ os dados de fluorescéncia

obtidos, foram automaticamente armazenados e processados.

Figura 19 — Fotobiorreatores cilindricos empregados nos experimentos. Cultivo continuo de Haematococcus
pluvialis suplementados com COs.

44 AVALIACAO DO CRESCIMENTO

Todas as culturas tiveram a duragdo de 24 dias e os parametros de crescimento foram
monitorados em dias alternados. Amostras foram obtidas para contagem de células em camara
de Fuchs-Rosenthal sob microscopio 6ptico (Leica, Alemanha) e determinag¢do da absorbancia
em 680 nm e 750 nm (KATSUDA et al., 2004) em espectrofotometro (FEMTO Modelo 800
X1, Sao Paulo, Brasil). As taxas de crescimento especificas (u) foram calculadas através da
representacao grafica do log natural do nimero de células em fungao do tempo experimental e
calculo de regressdo linear para a fase de crescimento exponencial (linear). Nesse caso, o
coeficiente angular representa a taxa de crescimento especifica. A densidade final de células foi
determinada assim que a divisdo celular comecgou a diminuir no final da fase exponencial
(KNAUER et al., 1997), no 11° dia de cultivo. A concentragdo de clorofila a (mg L) foi
determinada através de fluorescéncia in vivo, usando-se um fluorimetro da marca Turner

Designs, U.S.A. (modelo Trilogy) por meio da relagdo entre concentracgdo de clorofila a extraida
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de culturas de Chlorella sorokiniana em fase exponencial de crescimento ¢ intensidade de

fluorescéncia obtida através de uma curva de calibragao.

45 PARAMETROS DA CINETICA DE INDUCAO DA FLUORESCENCIA DA
CLOROFILA

Os parametros da cinética de indugao da fluorescéncia da clorofila foram determinados
para cada tratamento apos 11 dias de cultivo, conforme modelo descrito por Rohacek (2002)
usando um aparelho PHYTO-PAM® Fluorometer Analyser (Walz, Alemanha) equipado com
uma unidade optica ED-101US/MP. O equipamento forneceu automaticamente, todos os
valores que foram usados nas figuras (ETR, o e Ik e as curvas de saturagio de luz).

Amostras das culturas foram obtidas cerca de 2 — 3 h ap6s inicio do fotoperiodo com as
células adaptadas ao escuro (estado adaptado ao escuro, EAE) por 15 min para determinagao
dos parametros da fluorescéncia inicial (Fo) obtido com luz modulada de baixa intensidade (<
0,3 umol fétons m? s!) de acordo com Genty et al. (1989) e Havaux et al. (1991). A
fluorescéncia maxima foi determinada apds pulsos de luz saturante com 2.600 umol fétons m-
2 5! e duragdo de 0,3 s, que foram reproduzido sem frequéncia de 600 Hz. A fluorescéncia
variavel (Fv) foi determinada pela diferenga entre Fo € Fm. Com os valores de Fv e Fm foi obtida
a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (Fv/Fm) (SCHREIBER et al., 1986;
SCHREIBER; BILGER, 1993), valor fornecido pelo equipamento. Determinados os
parametros no EAE, as amostras foram submetidas a luz actinica em intensidade de 64 umol
fotons m s-! por 10 min para a determinagdo dos parAmetros do estado adaptado a luz (EAL):
fluorescéncia maxima na luz (Fm') e fluorescéncia inicial na luz (Fo'). Observamos que essa
intensidade de luz ¢ proxima daquela em que a célula € exposta durante o cultivo e, assim torna-
se possivel quantificar o rendimento fotossintético durante os cultivos. Nesta analise foram
obtidos os parametros de fluorescéncia variavel no EAL (Fv'=Fn'—Fo'), coeficiente de extingdo
fotoquimico (gqP), coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (NPQ - 99% calor) e ®psu
(eficiéncia quantica fotoquimica efetiva do PSII Fv/Fm') (ROHACEK, 2002). Todos esses
valores sdo fornecidos pelo equipamento. Os valores dos parametros de fluorescéncia foram
normalizados em relacdo a Fo de acordo com Rohacek e Bartak (1999). Antes da determinacao
das amostras, um branco era realizado através de filtragem (0,22 pm) de parte da amostra e o
liquido sem células usado como branco, de modo a detectar qualquer sinal de fluorescéncia de

fundo.
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4.6 CURVAS DE SATURACAO DA FOTOSSINTESE EM RESPOSTA A RADIACAO
LUMINOSA (CURVAS DE LUZ)

As curvas de saturagdo da fotossintese foram obtidas no mesmo fluorometro usado para
a cinética de indugdo da fluorescéncia, um PHYTO-PAM(Walz®).
Os parametros das curvas foram obtidos usando o modelo de Eilers e Peeters(1988) e o

ajuste dos dados por meio da equagao:

PAR
aPAR? + b PAR + ¢

Onde ETR ¢ a taxa de transporte de elétrons, PAR ¢ a irradiancia (umol fotons m2 s!) e

ETR =

a, b e ¢ sdo os parametros de ajuste. Com estes parametros € possivel calcular a inclinagao
inicial (o = ¢’!), a taxa maxima de fotossintese (Pmax = [b + 2 (ac)"?]"!) e a irradiancia 6tima

(Ix=Pmax/a) (Figura 20).

Declive inicial

™,
25 y: W I (ol S L SN U

ETR

L Irradidncia

Figura 20 — Curva tipica Fotossintese versus Irradiancia, indicando os parametros obtidos. Fonte: Adaptado de
Harding et al., (1987).

As variaveis o, TETRmax (Pmax) € Ik, foram determinadas em diferentes intensidades de luz
actinica incidente (0, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 192, 256, 320, 384, 448, 512, 576, 640 ¢ 704
umol fotons m- s!), iniciando as sequéncias sempre dos valores inferiores para os superiores.
O tempo minimo pré-estabelecido para a estabilizagdo das leituras em cada intensidade de luz

actinica foi de 20 segundos, e 0 maximo foi de 180 segundos. Todas as leituras foram realizadas
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entre as 8:00 e 9:00 h, através da rotina Light Curve do software PhytoWin v. 2.13 e os dados

de fluorescéncia obtidos, foram automaticamente armazenados e processados.

4.7 ANALISE BIOQUIMICA DA BIOMASSA

A composicdo bioquimica da biomassa considerou a concentracdo lipidios (totais e
classes), de carboidratos e proteinas intracelulares totais. Para a determinagdo de proteinas e
carboidratos intracelulares totais amostras das culturas foram centrifugadas em 385 g durante
10 min. e o material sedimentado foi mantido em freezer a -20 °C até o momento da
determinagdo. Os carboidratos foram determinados utilizando metodologia descrita em Liu et
al. (1973) com glicose como padrdo. Proteinas foram determinadas de acordo com o método de
Bradford (1976) utilizando soro albumina fracdo V (BSA) como padrio, enquanto a extracao
das proteinas seguiu o protocolo de Rausch (1981).

A composicao relativa de classes lipidicas foi determinada usando-se procedimento
descrito em Lombardi (1990) e Parrish (1999) através de cromatografia de camada delgada com
detecgdo por ionizagdo em chama (TLC/FID). A extragdo dos lipidios foi realizada pelo método
modificado de Folch, conforme os procedimentos descritos em Parrish (1999), tendo
cloroférmio:metanol (4:1 v/v) como solvente. Para a extragcdo, suspensdo algal foi filtrada
através de filtro de fibra de vidro (WHATMAN GF/C), previamente calcinado em forno mufla
(400 °C, 12 h). Cetona (3-Hexadecanona) foi usada como padrao interno (0,05 pg/uL)
adicionada ao filtro imediatamente apds filtragem. Em seguida os filtros foram imersos em
cloroférmio e mantidos em tubos de vidro com tampa de Teflon® em freezer a -20 °C até o
momento de andlise, o que ndo ultrapassou o periodo de 90 dias.

A cromatografia foi processada em amostras concentradas em rota-evaporador a 25 °C
utilizando-se um analisador Iatroscan™ TLC/FID modelo MK-6 s (Iatron Laboratories Inc.,
Tokyo, Japdo). O sistema foi calibrado a partir de padrdes de lipidios comercializados pela
Sigma-Aldrich (EUA). As condigdes analiticas utilizadas para o latroscan foram: fluxo de
hidrogénio 173 mL min!, o fluxo de ar 2 L min™!' e velocidade de digitalizagdo 4 mm s'. O
processo cromatografico constou de fracionamentos desenvolvidos em composicoes de
solventes distintas resultando em diferentes polaridades de separagdo cromatografica. A
primeira e mais apolar constou de hexano:dietiléter:acido formico (98,95:1:0,05), que separou

hidrocarbonetos alifaticos (HC), ésteres de ceras (WE) ¢ etil cetona (KET - padrdo interno). A
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segunda mistura foi elaborada com hexano:dietiléter:acido formico (79:20:1), em que
quantifica-se triacilglicerodis (TG), acidos graxos livres (FFA), alcoois alifaticos livres (ALC) e
esterois livres (ST) e, a terceira, de maior polaridade entre as trés, deu-se em acetona (100%)
inicialmente (15 min) e em seguida as colunas eram inseridas em uma mistura de solventes de
cloroférmio:metanol:agua (5:4:1), obtém-se os lipidios polares moveis em acetona (AMPL -
lipidios relacionados a pigmentos) e fosfolipidios (PL).

Qualquer material de metal ou vidro que fosse entrar em contato com as amostras, eram
previamente calcinados em 400 °C durante 12 h. Frascos de Teflon® e materiais de vidro foram
enxaguados com cloroformio e metanol imediatamente antes do uso para reduzir a
contaminag¢do. Todos os reagentes utilizados para a analise bioquimica foram de grau HPLC.

A composicao de acidos graxos seguiu adaptacao de método descrito pela AOCS (Método
Oficial Ce1h-05, 2005) e pela AOAC (Método Oficial 996.06, 1996) que consiste em trés etapas
principais: extragdo, transesterificacdo e analise dos acidos graxos. Essas determinagdes foram
realizadas em colaboragdo com o Prof. Dr. Ernani Pinto do Departamento de Farméacia, USP —

SP.

Extracdo
A extragdo dos lipidios foi realizada pelo método modificado de Folch, conforme os

procedimentos descritos em Parrish (1999).

Transesterificacdo

A transesterificacdo foi realizada através da adigdo, nas amostras secas, de 200 uL de
cloroférmio, 1,7 mL de metanol, 30 uL. de uma solucao 25 pM de 4cido nonadecanoico (padrao
interno) e 100 uL. HCI concentrado. Apos agitacdo por 1 min em vortex, as amostras foram
aquecidas em banho seco a 100 °C por 15 min e posteriormente deixadas resfriar. Em seguida
foram adicionados 1 mL de hexano e 1 mL de 4gua Milli-Q e, apods agitagcdo (vortex, 1 min)
foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 min. A fase orgénica foi transferida para um frasco e

seguiu para analise por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS).

Analise dos acidos graxos

Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram analisados por GC-MS usando-se
um cromatografo acoplado a detector de massas (5975C INERT XL EI/CI - Agilent). Os
componentes foram separados em coluna capilar VF-23 ms (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) nas

condigdes cromatograficas: programacao de temperatura da coluna 50 °C por 1 min, 50 — 130
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°C a 20 °C/min, 130 — 220 °C a 5 °C/min, permanecendo a 220 °C por 10 min; temperatura do
injetor de 220 °C; temperatura da fonte de 280 °C; gas de arraste He; fluxo linear de gas de 20
cm/s; split 10:1. Os padrdes FAMEs utilizados para a identificagdo foram: C4:0, C6:0, C8:0,
C10:0, C11:0, C12:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, C18:0, C20:0, C21:0, C22:0, C23:0, C24:0,
Cl14:1 (®5), C15:1 (cis-o 5), C16:1 (07), C17:1 (07), C18:1 (cis-®9), C18:1 (trans-11), C20:1
(09), C22:1 (09), C24:1 (09), Cl16:2, C16:3, C16:4, C18:2n6¢, C18:3n3, C18:3n6, C18:4,
C20:4n6 (189.19 e 189.20, Sigma).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos dados foram empregados os programas, ORIGINPRO
9.0, ASSISTAT 7.7 e SISVAR 5.3.

Os dados obtidos como resposta dos tratamentos foram submetidos ao Teste de Levene
(p <0,05) para conferir a homogeneidade das variincias e ao Teste de Shapiro-Wilk (p < 0,05)
para verificar a normalidade.

Para cada parametro considerado neste trabalho foi desenvolvida uma Analise de
Variancia (ANOVA FATORIAL) para um fator. Quando o resultado da ANOVA denotou
diferencga significativa (p < 0,05) entre as médias dos tratamentos, foi aplicado o teste de
separacdo de médias de Tukey HSD (p < 0,05) para estabelecer as diferengas entre os
tratamentos e/ou as interagdes. Quando a andlise estatistica de significancia dos dados foi
aplicada a partir dos testes ndo paramétricos para comparacdes multiplas o teste de Kruskal-
Wallis (ANOVA) e pos-teste de Dunn que mostra onde se deu significancia entre os dados.

Foram considerados niveis de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS PRELIMINARES DE OTIMIZACAO DO CRESCIMENTO

Foram testados 4 diferentes meios de cultura (Tabela 4), e o meio Oligo foi selecionado
por favorecer maiores taxas de crescimento nas culturas de H. pluvialis ¢ menor tempo de

inducdo para producdo dos cistos vermelhos maduros.

Tabela 4 — Meios de cultura testados em culturas de H. pluvialis.

Taxa de Densidade celular
Meio de cultura crescimento maxima Observacoes
d™h (celm LY
BBM (NH4NO; + NaNOs) 0,21 1,53x10° (18 dias)
BBM -+ NaNO3 (2x) 0,11 2,20x10* (15 dias) Maior fempo bara broducio do
BBM + NH:Cl 0,32 6.87x10° (17 dias) | " -° top para produg
BBM + NH4ClI + vitaminas 0,34 2,54x10% (19 dias) ’
BBM + NH4NO3 0,26 5,65x10* (18 dias)
BG-11 0,23 1,45x10° (17 dias) Células pequenas e amareladas.
BG-11 + NH4CI (2x) 0,31 8,63x10° (17 dias) Tempo de produgao do heterocisto
muito longo.
OHM 0,14 820x10¢ (I8 dias) @ confeccdo do meio houve
precipitacao.

Oligo 0,30 3,00x10° (21 dias)
Oligo (2x) + NH4HCO3 (2%) 0,53 5,30x105 (13 dias)
Oligo + (NH4):SO4 (2x) 0,45 1,73x10° (20 dias) Menor tempo de producio d
Oligo + NaHCO; (2%) 0,23 3,70x10° (19 dias) hefer‘;cisfo pode producao do
Oligo + NH4HCOs3 (2%) 0,36 4,58x10° (24 dias) '
Oligo + NH,4Cl + Vitaminas 0,40 3,89x10° (24 dias)
Oligo + NH4NO; (2x) 0,26 2,60x10° (24 dias)

Os resultados do estudo do crescimento de H. pluvialis em meio LC Oligo de
diferentes composi¢des (Meios 1, 2, 3,4, 5, 6 e 7) sdo mostrados na Figura 21. O crescimento
vegetativo foi monitorado e a taxa especifica de crescimento (p) diferiu entre os tratamentos (p
< 0,05) seguindo a ordem decrescente: UMEIO 6> IMEIO 5> UMEIO 7= UMEIO 3> UMEIO 1> UMEIO 4>
UMEIO 2, como mostrado na Figura 22.

A inoculagdo de cistos de H. pluvialis resultou na regenera¢ao de aproximadamente
100% dos cistos em células vegetativas flageladas verdes em contraste com mortalidade de 30%
quantificada em um estudo anterior em nosso laboratorio (dados ndo publicados) a partir da
inoculagdo de células flageladas verde, além de alto erro experimental entre as repeticoes,

problemas superados através da inoculacdo de cistos.
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Em nossos experimentos, a contagem celular maxima (p < 0,05), foi obtida no Meio 6
(5,27 x 103 células m L) no 13° dia de andlise. Tem-se relatado baixa densidade celular em
culturas de H. pluvialis independente da composi¢do do meio de cultura, em sua maioria sem
adicdo de substrato organico. Em meio F1, KAEWPINTONG et al. (2007) obteve 5,4 x 10*
células m L', mas a grande maioria dos resultados da literatura relatam densidade celular de
1,0 — 2,5 x 10° células m L' (HAGEN et al., 1993 - meio Hedlich; TRIPATHI et al., 1999 -
meios BBM e Z8; CIFUENTES et al., 2003 - Bristol; SUH et al., 2006 - meio FBBM;
KAEWPINTONG et al., 2007 - meio F1) e excepcionalmente 5,5 x 10° células m L
(KOBAYASHI et al., 1993 - meio Basal; SUH et al., 2006). Nossos resultados concordam com
os da literatura, quanto ao crescimento vegetativo em um periodo de 12 — 15 dias (TRIPATHI
etal., 1999; FABREGAS et al., 2001 - meio OHM; SUH et al., 2006; KAEWPINTONG et al.,
2007).

L
w
I

=

Ln [Densidade celular (células mL_l)]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (dias)

Figura 21 — Curvas de crescimento de H. pluvialis em diferentes meios de cultivos (25 °C e 65 umol fotons m->

S-l). Simbolos:m Meio 1: Oligo; m Meio 2: Oligo [NaHCOs (2x)]; m Meio 3: Oligo [NHsHCOs (2%)];
m Meio 4: Oligo [NH4NO; (2%)]; m Meio 5: Oligo [(NH4)2SO4 (2x)]; m Meio 6: Oligo (2x) [NHsHCO;
(2%)]; m Meio 7: Oligo [NH4CI + vitaminas]. Barra de erro representa o desvio padro de trés réplicas.
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Figura 22 — Taxas de crescimento especificas (médias + SD) e teste de comparagao de suas médias para os cultivos
de H. pluvialis. Tratamentos: (1) Meio Oligo; (2) Meio Oligo [NaHCO; (2x)]; (3) Meio Oligo
[NH:HCO3 (2%)]; (4) Meio Oligo [NH4sNOs (2%)]; (5) Meio Oligo [(NH4)2SO4 (2x%)]; (6) Meio Oligo
(2x) [NH4HCOs (2%)]; (7) Meio Oligo [NH4ClI + vitaminas]. Valores seguidos da mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Dentre os meios de cultivo autotroficos utilizados, o Meio 6 apresentou a maior taxa
especifica de crescimento com um valor de 0,53 d™!'. Varios autores tém reportado velocidade
de crescimento do H. pluvialis sob diferentes condigdes de cultivo autotroficos, variando de
0,31 — 0,70 d' em cultivos em escala comercial e laboratorial (OLAIZOLA, 2000;
CIFUENTES et al., 2003; OROSA et al., 2005; KAEWPINTONG et al., 2007).

A fonte de nitrogénio também pode ser responsavel pela diferenga na cinética de
crescimento observada entre o Meio 6 (KNOs duplicado e NH4HCOs3 duplicado) e os demais,
uma vez que varios autores reportam a importancia da fonte de nitrogénio e/ou sua concentracao
na divisao celular de H. pluvialis (SARADA et al., 2002; CIFUENTES et al., 2003; OROSA et
al., 2005). Sarada et al. (2002) testou diferentes fontes de nitrogénio [Ca(NO3)2, KNOs,
NH4NO3 e NaNOs] e observou maxima concentragao celular em KNOs e a menor em NH4NOs.
Segundo Sarada et al. (2002), as células que cresceram em KNO3 foram menores do que as
crescidas nas outras fontes de nitrato, mas o contetudo de clorofila foi maior em NaNO3 e menor
em KNOs. Cifuentes et al. (2003) observaram variacdo na taxa de crescimento em culturas
mantidas sob diferentes fontes de nitrogénio: 0,44 d! (N — ureia), 0,59 d”! (N — NaNOs3) e 0,70

d! (N — NH4Cl). Comparando os resultados de taxa de crescimento deste estudo com os da
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literatura, concluimos que a velocidade especifica de crescimento obtida ficou dentro da faixa

esperada.

5.2 CRESCIMENTO, FOTOSSINTESE E COMPOSICAO BIOQUIMICA DE H. pluvialis
EM DIFERENTES pHs

A varia¢do do pH é mostrada na Figura 23 em fun¢do do tempo experimental. Ela
indica que o uso de tampdes de pH foi importante para a manutencao diaria do pH da cultura,
resultando em pequena oscilagdo do pH desde o inicio até ao fim dos experimentos. No
tratamento controle, em que ndo foi adicionado tampao, a varia¢ao foi de pH 6.3 a pH 10.3,
variagdo maior do que nos sistemas tamponados. As taxas de crescimento foram calculadas e
sao mostradas na Figura 24, onde observa-se que sao estatisticamente diferentes (p < 0.05) e

seguiram a ordem decrescente [pH 6.3 >[pH 7.2 = UpH 6.7 = LpH 6.0 > Lcontrole.

11

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

Figura 23 — Variagdo do pH em culturas tamponadas de H. pluvialis em fung@o do tempo experimental. Simbolos:
m Controle; ¢ pH 6.0; ¥ pH 6.3; ApH 6.7; @ pH 7.2. Barra de erro representa o desvio padrao de trés
réplicas.
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Com os cistos inoculados, todas as culturas foram sincronizadas garantindo fase de
crescimento similar simultaneamente de modo a diminuir erro experimental nas repeticdes. No
entanto, o atraso inicial obtido para culturas tamponadas no pH 6.7 e 7.2 até entrada em
crescimento exponencial refletiu-se na razao proteina:carboidrato, como discutido ao final desta
pesquisa.

A derivagdo de pH nos sistemas tamponados em contraste com a maior variacio de pH
nos nao tamponados, esta em acordo com dados da literatura. Borowitzka et al. (1991) usou
acetato como tampao de meio de cultura no pH 6.5 e 7.5 para crescer H. pluvialis e depois de
30 dias obteve pH 9.4 ¢ 9.8, respectivamente. Segundo os autores, a concentra¢do de ions H*
passou de 3 x 107 a4 x 10" mol L™! para a cultura tamponada em pH 6.5. Isso significa uma
diminuicdo de cerca de 10® mol L de fons H" d!'. Similarmente ao nosso experimento, o
controle no estudo de Borowitzka et al. (1991) ndo foi acrescido de tampao de pH e, no final
dos experimentos os autores detectaram pH 11.0 nas culturas. Nos nossos experimentos, o valor
maximo de pH foi 10.0 e obtido apo6s 18 — 20 dias. Os autores concluiram que a utilizag¢do do
acetato aumentou a taxa de crescimento e induziu a formagdo de aplanosporos vermelhos e
células palmeloides. Em relagdo a morfologia das células, nossos resultados sdo diferentes dos
apresentados em Borowitzka et al. (1991), uma vez que nao obtivemos qualquer efeito em
aplanosporos ou formacdo células palmeloides. Em concordancia com os resultados de
Borowitzka et al. (1991), obtivemos nesta pesquisa uma variagao didria na concentragdo de ions
H*de 2,3 x 10®¥ mol L.

Dos resultados aqui obtidos com controle de pH, podemos inferir que desde o inicio
até ao fim do experimento, o HCOj3 foi a espécie de carbono inorganico predominante,
enquanto que no estudo de Borowitzka et al. (1991) em pH > 10.5 a espécie predominante foi
COs3*. Na situagdo onde COs3* predominou as células foram possivelmente limitadas em
carbono inorganico, mas no presente estudo, ¢ possivel que tal limitagdo ndo tenha ocorrido
pela predominancia do HCOs". Podemos ainda extrapolar que esta pode ser uma razio provavel
para a formacgdo aplandsporo vermelho no estudo de Borowitzka et al. (1991), mas nao neste

estudo.
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Figura 24 — Valores médios, desvio padrdo e teste de comparagdo de médias das taxas de crescimento nos cultivos
de H. pluvialis sob diferentes pHs. As médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Lababpour et al. (2004) investigaram o crescimento de H. pluvialis sem controlede pH
por tamponamento. Tendo pH inicial de 6.8 ¢ apos 150 h (~ 6 dias) de cultivo pH 10.0, os
autores nao observaram diferengas significativas no crescimento vegetativo de H. pluvialis,
resultado que concorda com os de Borowitzka et al. (1991).

A influéncia do pH na taxa de crescimento durante a fase vegetativa de H. pluvialis
sem tamponamento foi avaliada por Sarada et al. (2002) e Nagaraj et al. (2012). Sarada et al.
(2002) obteve biomassa maxima em culturas com um pH inicial de 7.0, mas nenhum
crescimento em pH 5,0, enquanto Nagaraj et al. (2012) obteve maxima de biomassa (4,2 x 10°
células m L") em pH 7.0 ap6s 18 dias de incubagdo. Comparando nossos resultados com os de
Nagaraj et al. (2012), observamos que densidade em nossas culturas foi mais baixa mas ainda
dentro do esperado segundo outros autores(tHARKER et al., 1996; TRIPATHI et al., 1999;
KAEWPINTONG et al., 2007). No caso dos resultados deste estudo, nao houve diferenga
significativa na densidade celular (p > 0,05) para o 6° dia de cultivo entre os diversos
tratamentos. O 4° dia para o pH 6.3 ¢ o 6° dia para os demais tratamentos foram escolhidos
como representativos da metade da fase exponencial de crescimento pois a taxa de crescimento

especifico atinge valor maximo e constante.
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Os resultados deste estudo confirmam os da literatura quanto ao melhor pH para o
crescimento para H. pluvialis, que se deu em pH 6.3 — 6.5. As taxas de crescimento obtidas nos
sistemas estanque e tamponados foram iguais ou menores que 0,53 d!, dentro da faixa
apresentada na literatura, com varia¢do de 0,31 a 0,70 d!, segundo Kobayashi et al. (1993);
Harker et al. (1996); Cifuentes et al. (2003); Orosa et al. (2005); Kim et al. (2006); Suh et al.
(2006). A melhor taxa de crescimento obtida nas culturas estanques e tamponadas foi em pH
6.3 (0,53 d'"), cerca de 50% maior do que o controle € 40% maior do que os outros tratamentos.
Em comparag¢do com outras microalgas, como Chlorella vulgaris (0,84 d!), Isochrysis sp (0,97
d ') e Chaetoceros muelleri (2,7 d!), esta taxa de crescimento que obtivemos com H. pluvialis
relativamente baixa (RENAUD et al., 2002; LOPEZ-ELIAS et al., 2005; CHIA; LOMBARDI;
MELAO, 2013).

Com o objetivo de aumentar a produtividade de células vegetativas de H. pluvialis,
Orosa et al. (2005) investigaram o efeito da presenga e auséncia de acetato e a taxa de
crescimento obtida sem acetato em meio BBM foi 0,51 d! e 0,61 d! com suplementagdo de
acetato. Hata et al. (2001) testaram diferentes valores de pH inicial (pH 5.0 — 9.0) em culturas
de H. pluvialissob metabolismo heterotrofico e obtiveram a maior taxa de crescimento com
valor de 0,20 dia™!, cerca de 50% menor do que o valor que obtivemos com células vegetativas
verdes.

As curvas de crescimento e o rendimento quéantico do PSII sdo mostrados na Figura
25. Observa-se que a fase de regeneracgdo de cistos para células verdes flageladas, no inicio das
culturas, foi marcada por um aumento no rendimento quantico maximo do PSII até a fase de
crescimento exponencial, onde foi mantido em 0,70. O tratamento tamponado em pH 6.3
apresentou tipico padrdo de crescimento da cultura de H. pluvialis, com duas fases exponenciais
de crescimento, uma primeira exponencial do 1° ao 5° dia de cultura, e uma segunda, a partir
do 9° ao 17° dia. Neste pH nao foi detectada fase lag de crescimento, como presente nos cultivos

em pH 6.7 e 7.2 das culturas tamponadas.
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Figura 25 — Densidade populacional em logaritmo natural (Ln) e F./Fy, de culturas de H. pluvialis tamponadas em
pH em fun¢do do tempo experimental. Simbolos: m Controle (a); ¢ pH 6.0 (b); ¥ pH 6.3 (¢); A pH
6.7 (d); ® pH 7.2 (e). Barra de erro representa o desvio padrdo. Amostragem para Fv/Fm e densidade
celular realizada no 5° dia de cultivo, garantia de fase exponencial de crescimento.

As respostas fotossintéticas (rendimento quantico méaximo e efetivo, Fo € Fm) para
culturas em crescimento exponencial (até 6° dia experimental) estdo representados nas Figura
26 (Foe Fm) e 25 (qP e NPQ). Fo representa a emissao de fluorescéncia clorofila a produzida
pela excitagdo do complexo coletor de luz (LHCn) antes da transferéncia de energia para o
centro de reacdo do PSII (KRAUSE; WEIS, 1991), enquanto Fm representa a fluorescéncia
maxima quando o primeiro aceptor de elétrons (quinona A — Qa) ¢ reduzido (NEDBAL et al.,

2000). No presente trabalho, o maior valor da Fm foi obtido para as culturas mantidas em pH
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6.0. A dissipacao fotoquimica (qP) e a dissipacdo nao-fotoquimica associada ao calor (NPQ)
sao mostrados na Figura 27. A NPQ diferiu significativamente (p < 0,05) entre os tratamentos
e o maior valor foi obtido para cultura tamponada em pH 6.0. Exceto para pH 6.0, cultura
tamponada que apresentou o menor P, nenhuma outra variagdo significativa na P foi

detectada.
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Figura 26 — Rendimento quantico maximo (F./Fn,— barra preta; eixo y esquerdo), fluorescéncia maxima (Fmn—
barra cinza; eixo y direito) e fluorescéncia inicial (F, — barra branca; eixo y direito), das culturas de
H. pluvialis no crescimento exponencial. Barra de erro representa o desvio padrdo. Teste de
comparagdo de médias: médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 27 — Valores médios de dissipacdo fotoquimica (P — barra cinza) e dissipag@o ndo- fotoquimica relacionado
a perda de calor (NPQ — barra branca). Barra de erro representa o desvio padrdo. Teste de comparagdo
de médias: médias seguidas da mesma letra, ndao diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.
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O metabolismo fotossintético pode ser determinado em diferentes fases do ciclo de
vida de H. pluvialis, apesar da variag¢@o no teor de clorofila a para cada fase (GU et al., 2013).
Naturalmente, os valores mais altos para rendimento quintico maximo (~ 0,70 — 0,74) sdo
obtidos na fase de crescimento vegetativo (nesta pesquisa a partir do 4° ao 12° dia de cultivo),
como na maioria das células fitoplanctonicas (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). Em
relagdo as células palmeloides, onde sintese de carotenoide predomina (COLLINS et al., 2011),
valores mais baixos de rendimento quantico maximo sdo esperados. Neste estudo, as células
palmeloides estiveram presentes desde o 13° até o 18° dia de cultivo. Os resultados de Fv/Fm
maximos e efetivos obtidos nesta pesquisa sugerem que as células saudaveis estdo em acordo
com os rendimentos quanticos normalmente obtidos para microalgas saudaveis na literatura,
como relatado em Herrmann et al. (1996), Vonshak e Torzillo (2004), Lombardi ¢ Maldonado
(2011), Kumar et al. (2014). Para H. pluvialis, Chen et al. (2012) encontraram valores de Fv/Fm
maximos de ~ 0,70, similar ao desta pesquisa, no entanto, diferente de nossos resultados, Wang
et al. (2011) obtiveram valores de Fv/Fm de ~ 0,4 — 0,5 para H. pluvialis.

Nestes experimentos, houve um atraso para que cistos inoculados comecgassem sua
transformagdo em células vegetativas verdes flageladas, como pode ser visto pelos 3 dias de
fase de laténcia (lag) ou aclimatag@o necessarios para culturas tamponadas em pH 6.7 ¢ 7.2
comegarem o crescimento exponencial em comparagao com a culturas em pH 6.3. Foi neste pH
que a cultura entrou em crescimento exponencial vegetativo imediatamente ap6s a inoculacao
e exibiu a mais elevada taxa de crescimento. Esse resultado ¢ importante pois pode refletir em
ganhos para sistemas de produg¢do de H. pluvialis, onde o tempo e taxa de crescimento
microalgal, junto ao rendimento de biomassa, sdo importantes. No 4° dia de cultivo, a cultura
tamponada em pH 6.3 possuia ~ 6.0 x 10* cél m L', enquanto os outros tiveram de 2,0 x 10*—
3,6 x 10* cél m L', Estes resultados concordam com os de Gu et al. (2013) que investigaram
H. pluvialis em diferentes fases de crescimento e mostraram extenso mecanismo de aclimatagao
durante o processo de envelhecimento. Os autores propuseram que as células vegetativas verdes
e as células palmeloides com predominancia de astaxantina podem afetar o rendimento final de
astaxantina. De acordo com Bousiba e Vonshak (1991), e Nagaraj et al. (2012), quando H.
pluvialis ¢ exposta a situa¢@o adversa, ha uma redugdo no Fv/Fm, indicando danos no PSII das
células verdes moveis. Isso pode impedir a transferéncia de energia para o centro de reagcdo do
PSII pela desconexdo do centro coletor de luz (LHCi) (BOLHAR-NORDENKAMPF et al.,
1989; BAKER; ROSENQVIST, 2004; HAN et al., 2012). Os resultados deste estudo mostraram

menor Fm para o controle e culturas em pH 6.7 e 7.2 do que aqueles em pH 6.0 ¢ 6.3.
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O NPQ e gP sao mecanismos que protegem o PSII contra os efeitos nocivos da alta
intensidade de luz através da dissipacao do excesso de energia de excitagdo, minimizando assim
os fotodanos (KRAUSE; JAHNS, 2003) e, alteracdes nesses mecanismos podem diagnosticar
o mau funcionamento do PSII. A utilizacdo adequada de energia fotoquimica no metabolismo
do carbono ¢ caracterizada por valores elevados qP. Um declinio na P pode ocorrer quando a
absorcao de luz excede a exigéncia de assimilagao de carbono (KRAUSE; JAHNS, 2003).
Apesar de ndo ser estritamente linear, P e o estado redox da Qa podem ser correlacionados, e
gP pode ser considerado como uma medida aproximada da fracdo de centros reacionais com
Qa oxidada (TRISSL; LAVERGNE, 1995), ou centros de reagdo abertos (Genty et al. 1989;
Maxwell e Johnson 2000). Na presente pesquisa, os valores obtidos para qP mantiveram-se
dentro da faixa de 0,88 — 0,98 para todos os tratamentos, com o valor mais baixo (0,88) na
cultura tamponada no pH 6.0, indicando que a faixa de pH utilizada neste estudo nao afetou a
absor¢do de luz pelos centros de reacdo do PSII, separagdo de cargas, nem transferéncia de
elétrons para Qa.

O resultado mais importante observado em relagdo ao efeito dos diferentes pH foi o
efeito deste na restauracdo dos cistos apds inoculagcdo das culturas. O outro mecanismo de
dissipacao de energia, o NPQ (perda de calor) foi maior nas culturas tamponadas em pH 6.0,
sugerindo que este pH foi inadequado ao crescimento de H. pluvialis, uma vez que a dissipagdo
de energia térmica representa um mecanismo de fotoproteccdo. De acordo com Rohécek e
Bartak (1999), em H. pluvialis este processo esta relacionado com a formagao de zeaxantina.
Torzillo et al. (2003) e Chen et al. (2012) analisaram a varia¢do de parametros de fotossintese
durante o ciclo de vida de H. pluvialis e obtiveram um aumento do NPQ em culturas em pH
7.0, quando observaram transformagdes morfoldgicas de células verdes moveis em cistos
totalmente vermelhos. Esses resultados diferem dos obtidos neste estudo, uma vez que na
cultura mantida sob pH 7.2, foi obtido apenas um pequeno aumento de NPQ.

A composi¢do bioquimica da biomassa (proteinas, carboidratos e lipidios) ¢é
apresentada na Figura 28 e a razdo proteina:carboidrato (P:C) na Figura 29. Os maiores
conteudos de proteinas e carboidratos foram obtidos em culturas tamponadas em pH 6.7 (p <
0,05), apresentando 395 pg células™ de carboidratos em células em crescimento exponencial
(11 dias), 16% superior em comparacao com o controle. Considerando os lipidios totais, ndo
foi observado diferenca significativa comparando os varios tratamentos e controle. Em relagao
arazdo P:C, observa-se que os tratamentos tamponados apresentaram maior relagao P:C do que

o controle (p < 0,05). Este resultado reflete melhores condigdes fisioldgicas nos sistemas
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tamponados em relacdo aquelas sem tampao. A cultura tamponada em pH 6.7 apresentou razao

P:C 47,5% maior do que o controle.
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Figura 28 — Concentragao de proteinas totais (barra preta), carboidratos totais (barra cinza) e lipidios totais (barra
branca) em culturas de H. pluvialis em fase exponencial de crescimento em fung¢do do pH. Barra de
erro representa o desvio padrdo. Teste de comparagdo de médias: médias seguidas da mesma letra,
ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 29 — Razao proteina:carboidrato (P:C) no crescimento exponencial de culturas de H. pluvialis tamponadas
em diferentes pH. Barra de erro representa o desvio padrao. Teste de comparagdo de médias: médias
seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Concentragio de proteinas de 1,53 ng cél™! foi obtida em H. pluvialis flagelada verde
em crescimento exponencial em culturas tamponadas em pH 6.7. Esse valor foi cerca de cinco
vezes maior do que o relatado em Kobayashi et al. (1997). No entanto, foi 30% menor do que
a relatada em Kobayashi et al. (1993) em culturas de H. pluvialis suplementadas com Fe?" em
pH inicial de 6.8. Tripathi et al. (2002) obtiveram concentracio de proteina de 3,5 ng células™
para H. pluvialis (Meio KM1), 2,3 vezes maior do que o obtido neste estudo. Kakizono et al.
(1992) cultivaram H. pluvialis em meio BBM com suplemento de acetato de sodio em pH 6.8
e, no sexto dia, obtiveram um teor de proteina de 0,38 ng células™. Sabe-se que proteinas sdo
parte do material estrutural e presentes em quantidades elevadas em crescimento exponencial e
células saudaveis (GANF et al., 1986; KILHAM et al., 1997). Embora tenham sido amostradas
em fase de crescimento exponencial, as culturas em pH 6.0, pH 6.3 tamponada e pH 6.3 controle
(ndo tamponada) podem ser consideradas fisiologicamente mais velhas por ndo apresentarem
fase lag em comparagdo com a cultura em pH 6.7. Isso justifica o maior contetdo proteico em
pH 6.7.

Apesar de importancia dos carboidratos para o metabolismo celular, poucos estudos
relatam sobre a sintese dessa biomolécula em H. pluvialis. Este estudo mostrou nido haver
diferenca significativa na concentragdo de carboidratos nos diversos pH. A faixa de 0,35 — 0,40
ng células” de carboidratos presente em todas as amostras, independentemente do pH da
cultura, encontra-se proximo aos resultados de Recht et al. (2012), que cultivou H. pluvialis em
pH 7.6 e obteve 0,30 ng células” de carboidratos.

Neste estudo, lipidios totais variou de 1,8 — 2,5 pg célula™ para todos os cultivos
durante a fase exponencial de crescimento. Essas baixas concentracdes de lipidios aliadas aos
elevados valores de Fv/Fm (~ 0,70 - 0,74) sdo indicativos de que H. pluvialis encontrava-se em
condi¢des favoraveis de crescimento. De acordo com Saha et al. (2013)e Lombardi e
Wangersky (1991), o acaimulo de lipidios neutros e ésteres de astaxantina em H. pluvialis estdo
correlacionadas com condicoes de estresse.

A menor razdo P:C obtida para o controle, cujo pH ndo foi tamponado sugere que o
tamponamento das culturas forneceu melhores condigdes a microalga, em contraste com a alta
variagdo de pH obtida para o controle. Sabe-se que a razao proteina:carboidrato é indicativo do
estado nutricional em células de fitoplancton (KILHAM et al., 1997) e, de acordo com Healey
e Hendzel (1980) e Kilham et al, (1997), uma diminui¢do na razao P:C sugere células limitadas
por nutrientes. A partir desses resultados, podemos inferir que em culturas sob oscilagdes de
pH como observado no controle, a disponibilidade de nutrientes pode sofrer variagdes e, para a

microalga isso poderia ter agido como um sinal de estresse. Os resultados de P:C deste estudo
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estdo de acordo com os apresentados em Rocha et al. (2014) que estudaram a reutilizagao do
meio de cultura com Scenedesmus quadricauda. Os autores obtiveram razdo P:C de 5,0 para o
controle, enquanto obtivemos uma razao P:C ~ 4.0 para a cultura em pH 6.7. Em geral, os
resultados da relagdo P:C confirmaram que o estado fisiologico de H. pluvialis ¢ melhor
mantido sob condigdes tamponadas de pH. E importante observar que os menores valores da
razao P:C nas culturas em pH 6.0 ¢ 6.3 pode ser devido a idade das mesmas, pois estas nao
apresentaram fase lag, seguindo diretamente para a exponencial, enquanto que a cultura em pH
6.7 apresentou atraso para iniciar fase exponencial e, portanto no momento de amostragem para
determinagdo de proteinas e carboidratos, esta encontrava-se mais jovem do que as outras duas.
Sendo fisiologicamente mais velhas, espera-se menor conteudo protéico nas culturas em pH 6.0
e 6.3 em comparacdo com culturas mais jovens (pH 6.7).

As classes lipidicas (Figura 30) com maior representatividade na biomassa de H.
pluvialis foram os lipidios relacionados a pigmentos (lipidios polares mdveis em acetona —
AMPL) e os relacionados com a parede celular (fosfolipidios — PL) nas culturas em pH 6.0
(AMPL 18,5%) e 6.3 (AMPL 19,3%), enquanto os fosfolipidios foram superiores
significativamente (p < 0,05) em pH 7.2 (68,9%). Hidrocarbonetos alifaticos (HC) com 6,9%
do total dos lipidios, e os triacilglicer6is (TG) com 5,6%, ambos obtidos em culturas mantidas
em pH 7.2. Os tratamentos controle, pH 6.0, 6.3 ¢ 6.7 promoveram as maiores proporc¢oes de
ésteres de ceras, cerca de 5,3%, 5,5% e 6,2%, respectivamente. Os 4cidos graxos livres (FFA)
(6,7%) e esterois livres (ST) (8,7%) apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) e menores
do que o tratamento controle. Os alcoois alifaticos livres (ALC) (13,7%) predominaram (p <
0,05) em pH 6.0. Nao foi obtida correlagdo nem tendéncia entre aumento ou reducao de pH e

producdo de classes lipidicas especificas.
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Figura 30 —
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Composigao relativa de classes lipidicas durante crescimento exponencial em culturas de H. pluvialis
tamponadas em diferentes pH. Siglas: HC — hidrocarbonetos alifaticos, WE — éster de cera, TG —
triacilglicerois, FFA — acidos graxos livres, ALC —alcool alifatico livre, ST —esterois livres, AMPL —
lipidio polar mével em acetona e PL — fosfolipidios. Barra de erro representa o desvio padrdo. Teste
de comparagdo de médias: médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

A capacidade de H. pluvialis crescer ou sobreviver em uma ampla gama de condigoes

ambientais, juntamente com a sua capacidade de modificar de forma eficiente seu metabolismo

lipidico em resposta a diferentes condigdes ambientais (GRUNEWALD et al., 2001; CERON

et al., 2007; DAMIANI et al., 2010), tornou-os organismos-alvo na produ¢ao de compostos de

alto valor

agregado, como a produgdo biotecnologica de triglicerideos ndo-polares (TAGs).
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Em uma investigacao sobre os efeitos do cadmio e do fosforo na taxa de crescimento,
producédo de biomassa e composigdo bioquimica de Chlorella vulgaris, Chia et al. (2013) obteve
cerca de 3% do total de lipidios, como hidrocarbonetos alifaticos no tratamento controle em pH
7,0, enquanto que no presente estudo com H. pluvialis o HC esteve presente em 6,9% (p <0,05),
nas culturas em pH 7.2. Sabe-se que hidrocarbonetos s3o precursores na sintese de astaxantina
em H. pluvialis (FAN et al.,, 1995). Em Scenedesmus quadricauda, a porcentagem de
hidrocarbonetos foi de 28%, valor relativamente elevado em comparag¢do com outras espécies
(ROCHA et al., 2014).

Quanto ao percentual relativo de ésteres de ceras na biomassa da microalga H. pluvialis
destacam-se as culturas em pH 6.7 com 6,2% do total de lipidios, semelhante aos resultados de
Withers e Nevenzel (1977), que obtiveram 5% para o dinoflagelado marinho Peridinium
foliaceum. Esteres de cera sdo considerados biomoléculas incomuns em algas e geralmente sdo
biossintetizados em cultivos heterotroficos (WITHERS; NEVENZEL, 1977). Antia et al.
(1974) investigou o perfil lipidico da criptoficea Chroomonas salina e obteve ésteres de cera
em torno de 87%. Wayama et al. (2013) em estudos ultraestruturais com H. pluvialis sobre
produgdo de 6leos e astaxantina constatou acumulo triacilglicerdis (TAG), que foi linearmente
correlacionado com o acimulo de monoésteres de astaxantina. Isso justifica os niveis reduzidos
de TAG em nossos resultados (5%) na fase exponencial de crescimento, em células verdes
vegetativas, onde a astaxantina ndo ¢ sintetizada em grande quantidade.

A producdo de classes lipidicas em microalgas foi estudada por Lombardi e
Wangersky (1995). Os autores mostram que a diatomacea Chaetoceros gracilis, a haptofita
Isochrysis galbana ¢ a cloroficea Dunaliella tertiolecta, nao produziram élcool alifatico livre
em fase exponencial de crescimento. Diferentemente, em nossos estudos H. pluvialis produziu
14% de alcool alifatico livre relativo ao total de lipidios. Os autores detectaram menos de 2%
de esterois livres, enquanto que neste trabalho, o controle apresentou 8,7%. Os lipidios
estruturais, representados pelos lipidios polares moveis em acetona (AMPL) e fosfolipidios
(PL), foram os componentes mais representativos do total de lipidios em todos os pHs nesta
pesquisa. AMPL ¢ uma classe de lipidios polares que pode conter 35 — 50% de clorofila
(PARRISH; WANGERSKY, 1987; LOMBARDI; WANGERSKY, 1991) e também
encontram-se associados com a taxa de crescimento das culturas. Em nosso experimento o
contetdo de AMPL em pH 6.0 ¢ no 6.3 foram similares com valores 18,5 e 19,3%,
respectivamente. Lombardi e Wangersky (1995) detectaram 45% de AMPL em D. tertiolecta,
fase de crescimento exponencial. Nesta pesquisa, os fosfolipidios (PL) foram mais

representativos em pH 7.2 (69%). Chia et al. (2013) obteve 45% na biomassa de Chlorella
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vulgaris em pH 7.0 e, Lombardi e Wangersky (1995) 25% em D. tertiolecta. A composicao de

acidos graxos ¢ apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 — Composi¢do de acidos graxos de H. pluvialis em diferentes pH (% p/p, n=3). Teste de comparagdo de
médias: médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Acidos graxos (AG) Controle 6.0 6.3 6.7 7.2

Acidos graxos (% p/p)

Saturados
4:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
6:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
8:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
10:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
11:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
12:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
14:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
15:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
16:0 23,5+1,7° 243+0,6° 22,8+0,9%  23,02£02° 20,4+ 0,5
17:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
18:0 2,2+0,4% 2,0£0,1°2 1,9+ 0,12 2,1+0,1° 2,4+£0,2%
20:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
21:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
22:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
23:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
24:0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Total 25,7+ 1,4 ° 26,3+ 0,72 24,7+ 08 @ 25,3+£0,2° 22,9+ 0,7 2
Monoinsaturados
14:1 (w 5) n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
15:1 (cis-w 5) n. d. n. d. n.d. n. d. n. d.
16:1 (w 7) 1,220,328 1,6£0,0% 1,6£0,1% n. d. 1,6+£0,1°
17:1 (w 7) n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
18:1 (cis-w 9) 4,4+0,1° 3,0£0,4% 2,4+0,1° 2,4+03° 2,1£0,5°
18:1 (trans-11) 46+0,8* 6,0£0,0° 54+1,0° 47+02* 4,5+ 0,3
20:1 (w 9) n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
22:1 (w 9) n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
24:1 (w 9) n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
Total 10,2+ 0,7 ® 10,5+ 0,5 9,5+1,1* 7,1+£03°¢ 8,2+ 04°
Poli-insaturados
16:2 4,6+0,7° 6,1+ 0,2 6,2+0,12 6,3+ 0,11 6,1+£0,32
16:3 3,6£0,5¢ 4,5+£0,2° 52+0,3% 41+£0,1° 44+03°
16:4 93+1,5° 8,0+ 0,4° 9,7£0,3° 13,2+0,8 ® 12,1+ 0,72
C18:2n6¢ 25,1+34°2 242+032 246+ 1,42 26,5£09? 243+1,62
18:3n3 17,5£2,72 13,9+ 09" 15,0£ 0,52 17,6+ 0,22 17,3£0,9 2
18:3n6 1,4£0,0° 2,4+0,1° 2,1£0,2% n. d. 1,8+0,2°
18:4 1,4+0,2° 1,6£0,1% 1,4£0,2° n. d. 1,7£0,1%
20:4n6 1,3£0,1° 1,6£0,0° 1,6£0,2° n. d. 1,3£0,1°
Total 64,1£19° 63,2+1,1° 65,9+ 0,6 ° 67,6+ 0,2 ° 68,9+ 0,4

n.d. = ndo detectado
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O 4cido palmitico (Ci6:0) e o &cido linoleico (Cig:2n6¢) foram os de maior abundancia
em todas as culturas, tamponadas ou ndo, e variando de 20,4% para C16:0 a 26,5 para Cis:2n6c,
respectivamente. O segundo acido graxo mais abundante foi o 4cido graxo saturado Cis:3n3 e
variou entre os tratamentos de ~ 14 — 18 %. O perfil de 4cidos graxos monoinsaturados foi
similar no controle (25,7%), no pH 6.0 (26,3%) e no pH 6.3 (24,7%). Os cultivos em pH 6.7 e
7.2 apresentaram contetido 4cidos graxos poli-insaturados 6% maior (p < 0,05) do que o
controle. Estes resultados concordam com os de Céron et al. (2007) e Damiani et al. (2010),
que concluiram que o acido palmitico (Ci6:0 — saturado) e linoleico (Cis:2n6c — poli-insaturado)
foram os mais abundantes em H. pluvialis. Com relagdo aos acidos graxos monoinsaturados
nossos resultados foram cerca de 50% menores do que os obtidos por Damiani et al. (2010). Ja
para os acidos graxos poli-insaturados (Ci6,Cis € C20), os resultados obtidos sdo coerentes com
os apresentados por Zhekisheva et al. (2002), como os componentes poli-insaturados de maior
abundancia em células vegetativas de H. pluvialis. Nesta microalga a astaxantina esta presente
principalmente complexada com éster, formado por combinacdo de varios acidos graxos. A
composicdo padrdo da molécula de astaxantina proveniente deste micro-organismo ¢
aproximadamente 70% monoésteres, 25% diésteres e 5% livre (LORENZ; CYSEWSKI,
2000b), sendo os monoésteres ligados aos acidos graxos C16:0, C18:1 e C18:2.

5.3 CRESCIMENTO, FOTOSSINTESE E COMPOSICAO BIOQUIMICA DE H. pluvialis,
EM CULTURAS CONTINUAS E ESTANQUES.

Os perfis de crescimento dos cultivos estanques e continuos, aerados com ar
enriquecido com CO2 (20%, v/v) sdo apresentados na Figura 31. O crescimento no sistema
continuo foi cerca de 3,2 vezes maior (p < 0,05) que no sistema estanque, ambos tamponados
com tamp3o MES em pH 6.3 e com a mesma vazio de borbulhamento de CO2/ar (0,6 L min™).
A densidade celular maxima alcang¢ada no 14° dia de cultivo no método continuo foi 6,01 x 10°
células m L', Estes resultados sdo cerca de 33% maior do que o obtido por Lépez et al. (2006)
em fotobiorreator cilindrico na forma de coluna e sob aeragdo com vazdo de 1 v/v/min (1 L
min™') de injecdo de CO2 para manutengio do pH. Os autores obtiveram 4,5 x 10° células m L
!'de biomassa maxima em 16 dias de cultivo. Del Rio et al. (2005) cultivaram H. pluvialis em
fotobiorreator de coluna com método continuo, aeragdo sem suplemento de CO2 e N-NaNO3
como forma de nitrogénio e obtiveram densidade celular maxima de 2,0 x 10° células m L™}, ou

seja, cerca de 3 vezes maior ao obtido em nossos experimentos.
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Figura 31 — Curva de crescimento de H. pluvialis em diferentes regimes de cultivo (estanque e continuo).
Simbolos: m Estanque: Controle; A Estanque: CO, 20%; V Estanque: Tampao + CO; 20%; e
Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO; 20%; <« Continuo: Tampdo + CO; 20%. Barra de erro
representa o desvio padrao de trés réplicas.

A Figura 32 mostra a variacao do pH em func¢do do tempo experimental. Ela indica
que ambos os sistemas, estanques e continuos, enriquecidos com CO2 e/ou tamponados foram
importantes para a manuten¢ao diaria do pH da cultura. O controle do sistema estanque, em que
nao foi adicionado tampao e nem borbulhado com gas, o pH variou de 6.3 a 9.8 enquanto que
nos demais tratamentos uma variagdo maxima de 0,7 pontos foi obtida (pH 6.3 a 7.0). A
derivacdo de pH nos sistemas tamponados e suplementados com CO2 em contraste com a maior
varia¢do de pH no sistema estanque controle obtidos nesta pesquisaestao de acordo com dados
da literatura. Borowitzka et al. (1991) usou acetato como tampao de pH para o meio de cultura
(pH 6.5 ¢ 7.5) em cultivos de H. pluvialis e apos 30 dias obteve pH 9.4 ¢ 9.8, respectivamente.
Portanto, a concentragdo de ions H" passou de 5 x 107 a 1,0 x 107" mol L}, o que significa uma
diminuicdo de cerca de 4 1077 mol L' de ions H* d"!. Semelhante ao nosso experimento, o

controle experimental nos ensaios de Borowitzka et al. (1991) ndo possuia tampao de pH e, no
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final dos seus experimentos obteve o pH 11.0, enquanto que no presente estudo foi obtido pH

10.0 apos 14 dias de cultivo.
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Figura 32 — Variagdo do pH em diferentes regimes de cultivo (estanque e continuo) de H. pluvialis em fungéo do
tempo experimental. Simbolos: m Estanque: Controle; ¥ Estanque: CO, 20%; A Estanque:
Tampéo + CO, 20%; ¢ Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO; 20%; ® Continuo: Tampao + CO;
20%. Barra de erro representa o desvio padrao de trés réplicas.

No sistema estanque borbulhado com gas COz:ar e tamponado a concentragdo de ions
H" passoude 3 x 107 a 1,48 x 10”7 mol L™, o que significa uma diminuigdo de 3 x 10”7 mol L°
!de fons H" d!. Nas culturas continuas borbulhadas e borbulhadas tamponadas ndo houve
variagao significativa de pH em fung¢do do tempo experimental.

A Figura 33 mostra as taxas especificas de crescimento (u). Os valores foram
diferentes entre os diferentes cultivos (p < 0,05) e seguiram a ordem decrescente 4 = s = pe
>u1> p3> p2. Nas condigdes deste trabalho, a maior taxa de crescimento foi obtida para culturas
continuas (0,6 — 0,7 d'!), cerca de 27% maior do que as culturas estanques. Com o objetivo de
aumentar a produtividade de células vegetativas de H. pluvialis, Del Rio et al. (2005)
investigaram o efeito da concentracdo de nitrato e, para a melhor condicao testada, obtiveram

taxa de crescimento de 0,9 d'.
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Figura 33 — Taxas de crescimento especificas para culturas estanques e continuas de H. pluvialis. Tratamentos:
(1) Estanque: Controle; (2) Estanque: CO, 20%; (3) Estanque: Tampao + CO, 20%; (4) Continuo:
Controle; (5) Continuo: CO; 20%; (6) Continuo: Tampao + CO; 20%. Os valores representam a
média £SD. Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

As curvas de crescimento e o rendimento quantico maximo do PSII sdo mostrados na
Figura 34 e Tabela 6. A fase de regeneracdo, que se da no inicio das culturas, onde os cistos
transformam-se em células vegetativas flageladas, foi marcada por um aumento no rendimento
quantico maximo do PSII, mantido em + 0,7 durante a fase de crescimento exponencial. Os
dois métodos de cultivo diferiram em relagdo a presenca/auséncia de fase lag de crescimento,
sendo nas culturas continuas os cistos entraram diretamente na fase exponencial, mas as

estanques apresentaram uma fase lag ou de adaptag@o para iniciar crescimento exponencial.
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Tabela 6 — Valores de taxa de crescimento, densidade celular maxima e eficiéncia quantica (Fv/Fm) para os varios
tratamentos desta pesquisa.

Taxa de crescimento Densidade celular maxima Fv/Fm

Tratamentos " (cel m L)
Estanque (controle) 0,55 1,06x10° (10° dia) 0,72
Estanque (CO> 20%) 0,34 2,10x10° (10° dia) 0,71
Estanque (Tampao + CO, 20%) 0,53 2,00x10° (12° dia) 0,70
Continuo (controle) 0,68 3,40x10° (14° dia) 0,70
Continuo (CO» 20%) 0,64 3,00x10° (14° dia) 0,71
Continuo (Tampao + CO, 20%) 0,71 6,00x10° (14° dia) 0,73
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Figura 34 — Densidade populacional em logaritmo natural (Ln) e rendimento quantico maximo (F,/Fy,) de culturas
de H. pluvialis em regimes de cultivo (estanque e continuo) em fung¢do do tempo experimental.
Simbolos: m Estanque: Controle; ¥ Estanque: CO, 20%; A Estanque: Tampao + CO, 20%; ¢
Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO, 20%; e Continuo: Tampdo + CO, 20%. Barra de erro
representa o desvio padrao de trés réplicas.
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As respostas fotossintéticas (Fo, Fm, Fv'/Fm' — rendimento quantico efetivo) para os
sistemas de cultivos estanque e continuo sdo apresentados na Figura 35 (Fo), Figura 36 (Fm),
Figura 37 (Fv'/Fn'). Neste estudo, o sistema que apresentou maior variagdo de Fo (500 u. a.) foi
o controle no regime estanque. Quanto ao Fm, apenas o controle apresentou valores menores.
Observamos que o rendimento quantico efetivo (Fv'/Fm') apresentou uma menor variagdo nos

cultivos continuos (0,66 — 0,70) enquanto que nos estanques a variagao foi de 0,5 — 0,7.
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Figura 35 — Fluorescéncia inicial — F, (U. A.), das culturas de H. pluvialis em diferentes regimes de cultivo
(estanque e continuo). Simbolos: m Estanque: Controle; A Estanque: CO, 20%; V Estanque:
Tampao + CO, 20%; e Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO; 20%; <« Continuo: Tampao + CO,
20%. Barra de erro representa o desvio padrdo de trés réplicas.
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Figura 36 — Fluorescéncia maxima (F), das culturas de H. pluvialis em diferentes regimes de cultivo (estanque e
continuo). Simbolos: m Estanque: Controle; A Estanque: CO, 20%; V Estanque: Tampao + CO;
20%; @ Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO, 20%; <« Continuo: Tampao + CO, 20%. Barra de
erro representa o desvio padrao de trés réplicas.
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Figura 37 — Rendimento quantico efetivo (F.'/Fn"), das culturas de H. pluvialis em diferentes regimes de cultivo
(estanque e continuo). Simbolos: m Estanque: Controle; A Estanque: CO, 20%; V Estanque:
Tampdo + CO; 20%; e Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO; 20%; <« Continuo: Tampao + CO;
20%. Barra de erro representa o desvio padrdo de trés réplicas.
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De acordo com Gu et al., (2013), o metabolismo fotossintético pode ser determinado
em condigdes saudaveis e sob estresse em diferentes fases do ciclo de vida de H. pluvialis,
mesmo considerando que diferentes concentracdes de clorofila a possam estar presentes nas
diferentes fases. Nesta pesquisa, valores de rendimento quantico maximo 0,70 — 0,72 foram
obtidos para a fase de crescimento vegetativo (exponencial). Esses resultados estdo de acordo
com outros da literatura para diversas microalgas (PARKHILL et al., 2001; LOMBARDI;
MALDONADO, 2011) que obtiveram valores em torno de 0,69 — 0,74 (CHEN et al., 2012)
para microalgas em fase exponencial de crescimento. Os valores que obtivemos de rendimento
quantico maximo tanto para as culturas estanque (4° ao 8° dia de cultivo) como também para as
continuas (2° ao 14° dia de cultivo) confirmam as condi¢des ideais de cultivo em nossos
experimentos.

Em relacdo as células palmeloides, nas quais a sintese de carotenoides predomina
(COLLINS et al., 2011), valores mais baixos de rendimento quantico maximo sao esperados.
Nesta pesquisa, as células palmeloides, através de visualizagdo microscopica, estiveram
presentes apenas no sistema estanque controle, desde o 10° até o 14° dia de cultivo no presente
trabalho, situagdo em que os valores obtidos foram de 0,68 — 0,67.

Os resultados do Fv/Fm (méaximos) e F’v/F’m (efetivos) obtidos nesta pesquisa estdo de
acordo com os obtidos para microalgas saudaveis na literatura (0,70 — 0,74) (HERRMANN et
al., 1996; VONSHAK; TORZILLO, 2004; LOMBARDI; MALDONADO, 2011; KUMAR et
al., 2014). Para H. pluvialis, Chen et al. (2012) encontraram valores de Fv/Fm de ~ 0,70, no
entanto F’v/F’m efetivos variou de ~ 0,60 — 0,70, valores maiores quando comparados as
culturas estanques desta pesquisa (0,48 — 0,70). Bousiba ¢ Vonshak (1991) e Nagaraj et al.
(2012) afirmam que quando as células de H. pluvialis sdo expostas a situagdo adversa, ha uma
reduc¢do no Fv/Fm, indicando danos no PSII das células verdes moéveis. Isso pode impedir a
transferéncia de energia para o centro de reagcdo do PSII pela desconexdo do centro coletor de
luz (LHCi) (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989; BAKER; ROSENQVIST, 2004; HAN
etal., 2012).

A dissipacao fotoquimica (gP) e a dissipa¢do ndo-fotoquimica associada a perda de
calor (NPQ) sdo mostradas na Figura 38 (qP) e na Figura 39 (NPQ).

Os resultados de dissipacdo fotoquimica desta pesquisa, e.g., energia luminosa
absorvida que foi direcionada para o centro de reagdo e efetivamente usada na fotossintese,
confirmam que o método continuo para cultivo de H. pluvialis foi melhor do que o estanque
para a manutencao das células. Nos sistemas estanques a variagdo de P foi maior do que nos

continuos, significando que nem toda energia absorvida nos estanques foi direcionada para
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fotossintese tao efetivamente quanto nos sistemas continuos. A utilizagdo adequada de energia
fotoquimica no metabolismo do carbono ¢ caracterizada por valores elevados de gP. Um
declinio na qP pode ocorrer quando a absor¢do de luz excede a exigéncia de assimilagdo de
carbono (KRAUSE; JAHNS, 2003). Apesar de ndo ser estritamente linear, (P e o estado redox
da quinona A (Qa) podem ser correlacionados, € P pode ser considerado como uma medida
aproximada da fragdo de centros reacionais com Qa oxidada (TRISSL; LAVERGNE, 1995),
ou centros de reacdo abertos (Genty et al. 1989; Maxwell e Johnson 2000), 4vidos por receber
o elétron resultante da excitagao da clorofila. Na presente pesquisa, os valores obtidos para P,
mantiveram-se dentro da faixa de 0,95 — 0,98 para as culturas continuas, com os valores mais
baixos nas (0,62 — 0,71) nas culturas estanques, indicando que a variagdo do pH afetou a
absor¢do de luz pelos pigmentos dos centros de reagdo do PSII e a transferéncia de elétrons para
Qa.

A dissipa¢ao na forma NPQ, que mostra a energia absorvida perdida na forma de calor
em relacdo a absorvida, variou significativamente (p < 0,05) nos controles do método estanque
e do método continuo de cultivo, sendo nesses casos obtidos os maiores valores de NPQ. Isso
denota as piores condi¢des de cultivo a microalga nas condi¢des usadas neste trabalho. Sabe-se
que a NPQ ¢ mecanismo de protecdo do PSII contra os efeitos nocivos da alta intensidade
luminosa através da dissipagao do excesso de energia de excitagao, numa tentativa de minimizar
fotodanos (KRAUSE; JAHNS, 2003). E reportado na literatura que microalgas em estado
fisioldgico ainda que parcialmente saudaveis sdo mais sensiveis a luz, de modo que para uma
mesma intensidade luminosa, essa célula poderd responder com aumento de NPQ ou nio,
dependendo das condigcdes ambientais € nao somente da intensidade de luz incidente
(LOMBARDI; MALDONADO, 2011). Os valores de NPQ foram menores nas culturas
continuas quer tenha sido suplementada com COz2 ou ndo. Nas demais culturas NPQ foi elevado,
revelando a acdo de mecanismo de fotoprotecg¢do. Baseado nos estudos de Rohéacek e Bartak
(1999), Demmig-Adams e Adams (1992) e Horton ¢ Ruban (1992), podemos inferir que este
processo esta relacionado com a formagdo de zeaxantina em H. pluvialis. Esses autores
mostraram que a zeaxantina pode atuar como uma armadilha dissipativa de energia no sistema
antena e propuseram ser facilitadora da agregagdo do LHCn e, como consequéncia,
incrementaria a energia nao-radiativa. Torzillo et al. (2003) e Chen et al. (2012) analisaram a
varia¢ao de parametros da fotossintese durante o ciclo de vida de H. pluvialis e obtiveram um
aumento do NPQ em culturas sob estresse, quando observaram transformagdes morfoldgicas

de células verdes moveis em cistos vermelhos.
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Figura 38 — Valores médios obtidos para a dissipagdo fotoquimica ((P) em culturas de H. pluvialis, em fungdo do
tempo experimental. Simbolos: m Estanque: Controle; A Estanque: CO, 20%; V Estanque:
Tampéo + CO; 20%; e Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO; 20%; <« Continuo: Tampao + CO;
20%. Barra de erro representa o desvio padrdo de trés réplicas.
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Figura 39 — Valores médios obtidos para a dissipag@o nio-fotoquimica relacionado a perda de calor (NPQ) em
culturas de H. pluvialis, em func¢do do tempo experimental. Simbolos: m Estanque: Controle; A
Estanque: CO; 20%; V Estanque: Tampao + CO; 20%; e Continuo: Controle; ¢ Continuo: CO;
20%; <« Continuo: Tampao + CO;, 20%. Barra de erro representa o desvio padrao de trés réplicas.
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A concentragdo de proteinas e carboidratos para os sistemas estanque e continuos ¢
apresentada na Figura 40 e a razao proteina:carboidrato (P:C) na Figura 41. O maior contetido
de proteina foi obtido no sistema continuo tamponado e suplementado com CO2 (p < 0,05),
apresentando 546 pg células! de proteinas na fase de crescimento exponencial, 62,5% superior
em comparagdo com o controle no sistema continuo e 77% superior ao sistema estanque
tamponado e com borbulhamento de CO2. Com relagdo aos carboidratos o sistema que
apresentou maior contetido foi o sistema estanque (controle) (p < 0,05), com 95 pg células™ no
crescimento exponencial. Este valor ¢ 137,5 % superior em comparagdo com o controle no
sistema continuo. E conhecido da literatura que elevada produgio de carboidratos resulta de

células fisiologicamente ndo saudaveis.

I 1 1

600 B b .
c

480
360 d f
x| B0 0N
a ]
' )
. i
1 2 3
Tratamentos
Figura 40 — Concentrag@o de proteinas (cinza escuro) e carboidratos totais (cinza claro) durante crescimento
exponencial de H. pluvialis em modalidades de cultivo estanque e continuo. Barra de erro representa
o desvio padrdo. Tratamentos: (1) Estanque: Controle; (2) Estanque: CO, 20%; (3) Estanque:
Tampéo + CO; 20%; (4) Continuo: Controle; (5) Continuo: CO; 20%; (6) Continuo: Tampdo +

CO; 20%. Teste de comparagdo de médias: médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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A razdo P:C foi menor (p < 0,05) na cultura estanque controle, o que significa células
menos saudaveis. A cultura continua controle apresentou razdo P:C 2,4, maior do que o
estanque controle. Sabe-se que a razdo proteina:carboidrato ¢ indicativo de estado nutricional
no fitoplancton (KILHAM et al., 1997) e, de acordo com Healey e Hendzel (1980) e Kilham et
al (1997), uma diminui¢do na razao P:C indica células limitadas por nutrientes. A partir desses

resultados, podemos confirmamos o melhor estado nutricional das células mantidas na
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modalidade continua e, sob varia¢ao de pH a disponibilidade de nutrientes pode sofrer variagao
e ter sinalizado estresse as algas. Consequentemente, isso pode ter refletido na baixa razao
P:Cobservada. A razdo P:C obtida para H. pluvialis foi maior em sistema continuo foi
aproximadamente 2x maior do que o apresentado em Rocha et al. (2014), que estudou
Scenedesmus quadricauda. Acrescentamos que nesta pesquisa a condi¢do continua forneceu,

sob todos os aspectos da fisiologia analisados, as melhores respostas da microalga.

10

a
b b
8 c
6L
4+ d
2L
3 4 5 6

Tratamentos

T
1 1 1

Razio Proteina : Carboidrato

Figura 41 — Razdo proteina:carboidrato (P:C) no crescimento exponencial de culturas de H. pluvialis em diferentes
regimes de cultivo (estanque e continuo). Barra de erro representa o desvio padrdo. Tratamentos:
Tratamentos: (1) Estanque: Controle; (2) Estanque: CO, 20%); (3) Estanque: Tampao + CO 20%;
(4) Continuo: Controle; (5) Continuo: CO, 20%; (6) Continuo: Tampao + CO, 20%. Barra de erro
representa o desvio padrdo. Teste de comparagdo de médias: médias seguidas da mesma letra, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

54 CURVAS DE SATURACAO DE LUZ DE H. pluvialis EM CULTURAS CONTINUAS
E ESTANQUES.

O efeito de diferentes intensidades de luz sobre a capacidade fotossintética de H.
pluvialis foi quantificado através de fluorescéncia da clorofila em culturas estanques e
continuas. O ajuste das curvas de saturagdo de luz (Figura 42) foi feito pelo proprio
equipamento, que forneceu os valores de eficiéncia fotossintética (o). Esses valores dizem quao

eficiente ¢ a conversao da luz em energia quimica pela microalga. Os resultados mostraram que
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os maiores o foram obtidos nos sistemas continuos e na cultura estanque borbulhada e
tamponada. Em geral a variou de 0,54 a 0,62.

As células moveis exibiram diferentes respostas fisioldgicas em fungdo da modalidade
do cultivo (estanque versus continuo) e o maior valor do parametro de saturacao de luz (Ix) foi
obtido no sistema estanque borbulhado com COz, cerca de 26% maior que o sistema continuo
submetido a mesma condi¢do de borbulhamento. Nesse caso variou de 209,56 a 359,24 pumol
fotons m?2 s em todos os tratamentos. Estes resultados indicam que culturas borbulhadas com
CO2 e sem variagao de pH, possuem maior capacidade adaptativa a luz e melhores condi¢des
fisiologicas sdo a elas oferecidas. Isso ocorreu nos sistemas continuos independente de
tamponamento de pH, mas no sistema estanque, somente nas culturas tamponadas. Observamos
que nos sistemas continuos, o pH permaneceu com pouca alteracdo em decorréncia da entrada
de meio fresco e saida de meio usado. De acordo com o discutido em Parsons et al (1984)
quanto a adaptacao de microalgas a luz em curvas de saturagdo de luz, podemos extrapolar que
Haematococcus pluvialis, que normalmente vive em areas de baixa luminosidade, tais como
cavidades rochosas, periodo de outono ou inverno em lagos de regides temperadas a
subtropicais, seria classificada como uma espécie de sombra e ¢ saturada pela luz mais
rapidamente do que espécies de sol, que devera apresentar taxa fotossintética inferior a espécie
de sombra, no caso H. pluvialis.

Células vegetativas moveis em cultivos tamponados e borbulhados com CO2
apresentaram os valores mais elevados (p < 0,05) de a, da ordem de 0,62 e 0,58 umol elétrons
m™ s, Quanto ao valor de rETRmax (Tabela 7) ndo houve diferenca significativa entre os

cultivos tamponados e borbulhados (p > 0,05).

Tabela 7 — ParAmetros das curvas fotossintese-irradiancia (F-I) da populagdo de H. pluvialis em diferentes regimes
de cultivo (estanque e continuo). Barra de erro representa o desvio padrdo. Teste de comparacdo de
médias: médias seguidas da mesma letra na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. Valores fornecidos pelo Phyto-PAM.

o

Tratamentos r]li’IiBmax (Pm_zx)_z 14 Ik 2 mg C mg Chla’'/

(umol elétrons m™=s™) (pmol fotons m™ s™) umol fotons m? s°
Estanque: Controle 111,02+ 6,74 ¢ 306,37 + 12,32 0,36 £0,02 ¢
Estanque: CO» 20% 109,68 £0,32 ¢ 359,24 £ 14,21 % 0,31+0,01¢
Estanque: Tampéo + CO, 20% 129,75+4,78* 209,56 = 14,13 ¢ 0,62 + 0,02 ®
Continuo: Controle 122,76 £9,94 ® 226,19 +21,96° 0,54+£0,03°
Continuo: CO,20%; 146,03 7,12 265,69 +16,91° 0,55+0,01°
Continuo: Tampao + CO, 20% 132,45+ 8,422 229,68 +£ 13,91 ¢ 0,58 +0,01 2
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Segundo Ralph e Gademann (2005), os valores de rETR e eficiéncia fotossintética
aumentam sob condicdes de baixa intensidade luminosa e, conforme aumenta a irradiancia
seguem até saturagdo dos transportadores de elétrons, quando a eficiéncia fotossintética inicia
reducdo. Segundo Falkowski e Raven (2013), a curva de saturagdo de luz pode ser dividida em
3 partes, uma primeira em baixas intensidades de luz, onde a fotossintese ¢ apenas limitada pela
luz e por nenhum outro fator. Nessa situagdo as reagdes dependentes da luz controlam a
velocidade com que se processa a fotossintese. A segunda parte, onde se observa que a
fotossintese ndo aumenta, mas atinge um platd, condi¢do de altas intensidades de luz mais
elevadas uma segunda parte em intensidades de luz maiores. No platd, que delimita a taxa
fotossintética maxima, pois mesmo aumentando a intensidade luminosa, nao hé correspondente
aumento da taxa fotossintética, a limitacdo passa agora para as reacdes independentes da luz.
Segundo a teoria que descreve curvas de saturagdo de luz, a intensidade de luz onde a inclinagao
inicial (slope = a) e o platd se encontram descreve a razdo entre a concentragdo de enzimas
ativas na fotossintese e a concentragao de pigmentos ativos na fotossintese. Neste ponto a
intensidade de luz ¢ conhecida como parametro de saturacdo de luz (Ix), valor que pode
descrever o estado fisioldgico da alga além de dizer se espécie ¢ adaptada a sombra (Ix baixo)
ou a luz (I alto). Torzillo et al. (2005) estudou o efeito da irradiancia de luz no crescimento e
composic¢do de pigmentos em Haematococcus pluvialis. Os autores mostraram que as taxas de
transferéncia de elétrons maximas (rETRmax), medidas préximo ao platd da curva de saturagdo
de luz, diminuiram com o aumento da irradidncia, mudancas no a, e altera¢ao do Ik. No presente
trabalho, as células méveis do cultivo continuo borbulhado e tamponado apresentaram os
maiores valores de rETRmax, provavelmente devido ao aumento dos componentes da cadeia de
transporte de elétrons (MOHAMMED et al., 1995). Resultados semelhantes em torno de 81
umol elétrons m? s foram encontrados por Wang et al. (2014), quando investigando sobre a
aclimatacdo de H. pluvialis e observou alteragoes no perfil lipidico. Fan et al. (1994) estudando
os efeitos da temperatura e da irradidncia em Haematococcus pluvialis obteve no 3° dia de
cultivo, sob irradiancia de 60 pmol fotons m? s, Ik de 212 pumol fétons m? s7!'; Han et al.,
(2012) analisando os mecanismos de protegdo de células flageladas de Haematococcus pluvialis
obteve Ix em torno de 110 umol fotons m™ s! sob condigdes de cultivo de alta irradiancia (150
pmol fotons m™ s!); Wang et al. (2014) obteve valor de Ix em torno de 231 pmol fotons m? s”
I, Cosgrove (2007) investigando a produgdo priméria e os aspectos ecofisiologicos, em culturas
da microalga Nannochloropsis oculata, obteve valor de Ix em torno de 160 pmol fétons m™ s™!
, enquanto Grobbellar et al., (1996), analisando a influéncia do fotoperiodo nos processos de

fotoaclimatacdo, obteve Ix em torno de 440 umol fétons m? s™! em culturas de Scenedesmus
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obliquus Em nosso trabalho a eficiéncia fotossintética (o)) de células flageladas foi em média
proximo ao obtido por Wang et al. (2014), cujo a inicial foi de 0,35, ao investigar os processos
de aclimata¢do sob baixa e alta irradidncia em microalgas. Em nosso estudo, os maiores valores
de rETRmax foram encontrados nas culturas continuas, que ndo apresentaram variagcdo de pH,
independente da adi¢do de tampao. Observamos que todas as culturas continuas foram
submetidas a borbulhamento de CO2, que além da reposicao de meio, pode ter contribuido para
a manutencdo do pH. Nessas condi¢des, as densidades celulares eram maiores e a luminosidade
que penetrava cultura adentro era, provavelmente menor do que nas estanques, ja que a luz
incidente era a mesma. Valores elevados de rETRmax sugerem que H. pluvialis apresenta
plasticidade fisiologica respondendo positivamente a luz (KITAJIMA, 1994; VALLADARES
et al., 2002). Nessas culturas também foram obtidos os maiores valores de a e Ik (intensidade
de luz no ponto de saturacdo), significando melhor aproveitamento da luz. Esses resultados
mostraram que a espécie H. pluvialis adapta-se ao seu ambiente de luz por meio de ajustes no
nimero e tamanho das unidades fotossintéticas, de forma que a irradiancia recebida seja

utilizada mais eficientemente (CHOI et al., 2003; LABABPOUR et al., 2004).
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Figura 42 — Curva de Saturagdo de Luz (RLC): Fotossintese (rETR) versus Irradidncia (PAR) de H. pluvialis sob
diferentes condi¢des de cultivo. A: curva com todos os pontos; B: ampliagdo de parte da curva A,
incluindo rETR (0 — 140) e PAR (0 — 350). Simbolos: » Estanque: Controle; m Estanque: CO,
20%; @ Estanque: Tampao + CO, 20%; ¢ Continuo: Controle; A Continuo: CO, 20%; ¢ Continuo:
Tampéo + CO; 20%. Barra de erro representa o desvio padrao de trés réplicas.
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6 CONCLUSOES

e H. pluvialis, como a maioria dos flagelados, apresenta ciclo de vida complexo ¢
responde através de encistamento as variagdes nas condi¢cdes do meio. O meio de cultura
LC Oligo modificado foi, dentre os testados, aquele que mais se adequou aos propdsitos

de aumento de densidade celular nas culturas.

e A manuteng¢do de pH de cultivo dentro de amplitude estreita proximo de pH 6.3 forneceu
um ambiente quimico mais estavel para as células, proporcionando as melhores
condi¢des para a germinacdo dos cistos, diminui¢do da fase de laténcia (lag) para iniciar
o crescimento exponencial e apresentou a maior taxa de crescimento em relagdo as
culturas tamponadas em pH 6.0, 6.7, ¢ 7.2. Esses resultados foram suportados pela maior
densidade de células e valores de Fv/Fm proximos dos ideais para microalgas em geral
(~ 0,70 — 0,80). No entanto, o indicador de células saudaveis, a razao P:C, foi maior (~
4,0) para culturas tamponadas em pH 6.7, enquanto lipidios totais ndo foram

correlacionados com pH das culturas.

® O sucesso ou fracasso da produtividade de biomassa de H. pluvialis depende do sistema
de cultura. Para sucesso, recomenda-se a manutengao de altas taxas fotossintéticas. As
culturas continuas suplementadas com CO2 e tamponadas em pH 6.3 renderam mais
biomassa do que culturas estanques nas mesmas condi¢des. Nas culturas continuas, a
manutencdo do pH, estabilidade na atividade fotossintética e razdo
proteinas:carboidratos foram mantidas em valores melhores do que nas culturas
estanques. As culturas continuas apresentaram maior taxa de transferéncia de elétrons
(rETRmax) € com isso, conclui-se que apresentam maior capacidade adaptativa a luz,

confirmando a predominancia de células moveis nesses sistemas.
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