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RESUMO

As microalgas podem ser consideradas verdadeiras fabricas fotossintéticas, sendo
fontes potenciais de uma vasta gama de bioprodutos. Dentre os produtos de alto
valor agregado e de interesse biotecnologico estdo os pigmentos carotendides que
sdo matérias-primas para industria farmacéutica, de suplementos alimentares e de
cosméticos. Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis sao exemplos de
microalgas com grande potencial de sintese de carotendides como B-caroteno e
astaxantina, respectivamente e, quando submetidas a condigdes estresse acumulam
grandes quantidades no interior das células. Neste trabalho essas duas espécies de
microalgas foram submetidas as condi¢des de estresse por deficiéncia de nitrogénio
e estresse luminoso, com intuito de avaliar a produ¢do dos pigmentos carotendides
em cada condigdo, além de conhecer o perfil protéico dessas microalgas a partir de
analises de eletroforese, a fim de observar a expressdo de proteinas que possam
estar relacionadas com a resposta cada tipo estresse. A partir dos resultados,
concluiu-se que a privagdo do nitrogénio no meio de cultura limitou o crescimento
das duas microalgas. A microalga D. salina atingiu elevadas concentrac¢des celulares
quando cultivada em elevada intensidade luminosa. No entanto, 0 mesmo nao foi
observado para microalga H. pluvialis, onde a exposicdo continua a alta
luminosidade atuou de forma negativa ao aumento do numero de células. Em
relacdo ao conteudo de beta-caroteno e astaxantina, a luz contribuiu de forma
significativa para o aumento da produgdo dos pigmentos nas microalgas. No
entanto, a privacéo do nitrogénio no meio resultou em um menor numero de células,
0 que pode ter influenciado na producdo de pigmentos. Porém, foi observado
microscopicamente e visualmente, que a auséncia desse elemento possibilitou a
producado mais rapida do pigmento nas células, resultando na mudanca precoce da
cor do cultivo. Avaliando a expressao das proteinas nas microalgas submetidas as
condicbes de estresse, foi observada uma variagdo de bandas nas diferentes
culturas. A presenca de bandas em torno de 29 e 45kDa foram comuns as duas
microalgas, independente das condi¢cdes de cultivo. Para a microalga D. salina foi
destacada a expressao de proteinas em torno de 50, 60, 66, 90 e 95 kDa em ambas
condi¢gdes de estresse. Ja para microalga H. pluvialis foi observada a presenca de
bandas de 17 e 20kDa nas condi¢cbes de estresse. A expressao de determinadas
proteinas com diferentes pesos moleculares foram apontadas como possiveis HSPs
em resposta da D. salina e H. puvialis as condigbes ambientais analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Condicbes de estresse; sintese de pigmentos; perfil protéico;
Dunaliella salina; Haematococcus pluvialis.
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ABSTRACT

The microalgae can be considered true photosynthetic plants being potential sources
of a wide range of bioproducts. Among the products of high added value and
biotechnological interest are the carotenoid pigments which are raw materials for
pharmaceuticals, food supplements and cosmetics. Dunaliella salina and
Haematococcus pluvialis are examples of microalgae with great potential for
synthesis of carotenoids such as B-carotene and astaxanthin, respectively, and when
subjected to stress conditions accumulate large amounts inside the cells. In this
paper these two microalgae species were subjected to stress conditions by nitrogen
deficiency and light stress, in order to evaluate the production of carotenoid pigments
in each condition, besides knowing the protein profile of these microalgae from
electrophoresis analyzes, the to observe the protein expression that may be related
to stress response each type. From the results, it was concluded that the nitrogen
deprivation in the culture medium the growth of both limited microalgae. The
microalga D. salina reached high cell concentrations when grown in high light
intensity. However, this was not observed for microalgae H. pluvialis, where
continuous exposure to high light acted negatively increasing the number of cells.
Regarding the content of beta-carotene and astaxanthin, the light contributed
significantly to increased production of pigments in microalgae. However, deprivation
of nitrogen in the medium resulted in a smaller number of cells, which may have
influenced the production of pigments. However, it was observed visually and
microscopically, the absence of this element enabled faster production of the pigment
cells, resulting in premature color change of cultivation. Assessing the expression of
proteins in microalgae undergo stress conditions, we observed a variation of bands in
different cultures. The presence of bands around 29 and 45kDa were common both
microalgae, regardless of culture conditions. For the microalga D. salina was
highlighted the expression of proteins of approximately 50, 60, 66, 90 and 95 kDa in
both stress conditions. As for microalgae H. pluvialis was observed the presence of
bands of 17 and 20kDa stress conditions. A expression of certain proteins with
different molecular weights were identified as possible HSPs in response D. salina
and H. puvialis environmental conditions analyzed.

KEYWORDS: Terms of stress, synthesis of pigments, protein profile, Dunaliella
salina, Haematococcus pluvialis.
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1. INTRODUGAO
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As microalgas representam um grupo extremamente diversificado, porém
altamente especializado de micro-organismos adaptados a diferentes habitats
ecologicos. Essa habilidade de sobreviver e proliferar em um amplo espectro
ambiental €, em grande parte, refletida em sua diversidade e na capacidade de
modificar o seu metabolismo de forma eficiente em resposta a mudancas no
ambiente (HU et al., 2008).

Por realizarem fotossintese, as microalgas atuam como sistemas de
sequestro de CO, atmosférico convertendo-o em carboidratos e biomassa,
desempenhando um grande papel na cadeia alimentar e sendo os produtores
primarios de energia. Além disso, a fixacdo de CO; por culturas fotoautotroficas de
microalgas tem o potencial de diminuir a liberacdo de CO, para a atmosfera,
ajudando a amenizar os problemas do aquecimento global (FIELD et al. 1998; ONO e
CUELLO, 2005).

Segundo Cohen (1986) e Chisti (2007), o cultivo de microalgas apresenta
outras vantagens, tais como: sao facilmente cultivadas; sdo capazes de sobreviver e
se proliferar em uma ampla gama de condi¢bes ambientais quando comparadas
com espécies de vegetais superiores, o que resulta em enorme produtividade;
ocupam pequenas areas de produgao e permitem a manipulagdo das condigdes de

cultivo.

Do ponto de vista biotecnolégico, as microalgas sdo muito ricas em sua
composicédo, podendo conter carboidratos, acidos graxos, proteinas, pigmentos,
vitaminas, entre outras substancias, o que as tornam fontes potenciais para
obtencdo de diversos bioprodutos utilizados para alimentagdo humana e animal,

industrias farmacéuticas, de biocombustiveis e cosméticas (POTVIN; ZHANG, 2010).

Dentre os produtos de alto valor agregado e de interesse biotecnoldgico estao
os pigmentos carotendides. O cultivo de microalgas como fonte de pigmentos se
ampliou apdés década de 80, tornando-se uma alternativa substancial e viavel
(LOURENCO, 2006). Do ponto de vista comercial, os carotendides e as
ficobiliproteinas parecem ser os mais importantes pigmentos produzidos pelas
microalgas. Carotendides sdo uma classe generalizada de pigmentos lipossoluveis
que além de seu papel na coloragdo, atuam como pro-vitamina A e antioxidantes

bioldgicos, protegendo as células e tecidos dos efeitos nocivos de espécies reativas
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de oxigénio (HALLMANN, 2007). Por isso, muitos carotendides sao utilizados como
matéria-prima na industria farmacéutica, de suplementos alimentares e de

cosmeéticos.

Carotendides produzidos naturalmente por microalgas compreendem apenas
uma fragdo do mercado mundial, isso devido ao predominio de formas sintéticas. No
entanto, dois fatores vém sustentando a continuidade da producgéo de carotendides
por microalgas: o primeiro esta relacionado as propriedades das moléculas nativas,
uma vez que tratando-se do B-caroteno, isbmeros cis e trans podem ser produzidos
naturalmente e a presengca dos mesmos pode acarretar em maior atividade
biolégica. Ja sinteticamente, apenas a forma trans da molécula €& possivel
(LOURENCO, 2006). O outro fator € o grande interesse mundial no consumo de

produtos naturais o que tem alavancado a abertura de empresas em varios paises

Carotenoides. Os carotendides sdo hidrocarbonetos conhecidos como
carotenos, enquanto que derivados oxigenados desses hidrocarbonetos s&o
conhecidos como xantofilas. A mais proeminente das xantofilas é a astaxantina, que
pode ser extraida a partir da microalga verde Haematococcus pluvialis (HALLMANN,
2007). O B-caroteno e outros carotendides também s&o produzidos em larga escala
pela Dunaliella salina. Grandes instalacées de producédo comercial nos EUA e Israel
ja processam a biomassa da Dunaliella salina como fonte de [(-caroteno
(SPOLAORE et al, 2006).

Para sintetizarem grandes quantidades de pigmentos carotendides as
microalgas sdo induzidas por fatores que estimulem a carotenogénese. Entéao,
quando submetidas a condigdes ambientais adversas para seu crescimento,
produzem esses pigmentos levando ao acumulo em grande quantidade no interior
das células (HENRIQUES et al, 1998).

Nessas condicbes, a microalga Dunaliella salina pode ser fortemente
estimulada podendo exibir coloragdo amarela progressivamente mais intensa devido
a grande sintese do B-caroteno, podendo compor 14% do peso seco. Ja as células
da Hematococcus pluvialis assumem a coloragdo avermelhada, com formagédo de
cistos densos e sem flagelos, com amplo acumulo de astaxantina (LOURENCO,
2006).
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Conhecer o perfil protéico dessas microalgas em condi¢cdes de estresse é
necessario, uma vez que elas tém sido amplamente utilizadas na engenharia de
producéo na biossintese de diversos pigmentos naturais (TRAN et al, 2009). No
entanto, a compreensao de como cada fator de estresse pode modificar a expresséo
proteica € um fator chave, ainda pouco estudado. Utilizando-se a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) é possivel conhecer o perfil das
proteinas expressas em microalgas quando submetidas a determinadas condi¢des
ambientais adversas, como também indicar proteinas alvos envolvidas na resposta a
cada tipo de estresse. Além disso, € importante conhecer como cada fator de
estresse pode atuar na producdo dos carotenodides presentes nas microalgas D.
salina e H.pluvialis, uma vez que as condi¢cdes de cultivo podem interferir na
producdo e na composicdo dos pigmentos, como observado por Yuan e Chen
(1998).

Neste contexto, buscoi-se determinar de forma quantitativa e qualitativa a
producao de pigmentos em duas espécies de microalgas, Dunaliella salina e
Haematococcus pluvialis, submetidas ao estresse pela falta de nitrogénio e alta
luminosidade, assim como identificar proteinas que possam estar envolvidas em

cada uma dessas condigdes.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1 MICROALGAS: UMA BREVE DESCRICAO

As microalgas pertencem a um grupo bastante heterogéneo de organismos
(OLAIZOLA, 2003), sendo os primeiros a crescerem e se proliferarem nos oceanos a
mais de 3 bilhdes de anos atras, quando o ambiente da Terra era formado. Também
chamados de fitoplactons, as microalgas possuem clorofila a e através do
mecanismo da fotossintese imobilizam o diéxido de carbono atmosférico na
presenca de luz, convertendo a energia solar em energia quimica, produzindo
compostos organicos e oxigénio (SUMI, 2009; HARUN et al., 2010)

As microalgas podem ser considerardas fabricas fotossintéticas celulares
(METTING; PYNE, 1986), sendo descritas como plantas "inferiores" que n&o
possuem caules verdadeiros, raizes e folhas, mas que desempenham um grande
papel na cadeia alimentar. Sdo os produtores primarios de energia responsaveis
pela producdo primaria liquida de aproximadamente 52 milhdes de toneladas de
carbono organico por ano, que corresponde a pelo menos 50% do total de carbono

organico produzido na terra a cada ano (FIELD et al, 1998).

A quantidade exata de espécies ainda é desconhecida, porém estima-se que
haja cerca de 100.000 microalgas diferentes distribuidas em todo o mundo, vivendo
nao somente nos oceanos, como também podendo ser encontradas em aguas
doces e na superficie de todos os tipos de solos (SUMI, 2009; TOMASELLI, 2004a).
Estas sdo capazes de sobreviver em outros tipos de habitat, os quais podem ser
bastante extremos, tais como ambientes hipersalinos, de baixa temperatura ou
aguas acidas. Assim, constituem um grupo altamente diversificado de espécies
podendo encontrar um amplo espectro de fendtipos diferentes: individuos
unicelulares, coloniais ou filamentosos, sendo a maioria geralmente de vida livre e
algumas espécies simbitticas (HALLMANN, 2007; TOMASELLI, 2004b).

As microalgas sédo separadas em grandes grupos de acordo com as
caracteristicas  citolégicas, morfoloégicas, quimicas e reprodutivas. Os
microrganismos eucarioticos autétrofos sdo geralmente divididos de acordo com o
tipo de luz refletida por seu aparato fotossintético: Rhodophyta (algas vermelhas),
Chrysophyceae (algas douradas), Phaeophyceae (algas castanhas) e Chlorophyta
(algas verdes). Seu aparato fotossintético € organizado nos cloroplastos, que

contém camadas alternadas de membranas de lipoproteinas (tilacéides) e a fase
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aquosa, o estroma (MASOJIDEK et al, 2004). Os sistemas atuais de classificagéo
consideram além dos tipos de pigmentos, outros critérios como produtos naturais
estocados e os constituintes da parede celular (LOURENCO, 2006; TOMASELLI,
2004).

Dentro desse contexto destaca-se a Divisdo Chlorophyta, grupo considerado
mais diversificado, que compreende as algas verdes, englobando uma série de
organismos com variagbes morfolégicas indo das formas microscopicas as
macroscopicas. Esses organismos sao dotados de pelo menos um plasto
fotosintetizante, variando o numero e a forma de acordo com as espécies. Possuem
pigmentos de clorofila a, b, e carotendides encontrados nos cloroplastos. De forma
exclusiva nas algas verdes o amido é produzido dentro dos cloroplastos como
substancia de reserva, assim como nas plantas. Em geral as cloréfitas s&o providas
de paredes celulares rigidas constituidas, em alguns géneros, por uma estrutura
fibrilar de polissacarideos tais como celulose e inserida em uma matriz n&o fibrilar de
hemicelulose e substancias pécticas incorporadas a celulose (RAVEN, 1996).

As caracteristicas do aparato flagelar constituem importantes marcadores
filogenéticos para distribuicdo dos grupos que compdem as Chlorophyta. Algumas
sdo células vegetativas flageladas, enquanto outras apresentam essa estrutura
apenas nas células reprodutivas. Existe uma grande variedade de padrbes e
detalhes nos ciclos sexuais das algas verdes, a reprodugdo vegetativa ocorre
através de divisao celular simples, comum entre algas. Outros tipos de reproducéo
assexuada ocorrem pela fragmentagcdo e pela produgdo de esporos, nomeados
zodsporos se flagelados e aplanésporos os nao flagelados. A reproducéo sexual nédo
€ uma caracteristica universal nas algas, embora ocorra no ciclo de vida da maioria
das espécies, onde ocorre a combinagdo de gametas havendo muitas vezes a
diferenciacdo na morfologia e na dimensdo (isogamia, anisogamia e oogamia), a
partir de dois organismos da mesma espécie. Nos individuos unicelulares ocorrem
duas divisdes mitdticas que resultam na formagéo de quatro gametas haploides que
sdo as células vegetativas. Os gametas das cloréfitas sdo células especializadas
(LEE, 1999 apud LOURENCO, 2006, p.125), cujo pareamento, fuséo e a cariogamia
resultam na formac&o de um zigoto diploide, que se divide por meiose gerando
células haploides vegetativas (RAVEN, 1996); TOMASELLI, 2004; LOURENCO,
2006).
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Diante da enorme variabilidade morfolégica, reprodutiva € no modo de vida
das microalgas, ndo somente da Divisdo Clorophyta, tem sido despertado um
notavel interesse na area da pesquisa, buscando novas descobertas e vastas
aplicagbes com importancia econdémica, tornado as microalgas organismos

promissores em cultivos de larga escala para producgéo industrial.

2.2 CULTIVO DE MICROALGAS NO MUNDO E NO BRASIL

A utilizacao dos beneficios provenientes das microalgas ndo € um fato novo.
Espécies de algas verde-azuladas (cianoficeas) tém sido utilizadas como um
alimento rico em nutrientes por muitos séculos na Asia, Africa e México (OLAIZOLA,
2003; RAVEN, 1996; SPOLAORE et al., 2006a). Os primeiros registros histéricos
que indicam a utilizacdo de microalgas por humanos foram feitos pelas civilizagbes
chinesas que usaram o género Nostoc como fonte alternativa de alimento ha 2000
anos (SPOLAORE et al., 2006b).

No entanto, o cultivo em larga escala de microalgas apenas comegou apdés a
Segunda Guerra Mundial, quando os Estados Unidos, Japdo e Alemanha
enfrentaram escassez de alimentos, sendo forcados a considerar fontes alternativas
de proteina para o aumento da demanda populacional (POTVIN e ZHANG, 2010).
De acordo com Lourenco (2006), o cultivo de altas densidades e volumes de
microalgas comegou a ser realizado no ano de 1940, por meio de experimentos
conduzidos de forma independente nestes trés paises e praticamente todos os

estudos de producao de microalgas envolviam o cultivo do género Chlorella.

A cultura em escala comercial de biomassa microalgal iniciou-se no Japéo na
década de 60, onde empregava-se o cultivo de Chlorella. Em 1970 surgiram os
primeiros campos de aquacultura (BOROWITZKA, 1999; PULZ e
SCHEIBENBOGEN, 1998). Nos anos 80, ja existiam 46 grandes fabricas na Asia
que produziam mais de 1.000 kg de microalgas/ por més, principalmente Chlorella,
seguido da produgdo comercial de Dunaliella salina, como fonte de [-caroteno,
tornando a Asia o terceiro maior polo industrial na produgéo de microalgas em 1986 .
Logo apds, outras plantas de cultivo comercial foram sendo instaladas em Israel e

nos EUA e ultimamente, varias plantas foram instaladas para produg¢ao da microalga
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Haematococcus pluvialis como uma fonte de astaxantina nos EUA e na india (PULZ;
GROSS, 2004).

Lourenco (2006), relata que as atividades de cultivo de microlgas no Brasil
comecaram a ser desensenvolvidas apenas quando, em nivel internacional, ja havia
uma grande diversificacdo dos estudos e aplicagdes bioctenoldgicas em varios
paises. Os primeiros estudos foram realizados na década de 70, na Universidade
Federal de S&o Paulo, onde também foi iniciada a criagdo das primeiras cole¢des de
microalgas marinhas. Somente a partir dos anos 80, o cultivo de microalgas
comecgou a se difundir para outros estados do pais, envolvendo pesquisadores e
universidades. Nos ultimos 15 anos tem sido mais notavel a participagdo brasileira
no cenario internacional, com trabalhos envolvendo diferentes especialidades

referentes ao cultivo de microalgas.

Atualmente, muitos estudos estdo sendo realizados buscando-se melhores
solugbes para o cultivo de microalgas, integrando desde melhores condi¢cdes de
cultivo em termos nutricionais até a busca do aperfeicoamento no design de
sistemas de cultivo que promovam maior produtividade de biomassa. Na Figura 2.1

sdo representados alguns sistemas de produ¢do de biomassa microalgal.
2.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS MICROALGAS

As microalgas naturalmente ja desempenham um papel de grande
importancia na natureza, pois como produtores primarios possuem uma elevada
participacéo no balango global da fotossintese. Assim, segundo Ono e Cuello (2005)
a fixagdo de CO; por culturas fotoautotréficas de microalgas tem o potencial de
diminuir a liberagcdo de CO, para a atmosfera, ajudando a amenizar os problemas

relacionados com aquecimento global.

Da mesma forma, Kurano e colaboradores (1995) afirmam que o cultivo em
larga escala de microalgas surge como uma alternativa para reduzir os niveis
atmosféricos de CO,, pois possuem rapido crescimento e podem ser cultivadas de
maneira intensiva, podendo representar uma contribuicdo para diminuicdo do “efeito

estufa”.
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Figura 2.1- Em a) Fotobioreator tipo placa plana de vidro, produgdo em massa de Nannochloropsis sp
(Fonte: CHENG-WU et al, 2001); b) Produgao de Spirulina em raceway (Fonte: BENEMANN, 2008);
c) Fotobioreator tubular helicoidal (Fonte: CHISTI, 2007).

Em sua composicdo basica, a biomassa de algas €& rica em lipidios,
carboidratos e proteinas o que determina seu valor economico global. Aliadas a
essas caracteristicas naturais, juntamente com a facilidade no cultivo, as microalgas
se tornaram objeto de pesquisa nas mais modernas areas de investigagdo, como na

biotecnologia e no melhoramento genético.

Para Henriques (1998), a utilizagdo biotecnolégica das microalgas obedece
ao pressuposto de usufruir da sua capacidade fotossintética com objetivo de
produzir biomassa que pode ser usada como fonte alimentar, energética ou para
producdo de compostos quimicos. Assim como qualquer outro microrganismo, as
microalgas reagem a variagbes do meio externo com alteracbes metabdlicas
internas, o que permite a manipulacédo das condi¢cdes de cultivo para que estimule a
biossintese de compostos que vai de enzimas a farmacos e até alguns produtos de
elevado valor comercial. Na Figura 2.2 sao apresentadas as diferentes aplicagdes

para o uso da biomassa microalgal.
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Atualmente, toneladas de algas s&o destinadas a cada ano para as industrias
biotecnolégicas com diferentes fins. A biomassa microalgal ainda &€ muito usada
principalmente para a alimentagdo de animais e como suplemento nutricional para
consumo humano, devido as suas diferentes propriedades quimicas, alto contetudo
de proteinas, de vitaminas e valor nutritivo (POTVIN; ZHANG, 2010).
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Figura 2.2 — llustracéo do processo de captura de CO, em fotobioreatores, utilizando
microalgas (Fonte: Adaptado de (Skjanes, 2007)

Microalgas destinadas para nutricdo humana sdo comercializadas em
diferentes formas, tais como comprimidos, capsulas e liquidos, sendo o mercado
liderado por produtos contendo os géneros Chlorella e Spirulina (PULZ; GROSS,
2004). Muitos estudos apontam que a biomassa de microalgas pode ser
incorporada na alimentagéo para uma grande variedade de animais, sendo que 30%
da producdo mundial de algas é destinada para a alimentagéo animal, prevalecendo

a producéo e a utilizacdo da microalga Spirulina (BECKER, 2004).

A importancia das microalgas na aquicultura ndo é surpreendente, uma vez
que sao também fontes naturais de alimentos para moluscos, camarbes e algumas
espécies de peixes, como o salmdo (HALLMANN, 2007). As principais aplicagdes de

microalgas na aquicultura estdo associadas com a nutrigdo, utilizada como
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componente Unico ou como aditivo alimentar basico de nutrientes, de forma fresca
(SPOLAORE et al., 2006).

Atualmente, o valor potencial das microalgas para produzir biocombustiveis
€ amplamente reconhecido. O interesse em microalgas para a produgédo de dleo é
devido ao elevado teor de lipidios de algumas espécies, tornando-se um alvo
consideravel para a industria de biodiesel (RODOLFI et al., 2009a; WILLIAMS e
LAURENS, 2010). Sob condi¢cdes ambientais desfavoraveis ou sob algum tipo de
estresse, muitas microalgas sé&o capazes de alterar sua via de biosintese de lipidios
direcionando-a para a formagdo e acumulo de lipidios neutros, principalmente de
triacilglicerdis, os quais sdo os melhores substratos para produzir biodiesel (HU et
al., 2008). Outras microalgas tém sido avaliadas para converséo da biomassa em
metano ou etanol através da fermentagdo anaerdbica. Além disso, a biomassa
residual apds a extracdo do 6leo pode ser utilizada para produzir fertilizantes e
corretivos para solos, especialmente para horticultura (HALLMANN, 2007; RODOLFI
et al., 2009b).

As algas oferecem um reservatério inexplorado de valiosos compostos
quimicos e farmacéuticos. Atualmente, muitas pesquisas sao direcionadas
principalmente para utilizagdo bioprodutos oriundos de microalgas como acidos

graxos, pigmentos, vitaminas e outros compostos bioativos.

Uma grande importancia tem sido dada ao suprimento das fontes de &cidos
graxos poli-insaturados. Isto ocorre devido ao acentuado aparecimento de uma série
de doencas relacionadas ao baixo consumo destes compostos, bem como a sua
reconhecida significancia terapéutica, especialmente aqueles da familia Omega-3 e
Omega-6 (DERNER et al, 2006; SIMOPOULOS, 2002). Becker (2004) afirma que
em algumas espécies os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) representam entre
25 e 60% dos lipidios totais, tornando essas espécies alvos muito promissores no

ramo da biotecnologia, em especial na industria de alimentos funcionais.

Além disso, as microalgas também representam uma valiosa fonte de quase
todas as vitaminas essenciais como, A, do complexo B, C, E, acido félico, entre
outras (BECKER, 2004). Em trabalho realizado por Brown e colaboradores (1999),
foi sugerido que as microalgas podem fornecer niveis adequados de vitaminas para

as cadeias alimentares na aquicultura.
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Na area da farmacologia alguns trabalhos ja estdo sendo desenvolvidos
utilizando extratos de cianobactérias para serem usados como imuno-moduladores
em produtos farmacéuticos (PULZ; GROSS, 2004).

2.4 SINTESE DE PIGMENTOS CAROTENOIDES A PARTIR DE
MICROALGAS.

As microalgas ndo possuem apenas as clorofilas que conferem a muitas
espécies a coloracao verde, mas também os pigmentos carotendides que permitem
qgue algumas espécies de microalgas possuam diferentes tonalidades variando entre
o vermelho, laranja e amarelo. Dentre as classes de pigmentos produzidos em algas
estdo as clorofilas, ficobilinas e carotendides, estes ultimos mais explorados
comercialmente(LOURENCO, 2006; HALLMANN, 2007).

Os carotendides representam um grande grupo de cromoéforos bioldgicos,
existindo cerca de 400 conhecidos na natureza. Pertencem a uma classe de
pigmentos lipofilicos e soluveis em solventes orgénicos, cuja estrutura € composta
por uma cadeia de polieno - 40 carbonos, associada com grupos ciclicos (anéis),
como mostrado na Figura 2.3. Assim, os carotendides s&o dividos em: carotenos,
que sao hidrocarbonetos como o a- caroteno e B-caroteno; xantofilas, que sao
derivados oxigenados desses hidrocarbonetos que possuem o oxigénio presente
como grupos-OH (por exemplo, a luteina), como oxi-grupos (por exemplo,
cantaxantina) ou como uma combinacdo de ambos (por exemplo, astaxantina)
(GUEDES, 2011; HALLMANN, 2007; MASOJIDEK et al, 2004).

Na maioria das microalgas verdes, os carotenos e as xantofilas s&o
sintetizadas dentro de plastideos, onde se acumulam. Por outro lado, algumas
xantofilas, como exemplo da astaxantina no género Haematococcus, se acumulam
no citoplasma, o que levanta a possibilidade de haver um sitio de biossintese extra-
plastidica de carotenoides. Alternativamente a essa consideragdo, essas xantofilas
sintetizadas no cloroplasto podem ser exportadas e, consequentemente, se
acumularem no citoplasma justificando assim a sua presengca em todos os
compartimentos celulares (JIN et al., 2003; RABBAN!I et al., 1998).



30

=N Wy
= SN N =
B-caroteno italing
o i
] -
|
AR A I RN
-
HO
Q
o
Cantaxantina Astaxantina

Figura 2.3- Estrutura quimica de alguns pigmentos carotendides encontrados em microalgas
(Fonte: Adaptado de JIN et al, 2003).

Os carotendides desempenham fungdes importantes nas microalgas, atuando
como pigmentos acessoérios possibilitando o aumento da captacéo de luz a ser
transferida para excitagdo da Chl a. Também contribuem para estabilizacdo da
estrutura e ajuda no funcionamento dos complexos fotossintéticos, desempenhando
um papel de filtro que protege os fotossistemas quando ha excesso de luz.
Possuem além disso, a atividade intrinseca como antioxidante, o que constitui a
base para sua acgéo protetora contra o estresse oxidativo, sendo capazes de inativar
os radicais livres e espécies reativas de oxigénio (MASOJIDEK et al, 2004;
LOURENCO, 2006; GUEDES et al, 2011).

Do ponto de vista biotecnolégico, carotendides como o [(-caroteno e
astaxantina, se destacam no uso comercial. O crescente interesse industrial por
esses pigmentos pode ser explicado por que além de serem bastante utilizados
como corantes naturais em alimentos e como aditivo alimentar para homem e
animais, também desempenham propriedades terapéuticas e nutricionais, pois
atuam como provitamina A e como antioxidantes biolégicos. Além disso, tém sido
encontrados indicios de que essas moléculas possuam a fungcdo de
quimiopreventivos terapéuticos com efeito anticancerigeno (GARCIA-GONZALEZ et
al., 2005; GOUVEIA e EMPIS, 2003; HALLMAM, 2007; SPOLAORE et al. 2006).

Vale ressaltar também o crescente interesse no uso dos carotendides em
produtos farmacéuticos e em cosméticos. Como sdo componentes antioxidantes de
uma fonte natural, a sua aplicagdo em cosméticos esta se desenvolvendo rapido,

especialmente para comésticos que possam oferecer protecéo contra os efeitos do
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sol, em combinagdo com outras substancias antioxidantes ou bioativas a partir de
microalgas, representando uma area de alta demanda. Em aplicagbes
farmacéuticas, propriedades antiinflamatérias s&o atribuidas aos carotendides,
podendo servir como alternativa na terapia contra determinados tipos de doencas
inflamatoérias (PULZ; GROSS, 2004).

Entretanto, os carotendides oriundos de microalgas (natural) representam
uma pequena fracdo no mercado mundial, existindo a prevaléncia das formas
sintéticas. Este fato esta relacionado com o dominio do processo de produc¢ao que
eleva ainda o custo final dos produtos. Embora as formas sintéticas sejam muito
menos dispendiosas do que as naturais, carotendides de microalgas tém a
vantagem de fornecer tipos de isdbmeros na sua razao natural (GARCIA-GONZALEZ
et al., 2005; GUERIN et al, 2003). No que diz respeito as propriedades
diferenciadas dos isdmeros produzidos, no caso do B-caroteno, os isdbmeros naturais
sdo considerados superiores a forma trans sintética (SPOLAORE et al 2006; SINGH,
2005). O B-caroteno natural ainda € preferido pelo mercado no ramo da saude
porque € uma mistura dos isdmeros trans e cis, mistura que dificilmente pode ser
obtida através da produgao sintética e, além disso, acredita-se que a presenca dos
dois isbmeros na susbstancia natural acarrete em uma atividade biolégica mais
acentuada e que os isOmeros cis possuam caracteristicas antineoplasicas
(DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 2002).

Sendo assim, os compostos naturais sao fontes constantes de novos
protudos e drogas, oferecendo uma diversidade de moléculas que estdo sub-

representadas em compostos sintéticos.
2.4.1 Dunaliella salina fonte natural de B-caroteno

O género Dunaliella pertence ao grupo das Chlorophyta, estando na classe
Chlorophyceae, sendo caracterizado por microrganismos unicelulares movéis,
biflagelados e de forma celular ovéide (geralmente na forma de uma péra), com o
lado basal da célula mais largo e estreito na parte superior, onde se localizam os
flagelos. As células de Dunaliella carecem de uma rigida parede celular
polissacaridica e estdo envolvidas por uma membrana fina e elastica. A falta de uma
parede celular rigida permite as células rapidas mudancas de volume, em resposta a

alteragcdes na pressdo osmotica extracelular. O género Dunaliella pode ser
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encontrado em diferentes habitats marinhos desde que predomine nos corpos
d'agua concentragbes muito elevadas de sal e altos niveis de magnésio (BEN-
AMOTZ, 2004).

Este género halotolerante, sob concentra¢gdes extremas de sal acima da
saturacdo, perde seus flagelos e as mucosas cirdundantes, tornando-se células
redondas com a formacao de uma parede espessa, tornando-se um cisto resistente
a desidratag&o, associada com a producgdo de glicerol. A concentragao intracelular
de glicerol & diretamente proporcional a concentragdo de sal extracelular, que
funciona como uma substancia osmoreguladora equlibrando a microalga com o meio
externo, sendo suficiente para suprimir todas a necessidades citoplasmaticas (KATZ
et al., 2007).

A microalga Dunaliella salina ndo € somente capaz de crescer em
concentragcbes muito elevadas de sal, mas também de acumular niveis
extremamente altos de B-caroteno. Segundo Metting (1996), D. salina é
considerado o organismo mais adequado para a produgdo em massa de [3-caroteno,

uma vez que pode produzir deste pigmento até 14% do seu peso seco.

Em condi¢des normais a microalga € estimulada a crescer, apresentando a
coloracdo tipicamente verde. A sintese de [(-caroteno aumenta com a
desestabilizacdo das condigdes fisiologicas das células criadas por algum tipo de
estresse. Com as alteragcbes no balango fisiolégico, ha a formacao excessiva de
espécies reativas de oxigénio e, nessas condi¢cdes a carotenogénese é fortemente
estimulada. Assim para se proteger e continuar crescendo, as células sao
destinadas a gerar quantidades adicionais de [-caroteno, levando ao predominio da
coloracdo alaranjada progressivamente mais intensa (BOUSSIBA et al, 1992; PISAL
e LELE, 2005).

O B-caroteno produzido na Dunaliella se acumula dentro de distintos
glébulos lipidicos nos espacos intertilacoidiais, sendo composto principalmente de
dois estereoisbmeros frans e cis. A via biossintética de carotendides € a mesma
encontrada em outros organismos eucaridticos e nas plantas, com 0os mesmos
substratos e produtos intermédiarios (Figura 2.4). No entanto, a reacdo de
isomerizagdo bioldgica que eventualmente produz 9-cis B-caroteno em Dunaliella,
ainda néo ¢é identificada (EBENEZER e PATTENDEN, 1993).
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A espécie D. salina pode ser cultivada em taques abertos em virtude da sua
capacidade de crescer em ambientes de salinidade extrema, o que diminui os niveis
de contaminagdo com outras microalgas e por também ser tolerante a grande
amplitude de temperaturas. Além disso, alguns autores ainda consideram as
seguintes vantagens em relacdo a D. salina: a ruptura das células € mais facil do
que em outras algas por que a natureza da parede é mais simples; facilidade de
cultivo em laboratério e crescimento relativamente rapido; resisténcia a diversas

condi¢cdes ambientais € maior do que em outras algas.
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Figura 2.4 — Esquema ilustrativo dos estagios da biossintese de carotendides e algumas
enzimas envolvidas. (Fonte: Adaptado de HENRIQUES et al., 1998; VALDUGA, 2009)

Por essas caracteristicas raras a outros microrganismos, o cultivo extensivo
da D. salina é crescente, ja existindo plantas operacionais com varias unidades de
producao industrial em lIsrael, EUA , China e Australia, sendo que nesta ultima
encontra-se o maior produtor desta estirpe no mundo, a Cognis Nutrition and Health
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2005). Sdo comercializados produtos que derivam de
D. salina em forma de extratos de B-caroteno, em p6 para uso humano e a biomassa
seca destinada a alimentagcéo animal. Os precos desses produtos nos EUA variam
de US$ 300 a 3000/kg, de acordo com as especificagdes e da demanda (BEN-
AMOTZ, 2004).



34

Neste contexto, a produgdo da microalga halotolerante Dunaliella salina tem
sido muito explorada e estabelecida em muitos paises. E com os avangcos da
biotecnologia nos ultimos anos, a produg¢ao de biocompostos como o 3-caroteno tem
sido bastante visada, o que faz desta microalga um alvo para uma ampla gama de

aplicacdes e para produc¢ao em larga escala do pigmento.
2.4.2 Haematococcus pluvialis e a produ¢éo de astaxantina

A espécie Haematococcus pluvialis também pertence a classe
Chlorophyceae, porém na ordem Volvocales. A espécie caracteriza-se por
microalgas verdes de agua doce, cujo habitat natural caracteristico sdo pequenas
piscinas temporarias com agua fresca, periodicamente preenchidas com agua da
chuva, sendo pouco tolerantes a altas salinidades. Ocasionalmente, H. pluvialis
aparece em grande quantidade em rios ou as margens de lagos, quando a seca
expde grandes areas de rochas (GHIGGI, 2007).

Trata-se de microalgas unicelulares com células ovoides ativamente méveis
por dois flagelos localizados na regido apical. Durante seus estagios de
crescimento, ambas as formas moéveis e ndo-médveis (ou cistos) podem ocorrer. A
estrutura celular é em forma de péra, contendo um cloroplasto parietal com formato
de taga, com numerosos pirendides dispersos e vacuolos contrateis. A
particularidade da célula é marcada por sua parede celular, que é fortemente
espessada, estando normalmente ligada ao protoplasto por fios protoplasmaticos.
Na sua forma nao-moével a estrutura celular € a mesma que na sua forma vegetativa,

diferindo apenas os protoplastos esféricos envolvidos dentro de uma membrana

estreitamente aderente e a auséncia dos flagelos (TOMASELLI, 2004).

Uma vez que as condi¢gdes de cultivo se tornam desfavoraveis, ha um
aumento drastico do volume celular em conjunto com a sintese de paredes de
celulose mais espessas e resistentes e a perda dos flagelos. Este processo
geralmente é denominado encistamento. Na forma de cistos, ocorre uma mudanca
de pigmentacdo de verde para vermelho-alaranjado, devido ao aumento da
deposicao de astaxantina fora do cloroplasto, Figura 2.5 (BOUSSIBA, 2000; LEE e
DING, 1994).

A microalga Haematococcus pluvialis ha tempos tem dispertado interesse

consideravel devido a sua capacidade de produzir grandes quantidades do pigmento
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astaxantina, muito utilizado comercialmente. A astaxantina pertence ao grupo dos
derivados de carotenos oxigenados, denominados de xantofilas. De acordo com
Guerin e colaboradores (2003), acredita-se que a microalga Haematococcus
pluvialis acumula os mais altos niveis de astaxantina na natureza, sendo a mais rica
fonte natural do pigmento. O interesse crescente nesta alga como uma fonte
alternativa para este pigmento vermelho, gerou varios projetos de pesquisa para a
otimizacao e caracterizagéo das suas condi¢des de crescimento, como também para
o acumulo da astaxantina (OROSA et al., 2001).

Parede Celular Citop}asnn

Niicleo ” Cloroplasto

" Tilacdide
]

Envelope Nuclear “ :
.~ Membrana intema e externa

Nucleolo .
Citoesqueleto _ Vaciiolo
Reticulo Endoplasmatico Rugoso Peroxissomo
. e Astaxantina
Reticulo Endoplasmatico Liso .
Complexo de Golgi -
Ribossomo - / \
Flagelos
Mitocondnia

Figura 2.5- Esquema da célula vegetativa da microalga Haematococcus pluvialis (Fonte:
Adaptado de LGPM, 2012).

7

A astaxantina &€ o pigmento carotendide principalmente encontrado em
animais aquaticos e esta presente em muitos frutos do mar, incluindo salmao, truta,
camardo, ovos de lagostas e peixes, conferindo-lhes a cor caracteristica da
carapaca, pele e carne (SEABRA e PEDROSA, 2010), estando também presente
em aves, tais como flamingos e codornas. Este pigmento carotendide representa um
produto valioso ndo s6 como um agente de coloragdo para peixes e crustaceos na
aquicultura, mas uma vez que € um antioxidante natural potente pode ter também
importantes aplicagbes na industria nutracéutica, cosmética e na medicina
(PALOZZA e KRINSKY, 1992).
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A astaxantina é um agente de coloragdo forte e com grande potencial
antioxidante. Nos animais aquaticos onde pode ser encontrada, a astaxantina tem
varias fungdes bioldgicas essenciais, incluindo protecéo contra a oxidagao de acidos
graxos poli-insaturados essenciais, protecédo contra os efeitos de luz UV, participa na
resposta imune, pigmentacdo, comunicagdo e até mesmo no comportamento
reprodutivo (LORENZ e CYSEWSKI, 2000)

Na utilizagdo humana os beneficios ndo sédo diferentes, a astaxantina é
considerada uma boa protecao para os fosfolipidios membranosos e outros lipidios
contra a peroxidacao, evitando a reagdo em cadeia de producdo de espécies
reativas de oxigénio , iniciada pela degradagédo de acidos graxos poli-insaturados,
que podem dramaticamente acelerar a degradacédo das membranas lipidicas
(NAGUIB, 2000; PALOZZA e KRINSKY, 1992). Ainda de acordo com alguns
pesquisadores, a astaxantina pode ser significativamente mais eficaz que o [3-
caroteno e luteina na prevencao da fotooxidagéo de lipidios pela luz UV, uma vez
que os carotendides tém um papel importante na protecéo dos tecidos diretamente
expostos a luz solar. Segundo Okai e Higashi-Okai (1996), também ja foram
apontadas propriedades imunomoduladoras para astaxantina desempenhando papel
nas atividades de proliferacao celular. Alguns estudos sobre as células do sangue
humano também tém demonstrado o papel da astaxantina com um reforgco na
producao de imunoglobulinas em resposta a estimulos de células T-dependentes, in
vitro (JYONOUCHI et al., 1995). Paralelo a isso foram atribuidas outras funcdes
relacionadas com a saude do coragéo, da pele e dos olhos, propriedades anti-cancer
e em doengas neurodegenerativas, como descritas por Guerin e colaboradores
(2003).

A producgao de astaxantina pela H. Pluvialis pode ser estimulada pelo cultivo,
alcangcando uma concentracdo de pigmentos nas células em torno de 1,5% a 3% do
peso seco (SPOLAORE et al, 2006). Logo, a astaxantina € o segundo mais
importante carotendide extraido a partir de microalgas, fato que tém impulsionado o
cultivo da H. pluvialis em escala industrial. Desde o final da década de 90, varias
areas de producdo foram instaladas nos EUA, na india, em Israel e em outros
paises. No entanto, hoje os maiores produtores de astaxantina, ndo apenas a partir
da Haematococcus, mas também através da sintese quimica é a Alemanha (BASF)
e a Suica ( Hoffman-La Roche) (OLAIZOLA, 2003).
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O principal mercado para a utilizagdo da astaxantina é na aquicultura, como
um aditivo alimentar para pigmentacdo, tendo hoje como maior consumidor a
industria de ragdo de salmao. O valor médio desse pigmento no mercado é de US$
2500/kg (HEJAZI e WIJFFELS, 2004; LORENZ e CYSEWSKI, 2000). No entanto,
em razéo do alto preco, a astaxantina produzida naturalmente pela H. pluvialis n&o
tem como competir por nenhum mercado com o produto sintético, porém em
algumas aplicagbes especificas a astaxantina natural € preferida e, além disso o
consumidor final torna-se cada vez mais exigente, passando a optar pelo uso de
ingredientes fontes de naturais (GUERIN et al., 2003). Segundo Olaizola (2003),
essa opg¢ao no geral ainda € pouco consciente, pois o publico ndo esta disposto a
pagar um preco mais elevado para salmé&o naturalmente pigmentado. A maioria dos
consumidores provavelmente nao percebem que a maior parte do salméo
consumido hoje é alimentado com a forma sintética do pigmento. Enquanto houver
pouca divulgacédo e desinformacédo dos consumidores havera pouca demanda pela

astaxantina natural.

Uma vez viavel economicamente, a partir do cultivo da microalga H. pluvialis
sera possivel reduzir ainda mais os custos na producdo da astaxantina, somado a
maior sensibilizacdo para o consumo de produtos naturais pelos consumidores
finais. Por outro lado, pode-se contar com o mercado das industrias farmacéutica e
cosmética que tem téndencia de aquecimento, o que aumentaria a demanda por
astaxantina natural, esta muito valorizada ultimamente por sua capacidade como

antioxidante e as propriedades terapéuticas atribuidas.
2.5 FATORES INDUTORES DA SINTESE DE CAROTENOIDES

O interesse nesse grupo de organismos fotossintéticos encontra-se no
potencial uso da biomassa para produg¢ao de bioprodutos utilizando energia solar
(TORMASELLI, 2004). Para isto, muitas vezes é necessario que haja manipulagéo
nas condigdes de cultivo para que possa induzir a sintese e o acumulo dos
compostos de interesse. Neste sentido, alguns fatores como a intensidade luminosa,
a temperatura, pH, composi¢cdo quimica do meio de cultura e a disponibilidade de

nutrientes podem mudar o perfil metabdlico da microalga a ser cultivada.

Assim, a produgcédo de alguns compostos de interesse comercial, como

pigmentos carotendides e acidos graxos poli-insaturados, também pode ser alterada
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de forma significativa em funcdo das condigbes de cultivo e, estas
consequentemente, interferem no metabolismo das células direcionando para
sintese de determinadas substancias (LOURENCO, 2006). Sendo assim, a
produtividade de um determinado tipo de cultivo dependera das condigcdes
nutricionais e fisicas do meio de cultura, afetando n&o somente o crescimento

celular, mas também a producgéo de pigmento (VALDUGA et al., 2009)

As microalgas podem acumular varios tipos de carotendides e a biossintese
desses pigmentos pode ser conduzida em resposta ao estresse das condigbes
ambientais as quais sdo expostas. De acordo com Boussiba (2000), s&o definidas
como condi¢des indutoras aquelas em que existam fatores que conduzam ao
acumulo de pigmento. Como mencionados anteriormente, numerosos fatores tém
sido mostrados para o acumulo maci¢o de carotenoides, entre eles pode-se citar, a
luz e a temperatura como fatores criticos na produgédo de pigmentos, como também
outros que sdo considerados muito importantes como, a salinidade, a deficiéncia de

nutrientes no meio e o pH.

A seguir serda dada énfase a dois tipos de fatores que estimulam a
carotenogénese em microalgas, a luz e a deficiéncia de nutrientes, tendo como foco

principal o nitrogénio.
2.5.1 Luz

A presenca de luz € um dos pilares para o crescimento das microalgas sendo
fator condicionante para que a fotossintese seja realizada. Apesar de ser essencial
para o processo fotossintético, o excesso de luz pode ser nocivo para o cultivo de
microalgas podendo causar fotoinibicdo, momento no qual a fotossintese torna-se
progressivamente menos eficiente até chegar a um patamar de saturacdo pelo
excesso de luz (MASOJIDEK et al, 2004). Neste sentido, os pigmentos carotendides
sdo sintetizados para proteger as células do excesso de luz. Assim, a intensidade
luminosa elevada nos cultivos também desempenha um papel crucial na
carotenogénese. Dependendo da espécie, existe uma faixa de intensidade luminosa

para que haja o estimulo na producgéo de pigmentos.

Em estudos realizados com a microalga H. pluvialis com objetivo de aumentar

a producdo de astaxantina, foi observado que a carotenogénese foi induzida por
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uma intensidade luminosa de 150 pmol de fétons.m-z.s-1, com o aumento do
conteudo de carotendides de 1,7 para 4,8 mg/L (CIFUENTES et al., 2003). Relatos
similares foram confirmados por outros autores como Boussiba e colaboradores
(1992), que indicaram que uma das condi¢des para levar ao acumulo de astaxantina
¢ a alta luminosidade em torno de 175 pmol de fétons.m™?.s™. De forma diferente,
para cultivar a H. pluvilais em condi¢des indutoras de astaxantina, as células foram
expostas a intensidade luminosa de 200 upmol de fétons.m?.s” para que se
atingisse a forma de cisto, no qual houve o acumulo de astaxantina (BOUSSIBA, S.
et al., 1999). Ja para Fabregas e colaboradores (2003), a manutencéo das culturas
em torno de 240 pymol de fotons.m?.s™" durante 15 dias assegurou a transformacgao
para a forma de cistos e o acumulo de astaxantina, considearando que altos niveis

de luz aceleram o processo de sintese de astaxantina.

No que se diz a respeito a microalga halotolerante D. salina a acumulagao de
B-caroteno também depende da intensidade de luz em que é exposta durante o ciclo
celular. Isto pode ser conseguido em altas irradiancias em torno de 200 a 1250 pmol
de fotons.m?s' (ORSET; YOUNG, 2000). No entanto, para observar as
caracteristicas fotossintéticas adaptativas da D. salina rica em [(-caroteno a
microalga foi exposta a alta irradiancia de 2000 pymol de fétons.m?s"' (GOMEZ-
PINCHETTI et al, 1992).

De acordo com os resultados conseguidos por Pisal e Lele (2004), apesar de
ter obtido concentragbes de 1,6 pg/cel de [(-caroteno sob condi¢bes normais de
cultivo, esse valor foi maior quando a D. salina foi exposta a alta irradiancia, onde foi
obtido 8,28 pg/cel do pigmento. Em trabalho desenvolvido por Park e colaboradores
(2006), ceélulas da D. salina foram expostas por 48h a alta intensidade luminosa de
1000 umol de fotons.m?.s™, observando as alteracbes na expressao genética da
células para manter elevada eficiéncia fotossintética e minimizar a formacdo de

espécies reativas de oxigénio em resposta as mudancgas nas condi¢des de luz.
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2.5.2 Nutrientes

A presenca de nutrientes no meio de cultura de microalgas desempenha um
papel indispensavel no crescimento das células e na produtividade. Diferentes

nutrientes em concentragdes variaveis s&do necessarios para o cultivo de microalgas.

Carbono, nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e fésforo sdo alguns dos elementos
que sao considerados macronutrientes necessarios para todas as algas. Esses
elementos, juntamente com os micronutrientes, desempenham fungbes altamente
diversificadas nas microalgas e sendo essencialmente necessarios, pois constituem
varias biomoléculas, membranas e reguladores de atividades metabdlicas
(LOURENGCO, 2006).

Depois do carbono, o nitrogénio € o nutriente mais importante que contribui
para produgao de biomassa. A quantidade desse elemento na biomassa microalgal
pode variar de 1% a mais de 10% (GROBBELAAR, 2004), sendo um componente
fundamental de substdncias estruturais das células, como proteinas, acidos
nucléicos e pigmentos fotossintetizantes. Assim, se o nitrogénio encontra-se em
concentragdes baixas no meio, ocorre a diminuigdo da taxa de crescimento celular,
além da redugéo da concentracdo de proteinas e clorofila (LOURENCO et al., 2004).
Também séo respostas tipicas a limitagao de nitrogénio, a descolorag¢ao celular com
um aumento dos carotendides e diminuicdo das clorofilas, a acumulacdo de
compostos organicos, tais como polissacaridos (produtos de reserva) e certos 6leos
(BECKER, 2004).

Para aplicagbes especificas, no entanto, o nitrogénio & propositadamente
limitado para que sejam obtidas elevadas concentragbes de pigmentos carotendides.
Ben-Amotz e colaboradores (1982), mostraram que ocorreu um aumento da
producdo de [-caroteno nas células de Dunaliella em cultivos deficientes de
nitrogénio. Pisal e Lele (2004), também observaram que ao cultivar a microalga D.
salina em meio de cultura contendo nitrato e em outro meio sem esse nutriente,
neste ultimo a divisdo celular da microalga foi cessada, porém houve um aumento
consideravel do conteudo de B-caroteno em torno de 7,0 pg/cel. Esse aumento da
concentragédo do pigmento foi atribuido ao fato da formagdo em excesso de espécies

reativas de oxigénio nessa condig&o de estresse.
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Borowitzka e colaboradores (1991), mostraram que baixa concentragéo de
nitrogénio é um fator importante para estimular a sintese e acumulo de astaxantina
em Haematococcus pluvialis. Em estudos mais recentes, a microalga H. pluvialis foi
exposta condicbes de privagdo de nitrogénio e fosfato. Em ambas as condi¢des
houve a drastica reducédo da divisdo celular, observando o aumento do tamanho
celular e, concomitantemente, o acumulo de astaxantina em até 4% da biomassa
seca, sugerindo que o aumento do conteudo de astaxantina observado sob privagao
de nitrogénio pode estar relacionado a danos celulares impostos por esse estresse
(BOUSSIBA, et al, 1999). De forma semelhante, em trabalho desenvolvido por
Fabregas e colaboradores (2003), quando H. pluvialis foi submetida ao cultivo em
que houve a combinacdo de limitacdo de nitrogénio e alta intensidade de luz, a
concentragéo de astaxantina aumentou de niveis n&o detectaveis até um maximo de
23 mg/L. E ap6s 15 dias, sob essas condi¢des, foi observado que todas as células
se transformaram em aplanéporos bem definidos, repletos de astaxantina, contendo

em média 270 pg do pigmento por célula.
2.6 FATORES DE ESTRESSE E A EXPRESAO DE HSP

Ainda se tratando de condi¢cbes adversas, muitos organismos incluindo as
microalgas, respondem a algum tipo de estresse alterando seu perfil protéico. Assim,
as microalgas podem sintetizar proteinas em resposta ao estresse e expressar
também as conhecidas proteinas de choque térmico ( do inglés heat shock proteins-
HSPs).

Tende-se a pensar que a expressdo de HSP esteja relacionada apenas a
exposicao ao excesso de calor em fungcdo do termo Heat, porém fatores ambientais
extremos levam a mudangas na transcricdo de numerosos genes que codificam
proteinas, possibilitando a expressdo de HSPs. As HSPs s&o um grupo de protéinas
altamente conservadas e envolvidas na manutencéo da homeostase protéica dentro
das células (TORRES et al.,, 2008). De certa forma, as HSPs atuam como
chaperonas moleculares que ajudam a restaurar o estado das proteinas nativas
apos a sua desestabilizacdo por algum estresse externo, garantindo a homeostase
da proteina (Proteostase) (TOMALA e KORONA, 2008). Formando um grupo

dividido de acordo com o0 seu peso molecular, pode-se encontrar quatro familias
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principais de proteinas de estresse HSP 90, 70, 60 e HSP pequenas (sHSP) com
16-24 kDa (FEDER e HOFMANN, 1999).

Foi observado em Chlamydomonas reinhardtii a expressdo de varios genes
nucleares de proteinas de choque térmico 70 (HSP70), incluindo HSP70b, que
codifica para uma chaperona localizada no cloroplasto. Este estudo teve o objetivo
de investigar um possivel papel de HSP70b plastidica na fotoprotecdo e reparacao
do fotossistema || (SCHRODA et al., 1999).

Em seus resultados Shen e Lee (1997) observaram que HSPs poderia ser
induzida em cultura de Chlorella por meio de tratamento de choque térmico de 40°C
ou 45°C por 30 min. Proteinas de 95, 73, 60 e 43 kDa estiveram sempre presentes
nas células Chlorella durante o crescimento a temperatura de 35°C, e o tratamento
térmico resultou em maiores quantidades destas HSPs. No entandto, a HSP 27 kDa

s6 foi encontrada em culturas expostas ao tratamento de 45°C durante 30 min.

Uma anélise protedbmica também foi realizada por Wang e colaboradores
(2004), apos inducao da H. pluvialis a um estresse oxidativo através da adigéo de
acetato de sodio e de sulfato ferroso (FeSO4), sob a iluminagdo continua de 150
umol de fotons.m™?.s™'. Foram identificadas além da HSP81-1, HSP81-3 e DnaK (tipo
de chaperona molecular precursora de HSP70) ortélogas, duas outras proteinas de
estresse HSP70 e HSP60, a partir do parede celular de H. pluvialis, sendo que em
contraste a maioria das outras proteinas de choque térmico, as HSP81-1 e HSP81-

3 também foram expressas em células vegetativas verdes.

O conhecimento do perfil protéico de microalgas em condi¢des de estresse é
de grande importancia, pois permite identificar algumas proteinas cuja expressao &
aumentada em determinadas condigdes de estresse. Apesar de néo estar incluido
nos objetivos deste estudo, a caracterizacéo e a identificagédo de possiveis HSP ou
de proteinas que sao expressas para proteger as células contra a algum estresse,
pode ser util na selecdo de microalgas mais resistentes e com maior capacidade de
producao de pigmentos. Dessa forma, gerando informagdes importantes que podem
ser aproveitadas e aplicadas em atividades de natureza biotecnologica e até mesmo

comercial.
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3. OBJETIVOS




44

3.1 GERAL

Avaliar a producao de pigmentos carotendides e o perfil protéico das microalgas
Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis quando submetidas a condi¢des de

estresse.
3.2 ESPECIFICOS

- Determinar o crescimento celular e a produgdo de pigmentos durante a

exposicdo aos dois tipos de estresse e na condi¢gdo normal de cultivo (controle);
- Determinar os padrdes de expresséao protéica;
- Quantificar a producao de B-caroteno e astaxantina;

- Avaliar qualitativamente o [(-caroteno e a astaxantina extraidos por

cromatografia em camada delgada;
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4, METODOLOGIA




46

Neste capitulo serdo apresentados e descritos os materiais e os métodos
utilizados para o desenvolvimento do trabalho. Os experimentos foram
desenvolvidos no Laboratério de Bioenergia e Catalise (LABEC), na Escola
Politécnica e no Laboratério de Biologia Molecular Carmem Lemos, no Instituto de

Biologia, na Universidade Federal da Bahia.

4.1 MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

Na realizagdo do presente trabalho foram utilizadas duas espécies de
microalgas a Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis, provenientes do banco de
cepas do LABEC. Estas cepas foram provenientes do banco de microalgas do
Laborat6rio de Fisiologia e Cultivo de Algas, coordenado pelo Prof. Sérgio Lourenco
(Universidade Federal Fluminense,RJ). Os microrganismos ficam mantidos em uma
incubadora de fotoperiodo (411 FDP, Nova ética), com a temperatura em torno de
22 °C e iluminagdo constante utilizando lampadas fluorescente de 30 Watts
fornecendo luminosidade de cerca 35 pmol de fotons.m?.s™”. As espécies foram
cultivadas em meios de culturas ja estabelecidos e descritos na literatura, tendo
estes composi¢cbes caracteristicas para cada microalga. A espécie D. salina foi
cultivada em Meio Conway (WALNE, 1966 apud LOURENCO, 2006) e a H. pluvialis
em Meio Rudic — RM (RUDIC, 2000), cujas composi¢cbes sao apresentadas nas

tabelas 4.1 e 4.2, respectivamente.

Tabela 4.1- Composi¢cao do meio Conway para cultivo da Dunaliella salina

Componentes Yolume! Quantidade
Agua do mar 1L
Solucio principal 1ml
Solucio de vitaminas 1ml
l. Solugdo principal
EDTA (Ma sal) 45 0g
FeCl;. 6H,0 1,300
MnCl.. 4H-0 0,369
HsB0; 33,60a
MaHP 0.2 H,0 20,0g
MakQOs 1009
Solugio de metais 1rml
Il. Solucio de metais 1mIM00ml de agua destilada
Znicl; 219
CoCl..6H:0 29
(MH, JEMa;05, 4H,0 0,90g
Cus0,.5H.0 2q
lll. Solucio de Vitaminas em 1L de dgua destilada
Tiamina 100mag
Cianocobalamina Z2mg
Biatina Tmg




Tabela 4.2 — Composi¢édo do Meio Rubic’s para cultivo da Haematococcus pluviallis

Componentes

Cluantidade! Volume

Agua deionizada 1L
MaMo; 0,30
K:HFP Oy 0.08g
KH:F Oy 0.02g
Mg30, 0.01g
Cacly 0.0585g
EDTA 0.0075g
MaCl 0.02g
Solucdo de metais 1 ml

ll. Solugcdo de metais em 1L de agua destilada

H:BO; 0.3g
MnS0,.H:0 1.50
Zn30,7H;0 0.1g
(MNHEMo;05, 4H;0 0.2g
Cus0,.5H:0 0.08g
Co(MOs). 6H.0 0.26g
FeCl:.6H,0 17g

47

Para pesar a quantidade dos nutrientes nos meios, foi utilizada uma balancga

analitica (Satorious, TE2145), com uma incerteza na medida de + 0,0001 mg.

4.2 PREPARAQAO DO INOCULO.
4.2.1 Dunaliella salina

Para realizar os experimentos de inducéo de estresse, foi preparado um
cultivo-mae que posteriormente foi utilizado como inéculo. O meio de cultura
Conway foi preparado em erlenmeyer de 2L e esterilizado por autoclavagem a 121
°C, 1 atm, por 15 min (Autoclave Vertical plus Phoenix). A inoculagéo foi realizada
em uma bancada de fluxo laminar vertical (Pachane), pela transferéncia de um
volume contendo as células da microalga provenientes do estoque do banco de
cepas, equivalente a 10% do meio fresco.

Para possibilitar o crescimento celular, o erlenmeyer foi colocado em
prateleiras iluminadas com lampadas fluorescentes de 15 Watts, como mostra a
Figura 4.1, fornecendo uma luminosidade de aproximadamente 70 umol de fotons
m2s™ na superficie do mesmo, medida por Quantdmetro (LI-250A, LI-COR® -
incerteza da medida foi de £0,2), mantidos a uma temperatura ambiente média de

23 °C. A agitagéo do cultivo foi conseguida por borbulhamento constante de ar estéril
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em filtro de 0,20 um, com uso de compressor de ar € mangueiras conectadas a

pipetas, garantindo a turbuléncia e aeragédo do meio dentro do erlenmeyer.

O acompanhamento do crescimento da biomassa foi realizado por meio de
contagens de células em camara de Neubauer com auxilio de microscopio (Zeiss,
Axiostar plus). O numero de células por mL foi determinado de acordo com Equagéo

4.1 sequir:

Célu.i_’.as[ml _ 17 decélulas contadas fator de diluicao x 10000 (4.1)

n? de quadrantes contados

Como se trataram de células méveis em todas as contagens realizadas as
amostras foram previamente fixadas com solugdo Transeau (agua: alcool:
formaldeido - 6: 3: 1) (PARRA e BICUDO, 1995).

Ao final do tempo cultivo, foi realizada a determinacdo do peso seco (PS).
Para tal procedimento foi retirada uma aliquota de 50 mL e o PS foi determinado por
meio de filtragem a vacuo do volume selecionado através de um microfiltro de fibra
de vidro (Macherey-Nagel, 70mm, GF-1), previamente seco e pesado. A biomassa
filtrada foi seca em estufa (402/N, Nova ética) a 70 °C por 24h e, posteriormente a
100°C por 2h. O peso seco livre de cinzas foi estabelecido pela diferenca entre o
peso do filtro seco (m1) e o peso do filtro contendo a biomassa seca (my), dividido

pelo volume de cultura que foi filtrado Equacao (4.2).

ps = (2= ) (4.2)

Vv
A concentragéo inicial de células foi de 6,75 x 10 células/mL e, apos 7 dias
de cultivo atingiram 5,50 x 10° células/mL, em torno de 0,60 mg/mL de biomassa
seca. Entéo, trés volumes de 125 mL do cultivo foram separados e centrifugados
(Centrifuga 5702, Eppendorf) por 10 minutos a 3500 rpm em tubos falcon de 50 mL

para que os pellets de células fossem utilizados na fase de indugao de estresse.
4.2.2 Haematococcus pluvialis

Da mesma forma que a microalga anterior, foi preparado um cultivo-méae que
serviu como inoculo para os ensaios de estresse. Porém o meio de cultura utilizado

foi RM que também foi esterilizado por autoclavagem. Posteriormente, foi realizada a
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inoculagdo com volume de 200 mL contendo células da H. pluvialis e cultivo foi posto
em prateleiras iluminadas sob as mesmas condi¢cbes de luminosidade, temperatura

€ aeracgao que o cultivo-mae da D. salina.

O crescimento também foi acompanhado por contagens de células na camara
de Neubauer e igualmente foi seguido o procedimento de determinagdo do peso

seco por meio de filtragdo e secagem.

A concentragéo inicial de células foi de 1,75 x 10* e ap6s 7 dias de cultivo
atingiram 5,25 x 10* células/mL, em torno de 0,18 mg/mL de biomassa seca. De
forma semelhante, trés volumes de 125 mL do cultivo foram separados e
centrifugados por 5 minutos a 3500 rpm em tubos falcon de 50 mL para que os

pellets de células fossem utilizados na fase de indugao de estresse.
4.3 CONDICOES INDUTORAS DE ESTRESSE

Para realizar a fase de estresse foram preparadas trés condigbes diferentes
de cultivo para cada microalga, todas em ftriplicata. Para o acompanhamento do
crescimento da biomassa foram coletadas amostras durante o periodo de cultivo
para serem realizadas as contagens de células na camara de Neubauer e que foram
também utilizadas para a extragdo de proteinas. Durante execucdo dos
experimentos houve o acompanhamento do pH em todos os ensaios (pHmetro Tec-
5, Tecnal). A incerteza da medida neste equipamento foi de +0,02.

O cultivo controle foi preparado em com condi¢des normais, com concentragdes
de nutrientes n&o limitantes, onde os pellets contendo as células dos volumes
centrifugados provenientes dos indculos foram ressuspensos em 250 mL dos meios
de cultura frescos. A luminosidade foi mantida aproximadamente igual a do inéculo
fornecendo 70 umol de fétons m?2s' na superficie do erlenmeyers, com a
temperatura ambiente em torno de 23 + 1°C e agitac&o constante por borbulhamento
de ar, Figura 4.1 (a) e (d).

Para a indugcdo do estresse por falta de nitrogénio, os meios Conway e RM
foram preparados sem a adigdo de NaNO; elemento que é fonte de nitrogénio nos
meios. Os pellets contendo as células procedentes dos inéculos foram ressuspensos
em 250 mL dos meios de cultura frescos, sem nitrogénio. Para que apenas a

limitacdo do nitrogénio atuasse como fator de estresse, os erlenmeyers foram
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transferidos para as prateleiras de cultivo onde foram ajustados de forma que a
intensidade luminosa ficasse equivalente a do controle, em aproximadamente 70

umol de fotons.m?.s™'. A temperatura e aeragéo foram igualmente mantidas.

Para as microalgas serem cultivadas sob as condi¢cbes de estresse luminoso,
as células centrifugadas provenientes dos inéculos foram ressuspensas em 250 mL
de meio de cultura fresco, com concentra¢des nao limitantes de nutrientes. Partindo-
se do pressuposto que os meios de cultura sao enriquecidos com diversos nutrientes
necessarios em maiores concentragbes para permitir o crescimento rapido das
microalgas, principalmente os macronutrientes, como por exemplo, nitrogénio,
fésforo e ferro (LOURENCO, 2006), ndo havendo, dessa forma, o esgotamento

rapido dos nutrientes no meio e sim, o consumo gradual dos mesmos.

Desse modo os erlenmeyers foram mantidos em prateleiras iluminadas pelos
dois lados com lampadas fluorescentes, totalizando em quatro lampadas, como
pode ser observada na Figura 3.1 em (c) e (f). Os erlenmeyers foram dispostos nas
prateleiras de forma a ser fornecido em torno de 100 umol fétons.m™.s™ de um lado
e 70 umol de fétons.m?.s™ do outro. Como a elevada intensidade luminosa pode
elevar a temperatura, os cultivos foram colocados na ultima prateleira e a

temperatura do cultivo foi acompanhada através da utilizagdo de um termémetro

imerso em agua. A temperatura na prateleira ficou em torno de 24 °C.

Figura 4.1 — Cultivo das microalgas Dunaliella de salina e Haematococcus pluvialis. Em a, b, c:
Dunaliella salina cultivo controle, cultivo em estresse por deficiéncia de nitrogénio (EDN) e cultivo em
estresse luminoso (EL), respectivamente. Em d, e, f. Haematococcus pluvialis cultivo controle, cultivo
em estresse por deficiéncia de nitrogénio (EDN) e cultivo em estresse luminoso (EL),
respectivamente. Em c e f: a iluminag&o dos cultivos em dois lados para condi¢des de estresse
luminoso.
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Mesmo considerando a concentragéo de nutrientes n&o limitante, em ensaios
prelimares pequenas aliquotas do cultivo controle e do cultivo sob estresse luminoso
foram coletas para analise da quantidade de nitrogénio para observar se esse
elemento tornou-se escasso, devido a maior quantidade de células produzida em
funcdo da elevada intensidade luminosa, para que essa funcionasse apenas como

fator condicionante do estresse, dados no Apéncide A.

4.4 EXTRAGCAO E QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS HIDROSOLUVEIS

Para quantificacao das proteinas hidrosoluveis foi realizada uma curva padrao
com diferentes concentracdes de albumina de soro bovino (BSA) em fungédo da
absorbancia obtida a 595nm, com R?=0.99 (ANEXO A). O método coloragdo por
Bradford (1976) é uma técnica para determinacdo de proteinas hidrosoluveis, que
utiliza o corante azul brilhante de Coomassie. Este método de forma adaptada
consiste, basicamente, na mistura de 10 pl da amostra protéica em 790 ul de agua
Mili-Q e posterior adicao de 200 pl do reagente de Bradford. Apdés 5 min de
incubacédo em temperatura ambiente sdo lidas as absorbancias e os resultados séo

expressos em mg de proteina por mL (mg/mL) comparando-se com a curva padrao.

Nos dias em que foram realizadas as contagens celulares, os volumes
coletados foram congelados para que ao final do periodo de cultivo fossem utilizados
na extragao das proteinas. Preocupou-se em coletar um volume adequado, para que
essa retirada ndo interferisse na concentragéo celular, ndo ultrapassando assim o
valor de 10% do volume do cultivo. De acordo com Lourengo (2006) na estocagem
de algas em N liquido ou em freezer sdo raros os danos sofridos pelas células,
assumindo que a conservacado das amostras pode perdurar por prazos longos, ja
que ndao ha mudancas no ambiente que circunda as células, mantendo o

metabolismo das mesmas inertes.

Assim, para extracdo das proteinas as aliquotas de cada dia dos cultivos
foram descongeladas em recipinte com gelo e, entdo centrifugadas por 5 minutos a
4000 rpm para que o sobrenadante fosse descartado. Ao pellet de células foram
adicionados 1,5 mL de tampao de fosfato salino (PBS), seguido pela maceragdo em
nitrogénio liquido utilizando cadinho e pistilo de porcelana, sob um recipiente

contendo gelo.
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Apés a decantacédo do debris celular, o sobrenadante leitoso foi recolhido para
que fosse realizada a precipitacdo de proteinas pela adicdo de sulfato de amoénio
(SCOPES, 1988). De forma adaptada tal processo consistiu na adicdo de uma
determinada quantidade do sal na solugé&o protéica de modo que a concentracéo
final ficasse em 50% de sulfato de amdnio, sendo homogeneizada por meio de um
agitador magnético (IKAC- MAG HS7), em recipiente com gelo. As amostras foram
deixadas na geladeira com temperatura em torno de 4 °C, ainda em gelo, durante
24h.

O sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi coletado para a
dosagem das proteinas, seguindo o método de Bradford (1976) adaptado. Assim, 10
gl do extrato protéico foi misturado em 790 pl de agua Mili-Q e posterior adicao de
200 pl da solugdo reagente de Bradford. Apés 5 minutos de incubagdo em
temperatura ambiente, as absorbéncias foram lidas a 595 nm e os resultados das
concentragbes protéicas expressos em mg/mL, obtidos através da média das
leituras de absorbancias correlacionadas com a curva padrdo de BSA. O material
com os extratos protéicos foi separado em pequenos volumes e estocados para

posteriormente serem utilizados nas analises de eletroforese.

As leituras de absorbancia foram feitas utilizando um espectrofotémetro (700

plus, Femto, incerteza medida no equipamento de + 0,001).
4.5 ANALISES DE ELETROFORESE

Andlises eletroforéticas de proteinas em condigdo desnaturante foram
descritas por Laemmli (1970). A eletroforese em gel de poliacrilamida que utiliza o
SDS como agente desnaturante de proteina é denominada SDS-PAGE (SDS
polyacrylamide gel electrophoresis). Desse modo o SDS desnatura e carrega as
proteinas negativamente, sendo que o numero de moléculas de SDS ligado a
proteina & proporcional ao seu tamanho e quando aplicadas no gel as proteinas sao
submetidas a uma corrente elétrica e migram através de um campo elétrico para o
polo positivo. Assim, apds o processo coloragao do gel é possivel notar a expressao

de bandas de proteinas de acordo com seu tamanho, expressas Daltons.

As analises por SDS- PAGE foram desenvolvidas de acordo com método
estabelecido por Laemmli (1970). Foram utilizados géis cuja concentracdo foi 10%

de acrilamida, polimerizados em placas de vidro (7,8 x 9,2 cm) a temperatura
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ambiente, usando sistema BioRad. A Tabela 4.3 contém a composi¢gao dos géis

utilizados neste trabalho.

Para realizagc&o da eletroforese em gel de poliacrilamida, foi padronizada uma
quantidade de proteina de 3 pg a ser aplicada nos géis. No total foram feitas
analises por eletroforese para cada espécie de microalga e em cada tipo de estresse
nos quais foram submetidas, como também para o controle. As aliquotas de
proteinas aplicadas nos géis foram correspondentes aos dias em que foram
coletadas as amostras para as contagens celulares, ou seja, em fungao do tempo de
exposicao ao estresse. Os extratos protéicos foram misturados na proporcao 1:1 em
tampéao de carregamento (constituido por 2.0 mL glicerol, 2.0 mL 10% SDS, 0.25 mg
azul de bromofenol, 2.5 mL do tampao de empilhamento, 0.5 mL B-mercaptoethanol

para um volume de 10 mL) e aplicados no gel.

Tabela 4.3 - Composicédo dos géis de separagdo e empilhamento utilizados nas anélises por SDS-
PAGE.

GEL DE
COMPONENTES GEL DE SEPARACAO EMPILHAMENO
H.O 3.1mL 1 mL
Solugdo de Acrilamida 30%:
acrilamida: bisacrilamida 24 mL 300
(30:0,8% - m/v)
Solugédo de separagéo pH
. 1.9 mL -
(Tris base; 10% SDS; HCI)
Solugao de empilhamento
pH 6.8 )
(Tris base: 10% SDS: HCI) 1.9mL
Persulfato de aménio a 10% 112 yl 28
TEMED 5ul 5ul

As analises foram realizadas em uma cuba de eletroforese (Mini-protean 3 cell
Eletroforesis®, Biorad), a 75 Volts em tamp&o de corrida (composi¢cdo concentrada
com 15¢g Tris base; 72g glicina; 50mL de SDS 10%, completando para 500 mL com
agua destilada) e finalizada quando o azul do bromofenol chegasse a borda inferior
do gel. A fonte utilizada foi Gibco BRL Eletrophoresis Power Supply, modelo 250, da

Life Technologies.
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Os géis foram revelados por meio de coloragédo em nitrato de prata (MORTZ
et al., 2001), seguindo protocolo padronizado no LABIMUNO - ICS/UFBA, com
algumas adaptacdes. A coloragao consiste basicamente de imersdes e lavagens dos
géis em diferentes solugbes, seguindo as etapas de: fixagdo, para insolubilizar
proteinas e para remover compostos interferentes presentes; incubacao, na qual o
gel é sensibilizado para aumentar a subsequente formagcdo da imagem; coloracao,
quando ocorre a impregnag¢ao com o nitrato de prata; e a revelagao quando ocorre o
desenvolvimento da imagem. Em algumas coloragbes houve a substituicdo do
metanol pelo etanol nas solu¢des de fixacdo, na tentativa de evitar a coloracao

alaranjada indesejada nos géis.

Apds o bloqueio da reagao os géis eram colocados em solugdo de secagem

contendo glicerol, etanol e agua (1:5:19).

Foi utilizado como marcador de peso molecular o SigmaMarker™ (Wide
range, 6.500-200.000 Daltons, Sigma- Aldrich®). Neste marcador estdo presentes as
seguintes proteinas com seus pesos em daltons: Aprotinina, pulmdo de bovino
(6.500); a-lactalbumina, leite bovino (14.200); Inibidor de tripsina, de soja (20.000);
tripsinogénio, pancreas bovino (24.000); anidrase carbdnica, eritrocitos de bovinos
(29.000); Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, musculo de coelho (36.000);
Ovalbumina, ovo de frango(45.000); Desidrogenase glutdmico, figado bovino
(55.000); Albumina, soro bovino (66.000); Fosforilase B, musculo de coelho (97.000);
B-galactosidase, E. coli (116.000); Miosina, coragao de suinos (200.000)

4.6 EXTRACAO DOS PIGMENTOS

Para extracdo da astaxantina oriunda da Haemtococcus pluvialis e do [-
caroteno da Dunaliella salina foi utilizado o método descrito por Sedmak et al.
(1990), com algumas modificagbes. Resumidamente o procedimento baseou-se na
maceracdo de 2 mL das amostras dos cultivos, seguida pela centrifugacdo em tubos
falcons a 4000 rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e foi adicionado ao
sedimento 1 mL de DMSO, sendo agitada em vortex por 20-30 segundos e depois
deixando reagir por 5 minutos. Para a separagédo dos carotendides foi adicionado
0,1mL de fosfato de s6dio 0.01M (pH 7.0) em 1ml do solvente organico (acetona),

colocados imediatamente nos tubos falcons. Os tubos foram novamente agitados em
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vortex por 30-40 segundos para misturar as fases, que posteriormente foram entéo
separadas por centrifugagdo 4000 rpm por 5 minutos. O procedimento foi repetido
até o possivel esgotamento da cor. Os sobrenadantes foram recolhidos para a
determinacdo da absorbancia. Para este procedimento, os tubos falcon foram

recobertos com papel aluminio para evitar a exposi¢éo a luz.

Foi utilizado como padrdo para quantificacdo de [-caroteno extraido da
microalga D. salina, o pigmento sintético Trans 3-caroteno tipo | (B-carotene Sigma-
Aldrich®, com 93% de pureza) e a para astaxantina extraida da H. pluvialis a ragéo
para peixe Astacolor® (fabricante Tropical®, Apéndice B), cuja quantidade de
astaxantina contida € de 120 mg/kg, também derivada da H. pluvialis. Assim, na
tentativa de estimar a concentracdo de pigmento contido na microalga, utilizaram-se
0S mesmos solventes e 0 mesmo processo de extracdo para retirar astaxantina

presente na ragéo de peixe.

Foram feitas leituras em diferentes comprimentos de onda, como pode ser
observado na Figura 4.2 em (a) e (b), para ratificar o que esta na literatura indicando
450nm para (3-caroteno e a 470 ou 480nm para astaxantina, como comprimentos de
onda para leitura dos pigmentos. A partir deles foram construidas curvas padrao
para B-caroteno e para astaxantina, com leituras das absorbancias em fungéo das
diferentes concentragcbes dos pigmentos, obtendo-se o valor do R?= 0.99 e 0.96,

respectivamente.
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Figura 4.2- Graficos com o perfil da absorbancia dos pigmentos extraidos das microalgas pelo
meétodo Sedmark e os padrdes utilizados. Em (a) absorbancias obtidas pelo padréo de B-caroteno
sintético e pelo extrato de D. salina. Em (b) absorbancias obtidas pelas extracdes da ragéo e pelo

extrato de H.pluvialis.

4.7 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Para confirmar a composi¢cdo nos extratos dos pigmentos oriundos das
microalgas, utilizou-se algumas amostras da biomassa estocada a - 3 °C, repetindo-
se 0 processo de extragdo para realizar a analise de cromatografia em camada

delgada.

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo, que esta
fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma amostra, que
ocorre devido a diferentes interagdes entre duas fases imisciveis, a fase mével e a

fase estacionaria. A interacdo dos componentes da amostra com estas duas fases é
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influenciada por diferentes forgas intermoleculares, incluindo iénica, bipolar, apolar, e
especificos efeitos de afinidade e solubilidade. Desse modo, a cromatografia pode
ser utilizada para a identificagdo de compostos por comparacdo com padroes
previamente existentes (DEGANI et al, 1998). Com este objetivo tal procedimento foi
desenvolvido seguindo protocolo ja adotado no LABEC/UFBA, com alteragdo de um

componente da fase movel.

Foram preparadas em placas de vidro as fases estacionarias contendo uma
fina camada de silica gel (marca MERK 60PF), as quais foram previamente secas na
estufa a 70 °C. A fase mdvel ou a solugéo eluente foi composta por cloroférmio,
acetona e acido acético na proporcao de 95:5:1, que foi saturada em um recipiente
pela absorcdo em filtro de papel. A anadlise constituiu-se em usar um pequeno
volume dos padrbes (B-caroteno sintético e astaxantina oriunda da racéo de peixe) e
dos pigmentos extraidos das microalgas, utilizando o método descrito na secgéo
anterior e, com o uso de um capilar aplicou-se o extrato dos pigmentos sobre as
placas de silica, a certa distancia da base. A placa foi incubada em recipiente
contendo a solugao eluente, onde o deslocamento do solvente foi observado, e a
corrida foi interrompida quando o mesmo atingiu uma altura préxima a margem
superior da placa. Apds secagem por aproximadamente 5 minutos em temperatura
ambiente, a placa foi levada para recipiente contendo iodo sélido e aguardou-se até

a revelacéo completa das manchas na placa.

A interpretagdo dos resultados foi feita com a comparacdo do Fator de
Retencgéo (Rf) da mancha obtida pelo padrao, com os Rfs das manchas obtidas das
amostras dos pigmentos extraidos a partir das microalgas. Onde, Rf € definido como
a razado da distancia percorrida pela mancha da amostra e a distancia percorrida

pelo eluente.
4.8 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

Para realizagdo do presente trabalho, os -cultivos das microalgas
D. salina e H pluvialis aconteceram de forma n&o simultdnea. O primeiro bloco de
experimentos foi realizado com H. pluvialis, sendo submetida as condigbes de
estresse, e ao termino do tempo de cultivo foram feitas as extragbes dos pigmentos.

No segundo bloco foi realizado o cultivo da D. salina sob as mesmas condi¢des,
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seguido também pelas extragbes. As mesmas condigbes de temperatura,

luminosidade e aeragéo foram mantidas para o cultivo das duas microalgas.

A partir das contagens celulares foi possivel estimar o crescimento da
populagdo microalgal em funcdo do tempo, como também a taxa instantdnea de
crescimento que representa uma medida relativa de variagdo da densidade de
células em momentos distintos. Este parametro foi estabelecido através da Equacéao
(4.3) (ONO E CUELLO, 2007). Para calcular a taxa de crescimento de cada

experimento, foi considerada a fase exponencial do cultivo.

in (32)

H = ﬁ (4.3)

Onde: p = taxa instantanea de crescimento

(T2- T4)= intervalo de tempo decorrido em dia.

X4= densidade celular inicial;

X,= densidade celular final.

Ln= logaritmo natural.

Através da correlacdo com a curva obtida a partir dos padrdes dos pigmentos
foi possivel estimar os efeitos de cada condigdo de cultivo na qual as microalgas
foram submetidas sobre produg¢do de pigmentos, observando se houve diferenca e
qual foi mais significativa. Para isso foi utilizado o programa computacional Microsoft
Excel®, para anédlise dos dados através da ANOVA e também do teste f,

considerando um intervalo de confian¢a de 95%.

As extragbes e as quantificacdes de proteinas foram logo seguidas pelas
analises eletroforéticas que também foram realizadas em duas etapas com cada
microalga. Os resultados dos padrbes de bandas de proteinas obtidos nos géis

foram analisados e interpretados junto ao que ja foi publicado na literatura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste capitulo sdo apresentados os resultados do presente trabalho,
referentes ao crescimento da biomassa por intervalo de tempo em cada condi¢ao, os
perfis das proteinas nas analises de eletroforese, a quantificagdo dos pigmentos
extraidos a partir das microalgas e os padrdes cromatograficos dos pigmentos
extraidos. Juntamente com os mesmos serdo discutidos e comparados com

trabalhos publicados na literatura.

5.1 CURVAS DE CRESCIMENTO E TAXA INSTANTANEA DE CRESCIMENTO

As curvas de crescimento referem-se ao numero de células/mL em funcgéo do
tempo em dias, consistindo na média das contagens de células das réplicas de cada

condicao de cultivo, construida no software Microsoft Excel.
5.1.1 Dunaliella salina

A partir das contagens celulares foi possivel construir as curvas de crescimento
da microalga Dunaliella salina em cada condigdo de cultivo. A concentragdo de
celular obtida foi referente as médias das contagens realizadas em cada condicao
considarando as respectivas réplicas. Na Figura 5.1, em (a), pode ser observada a
variacdo do numero de células desde o tempo zero (dia em ocorreu a inoculagéo)
até o décimo dia dos cultivos controle, em estresse por falta de nitrogénio e em

estresse luminoso.
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(b)
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Figura 5.1- Em (a) grafico com as curvas de crescimento da microalga Dunaliella salina em
diferentes condigdes de cultivo. Em (b) Grafico com o acompanhamento do pH em fungéo dos dias
em cada condigé&o.

A partir dos resultados preliminares optou-se que as contagens fossem
realizadas apoOs alguns dias da inoculagédo, uma vez que no periodo inicial de
crescimento pode ocorre uma redugédo no numero de células. De acordo com Derner
(2006), essa reducgdo pode ser considerada como a fase de indugéo (ou fase Lag),
que ocorre pos-inoculagdo ndo havendo aumento na populacéo devido a adaptagéo

das microalgas as novas condic¢des.

Em 72 horas apo6s a inoculagao, houve um aumento significativo no numero de
células, com maior valor obtido pelo controle de 8.35 x10° cel/mL, seguido pelo
cultivo que foi submetido ao excesso de luz com concentracdo de 7.09 x10° cel/mL,
Figura 5.1 em (a). Apesar das flutuagdes no nimero de células durante o tempo de
cultivo, aquele em que houve a auséncia de nitrogénio a densidade maxima de
células foi de 4.82 x10° cel/mL, alcangada apenas no ultimo dia do cultivo. Enquanto
que a maior concentracao de células foi obtida pelo cultivo em estresse luminoso
com 1.23 x10° cel/mL no sexto dia e a concentracdo maxima do controle ficou em
1.1 x10° cel/mL.

Resultado semelhante foi observado em estudo no qual a D. salina foi cultivada

em elevada luminosidade (medida em lux), cuja densidade maxima obtida em
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experimentos autotréficos foi de 5,56 x10° células/mL, quando se utilizou o nivel
maximo de salinidade e luminosidade (ALMEIDA e JORQUERA, 2010). Taxas de
crescimento maximas conseguidas para D. salina foram relatadas ocorrendo acima
de 127 umol de fotons m2.s", embora seja considerada uma complexa interacdo
entre os fatores salinidade, luz e temperatura na determinacédo das taxas de
crescimento (GIORDANO e BEARDALL, 2009).

Em cultivos em larga escala, a produgédo de biomassa dessa microalga foi
considerada satisfatéria quando cultivada em um sistema semi-continuo em
fotobioreatores mantendo a intensidade luminosa em torno de 200 pmol de fétons
m2s™, dessa forma Garcia-Gonzalez e colaboradores (2005) obtiveram uma

densidade celular maxima de 6 x10° células/L na primeira semana de cultivo.

A partir dos dados obtidos pelas curvas de crescimento foi possivel calcular a
taxa instantdnea de crescimento celular para cada condi¢éo de cultivo, considerando
a fase exponencial do crescimento até proximo ao alcance da densidade celular
maxima, onde foram considerados T1 e T, 0 dia 0 e 6, respectivamente. A taxa de
crescimento especifico da cultura define a fragdo do aumento da biomassa sobre
uma unidade de tempo, ou seja, o aumento da biomassa a partir de cada célula
existente por dia. Na Figura 5.2 podem ser visualizadas as taxas de crescimento

obtidas para cada tipo de cultivo, calculadas a partir da formula (4.3).

Dunaliella salina

Taxainstantanea de crescimento/dia

Controle EDN EL

Figura 5.2 — Grafico com as taxas instantanea de crescimento (células/ml/dia) da microalga D.
salina no controle e nas condi¢des de estresse. EDN- Estresse por deficiéncia de nitrato; EL-
Estresse luminoso.



63

A partir dos valores da taxa instantanea de crescimento pode-se observar que
no periodo considerado, o aumento da densidade do cultivo em alta intensidade
luminosa foi de 0,33 células/mL/dia, enquanto a do cultivo controle foi de 0,25
cel/mL/dia. No entanto, deve-se considerar que o tratamento considerado como
estresse luminoso, a iluminacéo aplicada foi 6tima e nédo estressante uma vez que

resultou em uma maior taxa de crescimento.

Comparando-se com obtidos por Garcia-Gonzalez e colaboradores (2005), em
regime de cultivo semi-continuo em fotobioreatores foi conseguido crescimento ativo
da cultura da microalga D. salina mantendo-as numa intensidade luminosa em torno
de 200 pmol de fétons.m?s™”, onde foi conseguida uma taxa de crescimento

especifico em cerca de 0,18 d’.

Os resultados obtidos mostraram que em elevada luminosidade obteve-se uma
alta densidade de células da D. salina comparando com o controle e com o cultivo
deficiente de nitrogénio, estando de acordo com o que foi observado por Richmond
(2004), o qual afirma que um fluxo elevado de fétons pode ser capturado pelas
microalgas, resultando em alta densidade de células que tende a aumentar
exponencialmente até todos os fotons fotossinteticamente disponiveis sejam
absorvidos. No entanto, deve-se considerar que uma boa producdo de biomassa s6
pode ser obtida quando requisitos nutricionais da cultura forem satisfatorios e a
temperatura seja ideal, havendo uma forte interacdo entre esses fatores com a

luminosidade.

Assim, o fator luz também é de fundamental importancia, uma vez que a
quantidade de energia luminosa recebida pelo sistema fotossintético ira repercutir na
fixacdo de carbono e determinara consequentemente a taxa de crescimento das

microalgas, conforme afirmado por Derner (2006).

No que diz respeito ao cultivo deficiente de nitrogénio, a partir da curva de
crescimento e pelo calculo da taxa de crescimento observou-se que este elemento
limita de forma significativa o numero de células. Fato observado pela densidade
celular maxima alcancada nesta condicdo, que foi de apenas 4.82 x10° cel/ml. Num
estudo em que foi observado o conteudo de lipidio produzido pela D. salina quando

cultivada em niveis baixo/alto de luz e de nitrogénio, foi observado também que
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quando mantidas em condi¢gdes limitantes de nitrogénio o crescimento da biomassa
em ambos niveis de luz foi retardado (WELDY e HUESEMANN, 2007).

Esse menor numero de células pode ser justificado pelo fato do nitrogénio ser
um componente fundamental nas células, sendo constituinte essencial de todas as
proteinas estruturais e funcionais. As microalgas, em geral, ttm uma capacidade
limitada para o armazenamento de nitrogénio e, quando s&o cultivadas em
condigbes de nitrogénio limitado, apesar da fotossintese ainda continuar ocorrendo
em uma taxa reduzida, é observada uma marcante diminuicdo da taxa de divisao
celular. De acordo com Lourenco e colaboradores (2004), verifica-se também a
redugcdo da concentracdo de proteinas e de clorofila e o carbono fixado na
fotossintese sob estas circunstancias € desviado do caminho da sintese de
proteinas sendo conduzido a uma sintese lipidica, ou de hidratos de carbono.

No entanto, foi observado que o cultivo em estresse luminoso manteve a cor
verde das células por mais tempo e na condigdo de estresse por falta de nitrogénio a
mudanca na coloragao da cultura foi mais notavel e mais rapida quando comparada
com a condi¢ao de estresse luminoso. No sexto dia de cultivo, o predominio da cor
amarelada ja era observado no cultivo submetido ao estresse por falta de nitrogénio,
como demonstrado na Figura 5.3. Apesar da pequena concentracdo de células
presente no cultivo, este parece ser um fator que induz a producéo de [3-caroteno de

forma mais rapida.

cultivos controle, EDN e EL, respectivamente. Em (d), (e) e (f) imagens das células da microalga
também nas respectivas condi¢des de cultivo.
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Em relagdo ao acompanhamento do pH Figura 5.1 (b), os valores referentes
ao mesmo nas trés condi¢gbes de cultivo ndo ultrapassaram de 9,2, e este aumento
do pH para valores acima de 8,0 decorre do consumo natural de CO, no meio,
tornando-o mais alcalino (LOURENCO, 2006a). O pH mais alto foi conseguido pelo
cultivo submetido a elevada intensidade luminosa, podendo considerar que o maior
namero de células possibilitou 0 aumento do consumo do CO;, dissolvido no meio
conduzindo a uma elevagao do pH da cultura. Porém, o valor do pH enquadrou-se
dentro dos limites 6timos, considarado adequado para o crescimento das microalgas
podendo variar entre 7,5-9,0, no caso da D. salina, podendo chegar a faixa de 5,5 e
10 (KHALIL et al., 2010). Péde-se notar também que no cultivo deficiente em nitrato,
nao houve um aumento consideravel dos valores do pH, isso pode ser justificado por
que a presenca deste ion no meio tende a torna-lo mais alcalino (LOURENCO,
2006b).

5.1.2 Haematococcus pluvialis

Abaixo na Figura 5.4, sdo apresentados os graficos relativos as curvas de
crescimento da microalga H. pluvialis em cada condi¢cao de cultivo, referentes ao
numero de células em funcdo do tempo, representando a média das contagens

celulares das réplicas.
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Figura 5.4 — Em (a) gréfico com as curvas de crescimento da microalga Haematococcus pluvialis
em diferentes condi¢des de cultivo. . Em (b) Grafico com o acompanhamento do pH em fung&o dos
dias em cada condicao.

Na Figura 5.4 em (a), pode ser observado o crescimento do cultivo controle o
qual obteve no sexto dia 3,82 x10° células/mL, existindo pouca variagdo no numero
de células nos dias posteriores, podendo considerar que a partir deste dias o cultivo
atingiu a fase estacionaria. A densidade celular maxima atingida neste cultivo foi de

3.92 x10° células/mL, no décimo dia.

Também foi possivel notar que no cultivo dificiente em nitrato, ndo houve
aumentos significativos no niumero de células. Apés as 72h da inoculagcéo até o
sétimo dia o numero de células oscilou entre 8,25 x10* e 7,33 x10* células/mL. A
densidade maxima do cultivo foi atingida no ultimo dia de 1,15 x10° células/mL.
Como esperado, a auséncia do nitrogénio no meio de cultura exerceu 0 mesmo
efeito no numero de células daquele observado na microalga D. salina, retardando
de forma significativa o crescimento das células. Apesar da falta do nitrogénio ser
um fator limitante para o crescimento da biomassa, no cultivo da H. pluvialis a
auséncia deste elemento também pareceu ser o fator de indugdo que mais rapido
levou a produgéo de astaxantina, sendo observada a presenga do pigmento nas
células ja no terceiro dia de cultivo, possibiltando a mudanca da coloragédo do meio
(em todas as réplicas) em menos tempo, quando comparado com o cultivo em

estresse luminoso, como pode ser visto na Figura 5.5.
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O cultivo mantido em elevada intensidade luminosa obteve o maior numero de
células no sexto dia, que correspondeu também a densidade celular maxima
alcancada de 1.55 x10° células/mL. No entanto, a partir do sétimo dia houve uma
reducdo no numero de células, tendo uma maior queda no décimo dia, o que pode
ser consequéncia do cultivo ja ter alcangado o seu limite de exposicéo a luz e que a

mesma estivesse atuando de forma negativa no crescimento das células.

' 2 ’ y 3 i g 5 2
Figura 5.5 - Imagens da H. pluvialis nos ensaios no sexto dia de cultivo. Em (a), (b) e (c) os cultivos

controle, EDN e EL, respectivamente. Em (d), (e) e (f) imagens das células da microalga também nas
respectivas condi¢des de cultivo.

De maneira semelhante a partir dos valores de taxas de crescimento, pode-se
considerar que de certa forma o excesso de luz desempenhou um efeito adverso no

crescimento das células, como pode ser visto na Figura 5.6

O cultivo mantido em estresse luminoso obteve um valor de 0,42
células/mL/dia, sendo este um pouco menor do que esperado, ficando abaixo do

valor obtido pelo cultivo controle.

Quando mantido em elevada intensidade luminosa era esperado que a taxa
instantanea de crescimento do cultivo da H. pluvialis fosse maior quando comparada
com as outras condic¢des, pelo fato da luz mais intensa condicionar um crescimento

mais acelerado resultando em maior nimero de células.

Como visto anteriormente, no cultivo no qual a D. salina foi submentida ao
estresse por deficiéncia de nitrato, a auséncia deste nutriente também exerceu uma

grande influéncia na taxa de crescimento, sendo o mesmo efeito observado para a
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microalga H. pluvialis que obteve um aumento da densidade do cultivo de apenas
0,30 células/mL/dia.

Haematococcus pluvialis

Taxa instatanea de crescimento/dia

Controle EDN EL

Figura 5.6- Gréfico com as taxas instantanea de crescimento (células/mL/dia) da microalga
H.pluvialis no controle e nas condi¢bes de estresse. EDN - Estresse por falta de nitrogénio; EL -
Estresse luminoso.

Porém, de acordo Richmond (2004) uma vez atingida a densidade celular
maxima, a massa de células mantem-se em um valor constante, até que algum
substrato no meio de cultura torna-se excessivamente baixo, ou que a luz,
alternativamente, desempenhe uma atividade inibitéria ao crescimento celular.
Assim, a partir dos resultados foi observado que ap6s alcangado o ponto maximo de
crescimento, a manutencdo do cultivo sob elevada intensidade luminosa, n&o
resultou no aumento adicional na taxa de crescimento, mas sim tornou-se prejudicial

acarretando na redugdo da taxa de crescimento.

A exposicdo do cultivo por um tempo prolongado a luz excessiva pode
resultar numa depressédo da taxa fotossintética induzida pela luz intensa que se
manifesta como uma diminuicdo do rendimento quantico maximo da fotossintese,
um processo denominado de fotoinibicdo (VONSHAK e TORZILLO, 2004).

Em resposta ao excesso de luz durante o periodo de cultivo foram feitas duas
outras observacdes. Primeiramente, foi notado que no sexto dia de exposicédo a
elevada intensidade luminosa, ja era possivel visualizar microscopicamente, a
formacao de cistos celulares com o espessamento da parede celular das microalgas

em duas das réplicas, acompanhado pela mudanca da gradativa da coloragcdo do
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cultivo para tom amarronzado, pela presenca de células ainda verdes e células com
a cor vermelha, caracteristica da produgédo de astaxantina pela H. pluvialis, como
pode ser visto na Figura 5.5 (f). No entanto, a mudancga da coloragdo dos meios foi

mais tardia em relagado ao cultivo em estresse por deficiéncia em nitrato.

O processo de encistamento e sintese de astaxantina pela H. pluvialis foi
observado também por Galvao (2011), que notou que apesar do valor alto na taxa
de crescimento para tal microalga quando cultivada em elevada intensidade
luminosa, este crescimento acelerado n&o implicou em um aumento na
produtividade de biomassa, pois a alta intensidade de Iuz desfavoreceu o

crescimento vegetativo e beneficiou 0 acumulo de astaxantina.

Resultados semelhantes foram descritos por Zhang e colaboradores (2009),
que atestaram um aumento no acumulo de astaxantina em elevadas intensidades
luminosas causado por mudangas do metabolismo celular, o que implicou em uma
alteracdo no crescimento das microalgas, diminuindo dessa forma a producdo da

biomassa final.

No acompanhamento dos valores de pH durante realizagdo dos experimentos
observado na Figura 5.4 (b), notou-se que o valor maximo desse parametro fisico-
quimico foi conseguido pelo cultivo em estresse luminoso que atingiu o pH de 9,5 no
sexto dia de cultivo. Dessa forma, pode-se levar em conta que uma maior
intensidade de luz favorece o processo da fotossintese, elevando pH devido ao
consumo de CO; no meio, fato também observado durante os experimentos da D.

salina.

Considerando que a espécie Haematococcus pluvialis, normalmente, cresce
de maneira satisfatéria em culturas com pouco sal e com pH ideal em torno de 7,0 -
8,0 (SARADA et al, 2002; ZHANG et al., 2009), em trabalho recente realizado por
Galvéao (2011) foi observado que quanto mais alta a luz incidente no meio, mais
rapidamente ocorreu o aumento do pH, o que desfavoreceu o crescimento
vegetativo das células, resultando no aumento da producdo de astaxantina nas
células da Haematococcus pluvialis.

De forma semelhante, quando mantida a faixa de pH inicial de 6,0 -7,0 esta
microalga apresentou os melhores resultados de velocidade de crescimento e

produtividade média (GHIGGI, 2007). Em resultados apresentados por este mesmo
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autor, quando a H. pluvialis foi mantida em meios com pH 8,0 e 9,0, eles foram os
primeiros a apresentar producdo de astaxantina com rapida degradacgao da clorofila.

No presente trabalho, a producdo de astaxantina pelas células da H. pluvialis
foi observada quando o pH atingiu 9,5 no sexto dia de cultivo na condicdo de
estresse luminoso. No terceiro dia de cultivo em estresse por deficiéncia de
nitrogénio em pH 7,0, ja podia ser observada, microscopicamente, a presencga de

cistos celulares com acumulo aparente de astaxantina, como visto na Figura 5.5 em

(e).

5.2 ELETROFORESES EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDICOES
DESNATURANTES (SDS-PAGE)

Os géis de eletroforese foram feitos com as amostras obtidas através dos
métodos de extragdo citados acima, precipitacdo com sulfato de aménio a 50% e
quantificacéo de proteinas pelo método de Bradford. Os resultados abaixo mostram
as imagens dos géis conseguidas por fotografia (cdmera fotografica digital Sony)
para cada microalga, nas condi¢cdes de cultivo especificadas na legenda. Para cada
gel é mostrado o padrao de bandas desde o inicio até o ultimo dia do cultivo, com a

padronizagao da quantidade de proteina aplicada para cada dia, em 3ug.
5.2.1 Perfil protéico da microalga D.salina

As analises por eletroforese com as amostras do cultivo controle, no tempo-0,
foram observadas a presenca de bandas de 45, 36 e 29 kDa, que se repetiram ao
longo dos dias de cultivo, como mostra a Figura 5.7 em (a). No terceiro dia foram
observadas bandas com 10, 17, 78 e 97kDa que se tornaram mais fortes no ultimo
dia. No sexto dia foram notadas bandas com 90 e 95 kDa que se repetiram no
décimo dia, onde também apareceram bandas de 62 e 87kDa. A lane do sétimo dia

foi desconsiderada por ndo ser possivel vizualizar bandas definidas.

No cultivo em estresse por deficiéncia de nitrato, no tempo-0, bandas de 29 e
45 kDa estiveram presentes, Figura 5.7 em (b). No terceiro dia notou-se a presenca
de uma banda de 50kDa, que se manteve definida durantes os outros dias de
exposicao ao estresse, como também a presenca discreta de bandas com peso de
14 e de 84kDa, que se mantiveram nos outros dias, a primeira se tornando mais

forte no décimo dia. No quarto dia bandas de 20, 66, 87, 90 e 95 kDa, aumentaram
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sua intensidade, a qual foi mantida até o final do cultivo. As trés primeiras também
foram observadas no ultimo dia do cultivo controle. Bandas de 58 e 60 kDa

apareceram apenas depois do sétimo dia de cultivo.

No cultivo em estresse luminoso Figura 5.7 em (c), no tempo O foram
observadas bandas com 29 e 45 kDa, que se mantiveram no decorrer dos dias. No
quarto dia notou-se o surgimento discreto de uma banda proxima de 10 kDa que se
tornou mais forte no sexto dia e outra banda com peso de 6.5kDa. No sexto dia,
como dito, notou-se o aumento da expressdo da banda de 10kDa, como também
foram observadas bandas com peso de aproximadamente 50, 60 e 66 KDa. No
sétimo dia, pode ser observada uma banda fraca em torno de 6,5 KDa, que se
manteve da mesma forma no décimo dia. No ultimo dia do cultivo foram observadas
bandas com peso de 90 e 95 kDa, estas mais aparentes no quarto dia no cultivo em

estresse de nitrogénio.

Podemos considerar que as bandas com peso de 90 e 95 kDa observadas no
ultimo dia do cultivo controle e na condigdo de estresse luminoso indiquem um
aumento na expressao protéica em resposta a possivel escassez de nutriente. Trés
bandas foram observados entre 55 e 66 kDa a partir do sexto dia no cultivo em
estresse luminoso também vistas no quarto dia de cultivo em estresse por
deficiéncia de nitrogénio. A expressao de trés bandas entre 55 e 66 kDa, apesar de
aparecerem em tempos distintos nos cultivos em condigdo de estresse, parecem

esta relacionados a algum tipo de resposta a condigbes adversas de crescimento.

Foi observado que as bandas em torno de 29 e 45 kDa permaneceram
presentes independente das condigdes de cultivo, podendo considerar a expresséo

das mesmas como caracteristica comum da microalga.
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Figura 5.7 — Imagens obtidas através das andlises de eletroforese das proteinas extraidas da
D. salina. Em (a) perfil protéico do cultivo controle em fungéo dos dias de cultivo; em (b) perfil protéico
do cultivo EDN; em (c) perfil protéico do cultivo EL. As setas com os nimeros indicam os pesos
molecualres estimados em KDa.

Bandas com pesos em torno de 87, 90 e 95 kDa, podem estar relacionadas a
um tipo de resposta a escassez de nutriente no meio, uma que vez apareceu no
ultimo dia do cultivo controle e em estresse luminoso, porém no cultivo em que
houve a privagao do nitrato, esse padrdo de banda esteve presente desde o quarto

dia de cultivo tendo sua expressdo aumentanda no ultimo dia.
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Considerando-se os dados obtidos no trabalho desenvolvido por Liska (2003),
a partir da analise de proteinas de Dunaliella sp. por espectrometria de massa,
pode-se comparar alguns resultados com os conseguidos no presente trabalho.
Segundo o autor, as proteinas em torno de 60 kDa (observada nos ultimos dias de
cultivo em ambos os tipos de estresse, em nosso estudo) e 29, 36 e 45kDa
(observadas em todos os cultivos no tempo 0), podem estar relacionadas com o
processo de aquisicdo de carbono na D. salina. No entanto proteinas com 58 e 60
kDa na D. salina, também presentes nos ultimos dias dos cultivos em estresse no
nosso trabalho, podem estar envolvidas em processos energéticos e na biosintese
ou degradacgédo protéica. Proteinas de 66kDa podem ser consideradas como
participantes da biosintese de amido e na via das pentoses-fosfato. De acordo com
Liska (2003), bandas com pesos em torno de 97, 95, 90 (as duas ultimas presentes
nos ultimos dias, em ambas as condi¢cdes de estresse, em nosso estudo) e 87 kDa,
podem representar proteinas que fagam parte do grupo das chaperonas, com

possiveis indicacdes de serem HSPs.

Shen e Lee (1997), notoram que a expressao de uma HSP de 27kDa sé pdde
ser encontrada na célula da Chlorella quando submetida ao tratamento sob a
temperatura de 45°C durante 30 min, sugerindo a possibilidade de que a HSP de
27kDa em Chlorella possa estar também ligada a protecdo aos danos causados pela
alta temperatura. Apesar de ser de um género diferente, mas pertencente as
Chlorophyta, é possivel que a presenga das bandas abaixo de 20kDa presentes na
D. salina nos cultivos em estresse possam também ser consideradas como HSPs.
Como mostrado na Figura 5.7 (a), a banda de com peso em torno de 10kDa esteve
presente no cultivo controle desde o terceiro dia até o ultimo, onde se tornou mais
forte. Esta mesma banda foi observada a partir do sexto dia no cultivo em estresse
luminoso, onde provavelmente a luz condicionou maior crescimento celular

resultando em maiores quantidades desta possivel HSP.

Considerando que a multiplicidade da familia 20 das HSPs seja muito variavel
entre diferentes organismos, a sintese de pequenas HSPs provavelmente esta
restrita a condigbes que compartiihem a necessidade de células especializadas em
diferentes fases de desenvolvimento ou em estados de estresse (WATERS, LEE e
VIERLING, 1996). As pequenas HSP sdo uma classe diversa de proteinas que

diferem das outras familias de HSP de maneira que apenas curtas sequéncias na
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fracdo N-terminal sdo conservadas. Dentre as caracteristicas comuns entre elas
estdo o baixo peso molecular (15-24kDa) e a fungdo de chaperonas in vitro
(EHRNSPERGER, GAESTEL e BUCHNER, 2000).

A microalga D. salina também pode expressar cascatas de MAPKs (Mitogen-
activated protein kinase) que desempenham papéis importantes no
desenvolvimento, proliferacdo e diferenciagcdo de todos eucariontes sob estresses
biotico e abidtico (LEI et al, 2011). A presenga das MAPKSs foi confirmada em estudo
também realizado por Lei e colaboradores (2008), que isolou e caracterizou o gene
da MAPK proviniente da D. salina e a partir dele conseguiu predizer a codificacado de
uma proteina com 53KDa. Neste mesmo trabalho observou-se o nivel de expresséao
da MAPK na D. salina em resposta a baixa temperatura e ao estresse
hiperosmotico, concluindo que o nivel de expressdo MAPK diminui gradualmente

desde o inicio do estresse.

Partindo do presuposto que a banda encontrada em torno de 50kDa possa
ser algum tipo de MAPK, pode-se considerar que nas condigbes de estresse por
nitrogénio, esta foi expressa no inicio da exposi¢éo, aumentando de forma discreta a
sua expresssao no decorrer dos dias. Ja no cultivo submetido ao excesso de luz,
notou-se a expressao dessa possivel proteina no sexto dia de indugao ao estresse,
de forma discreta. Assim, pode-se deduzir que, a partir do sexto dia da exposi¢cao
prolongada ao excesso de luz, € possivel estar havendo uma resposta metabdlica,
ao nivel de expressdo protéica, ao estresse. Ja no caso do cultivo deficiente em
nitrogénio essa mudanga no perfil protéico foi iniciada logo nos primeiros dias,
possivelmente, como forma das células alterarem seu metabolismo para se
desenvolverem em um meio pobre em nitrogénio. Essa resposta pode estar
associada ao processo de producao de B-caroteno pela microalga, uma vez que a
presenca do pigmento nas células e a mudanga da coloragdo do meio ocorreram por

volta desses dias.

O nivel de expressdo da quinase do tipo MAP em D. salina foi afetado por
mudangas de temperatura e salinidade, como observado por Lei e colaboradores
(2008), condicbes que também influenciam o acumulo de B-caroteno, porém a
producao do pigmento néo foi abordado neste estudo. No entanto, a confirmacéo da

expressdo dessas protéinas nas condicbes de estresse trabalhadas fica como
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sugestéo para o desenvolvimento de estudos futuros em que possam ser realizadas
analises mais detalhadas, como por espectrometria de massa e que também permita
estabelecer se existe relagdo entre a presenca da MAPK ou de outras quinases no

mecanismo de carotenogénese da D. salina.

5.2.2 Perfil protéico da microalga H. pluvialis

De acordo com a interpretacdo dos géis obtidos pelas analises eletroforéticas,
pode se considerar que quando cultivada em condi¢des ideais para seu crescimento,
representado pelo gel do cultivo controle, foi possivel observar que do primeiro até o
ultimo dia foi observado bandas de proteinas com pesos moleculares em torno de
27, 29, 45 e 50kDa (esta ultima n&o muito bem definida), apresentada na Figura 5.8
em (a). No terceiro dia de cultivo observou-se uma banda acima de 116 kDa que nos
dias seguintes tornou-se menos aparente, com possivel diminuicdo da expressao.
No sétimo dia notou-se uma banda em torno de 95 kDa, mantida também no ultimo
dia.

No gel em que foram aplicadas amostras do cultivo em estresse por
deficiéncia em nitrogénio, do primeiro até o ultimo dia foi observado um padrao de
bandas de proteinas com pesos moleculares de 20, 29, 45, 50 kDa, e em torno de
17KDa. Como também bandas de 6.5KDa e em torno de 5.5KDa, Figura 5.8 (b). As
cinco primeiras bandas mencionadas acima se mantiveram durante os outros dias,
porém aparentando uma redug¢do da sua expressdo. As duas bandas de 6.5 e 55
kDa foram visualizadas de forma reduzida até o sexto dia (exceto no quarto dia em

que a lane encontra-se desfocada), ndo estando presente nos dois ultimos dias.

Na condicao de estresse luminoso, os resultados da analise por SDS-PAGE,
mostraram que apesar de ndo muito bem definidas as bandas de 29, 45 e 50kDa
estiveram presentes no primeiro dia (dado ndo mostrado), sendo melhor
visualizadas nos dias seguintes, como pode ser visto na Figura 5.8 (c). Ainda no
primeiro dia destacaram-se duas bandas com peso molecular de 6.5Kda e em torno
de 5.5KDa com forte expressdo, também visualizada no terceiro dia, mas que
reduzia sua expressdo nos dias subsequentes. A partir do quarto dia foram notadas

duas bandas com peso molecular de 17 e 20 kDa que se mantiveram até o ultimo
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dia, podendo esta relacionado a algum tipo de resposta ao tempo excessivo a

elevada luminosidade.

Comparando-se os perfis protéicos observados em cada condi¢do de cultivo,
foi observado que as bandas com pesos em torno de 50, 45 e 29KDa, foi comum a
todos os géis, podendo ser proteinas expressas pela microalga indenpendente da
condigdo de cultivo. A banda de 95KDa, foi apenas observada no cultivo controle
nos ultimos dias de cultivo. Uma banda acima de 116KDa, foi observada no cultivo

em estresse por deficiéncia de nitrogénio e no cultivo controle, aparentando neste

ultimo uma possivel diminuigdo da expressao protéica.

(%da) Tempo (dias)

Tempo (dias)

c)

o 3 4 6 7 10
Tempo (dias)

Figura 5.8 — Imagens obtidas através das analises de eletroforese das proteinas extraidas da
H. pluvialis. Em (a) perfil protéico do cultivo controle em fungdo dos dias de cultivo; em (b) perfil
protéico do cultivo EDN; em (c) perfil protéico do cultivo EL. As setas com os nimeros indicam os
pesos moleculares estimados em KDa.
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Os cultivos em condigbes de estresse tiveram em comum a presencga das
bandas de 17 e 20 kDa, sendo que no cultivo em que o nitrogénio esteve ausente,
essas bandas foram visualizadas no inicio do cultivo. J& em condi¢cbes de estresse
luminoso elas s6 se tornaram aparentes no quarto dia quando possivelmente, este
fator ja estava exercendo algum efeito no metabolismo protéico das células. As
bandas de 6.5 e 5.5 kDa também estiveram presentes em ambas condi¢cdes de
estresse, sendo igualmente expressas no primeiro dia (mais forte no estresse
luminoso) e com a reducdo da expressdo nos dias subsequentes. E possivel que
esses dois fatores atuem de forma a reduzir a expressdo de tais proteinas em

fungéo do tempo de exposicéo ao estresse.

Em resultados publicados por Tran e colaboradores (2009), foi possivel
observar o perfi protéico da microalga H. lacustris ap6s 1 h de indugcéo ao estresse
por excesso de luz combinado a deplegéo de nitrogénio, por SDS-PAGE. Entre as
proteinas identificadas, seis foram apontadas com expressao aumentada no periodo
de uma hora, mantendo-se assim até seis horas apds a indugdo e, depois desse
periodo, cinco proteinas diminuiram sua expressao, sendo algumas delas de 17, 21
e 23kDa.

Bandas com pesos moleculares proximos a 17, 21 e 23kDa, foram
observadas no cultivo da H. pluvialis em estresse por deficiencia de nitrogénio no
primeiro dia (tempo-0), tornando-se mais fracas nos dias posteriores. No entanto, no
cultivo em estresse luminoso, essas bandas sé se tornaram aparentes no quarto dia,
mantendo-se até o décimo. Por meio de analises de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa, os mesmos autores observaram proteinas chaperonas
com peso molecular em torno de 21,5 e 26,8kDa que tiveram sua expressio
aumentada ap6s a 1h de inducéo. Eles identificaram a primeira como uma HSP26.8
e a outra como uma glutationa peroxidase, ambas relacionadas com defesa ao
estresse ou resposta ao estresse oxidativo. Considerando as condi¢cdes de estresse
semelhantes, porém tratadas de forma separada em nosso estudo, pode ser
possivel que a presenca da banda de 20kDa nos cultivos em estresse luminoso e
em estresse por privacdo de nitrogénio seja a chaperona mencionada. Somado a
isso, acumulacdo celular de astaxantina pode estar relacionada com a presenga
desta proteina, ja que observamos a mudanca de coloragdo nas células para cada

condigao de cultivo em dias distintos.
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Em resposta ao estresse oxidativo induzido pela adigdo de acetato e Fe?*,
combinado com a exposi¢cdo ao excesso de luz, foram identificadas mudangas nos
padroes de expressdo de proteinas na microalga H. pluvialis, em trabalho
desenvolvido por Wang e colaboradores (2004). Foram identificadas proteinas de
116kDa, que tiveram sua expresséo diminuida em funcéo do tempo de exposi¢do ao
estresse oxidativo. Comparativamente aos resultados obtidos no presente trabalho,
foram observadas bandas em torno de 116kDa tanto cultivo controle como no cultivo
em estresse por falta de nitrogénio. Porém, no controle foi observada uma ténue

reducao da expressédo com o passar dos dias.

Proteinas com peso préximo a 95kDa, que tiveram sua expressao pouco
significativa nos primeiros dias de estresse oxidativo, mas que depois tiveram o
aumento da expressdo no estudo de Wang e colaboradores (2004), foram
observadas no presente trabalho, porém no cultivo controle em que essa banda
tornou-se visivel no sétimo e no décimo dia. Ainda de acordo com este autor,
protéinas de 52kDa foram consideradas como a subunidade grande da Rubisco,
cujos niveis de expressao foram alterados sob estresse. Em nosso trabalho bandas
em torno 50kDa foram observadas em todas as condi¢des de cultivo da H. pluvialis,
sendo observadas alteragbes nos cultivos em estresse, nos quais ocorreu a redugéo
de sua expressdo. Também foi identificada por Wang e colaboradores (2004) a
presenca de uma possivel HSP-like de 22 kDa, podendo ser semelhante aquela

encontrada por Tran e colaboradores (2009) com 21.5KDa na H. lacustris.

No desenvolvimento do presente estudo, em que foram trabalhadas as
condicbes de estresse luminoso e estresse por privacdo de nitrogénio,
separadamente, foi possivel observar como cada um desses fatores pode interferir
no crescimento da H. pluvialis, levando ao desenvolvimento de sistemas de defesa a
nivel proteico para lidar com o estresse gerado nas células e que, em ultima analise,
induz a produgédo de astaxantina. Embora existam muitos trabalhos que
extensivamente afirmem a capacidade que as células de Haematococcus possuem
de desenvolver sistemas de defesa em resposta a condigbes de estresse, tais

mecanismos ainda sao pouco compreendidos a nivel molecular.

Metodologias para um rompimeto eficiente da parede celular da microalga H.

pluvialis na sua forma de cisto continuam sendo o grande foco para muitos estudos,
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alguns ja baseados na protedémica da parede celular e na modificagdo genética da

microalga.

5.3 EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DOS PIGMENTOS

Para realizar as extragdo dos pigmentos carotendides contidos nas microalgas
D.salina e H.pluvialis foi seguido o método Sedmak (1990) com algumas
modificagdes. Através da constru¢do de uma curva padrdo para cada um dos
pigmentos foi possivel quantificar o total de B-caroteno e a astaxantina produzidos

pelas microalgas apés o final do tempo de cultivo para cada condigéo trabalhada.
5.3.1 Produc¢ao de B-caroteno a partir da Dunailella salina

A producgédo de B-caroteno pela microalga Dunaliella salina em cada condicao
de cultivo é apresentada apds o processo de extracdo e quantificagcdo do pigmento.
Os resultados podem ser visualizados na Figura 5.9, onde (a) refere-se as médias
das absorbéncias (a 450nm) em funcdo das médias das concentragdes (ug/ul)
obtidas para cada condigdo de cultivo, a partir das réplicas. Em (b), é mostrado a
producdo do pigmento destacando-se o numero de células presentes em cada

condigao de cultivo.
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Figura 5.9 — Graficos com as médias das absorbancias obtidas em fungédo das médias das
concentragdes de B-caroteno, em (a). As concentragdes do pigmento em cada condigdo com
respectivos numeros de células/mL, em (b).

A partir dos resultados puderam ser feitas duas observac¢des. Primeiramente,
a partir da analise dos dados por ANOVA realizada pelo software Microsoft Excel,
considerando valor-p <0.05 como significativos, foi constatada que existiu uma
diferenca significativa entre concentracbes de [B-caroteno obtidas nas distintas
condic¢des de cultivo. No entanto, pelo teste-t, considerando um intervalo de 95% de
confianga, essa diferenca nas concentracbes do pigmento foram significativas
quando comparadas as concentragbes obtidas entre cultivo em estresse luminoso
com o controle, valor-p de 0.024, e entre a quantidade de pigmento conseguida pelo
cultivo em estresse por deficiéncia em nitrato com o cultivo em estresse luminoso,
valor-p de 0.020 (Ver Anexo C).

Logo, a producédo de [B-caroteno no cultivo em estresse luminoso foi mais
expressiva em relagdo aos outros,na Figura 5.9 em (b), pdde-se constar que o
cultivo em elevada intensidade luminosa foi que conseguiu maior numero de células,
como mencionado anteriormente, justificando essa maior concentragdo do pigmento.
Também foi constatado que o uso da metologia de extracdo descrita por Sedmak
(1990) foi satisfatéria, sendo possivel obter o esgotamento da cor da biomassa em
todos os ensaios de extracdo, repetindo apenas uma vez o processo. Assim, uma
vez que essa metodologia ja havia sido testada por Ghiggi (2007) para extracdo de

astaxantina a partir da H. pluvialis, pelos resultados obtidos e no desenvolvimento do
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processo de extragcdo neste trabalho, pode-se considerar aplicavel o uso deste

método para extrair -caroteno a partir da D. salina.
5.3.2 Producéo de astaxantina pela Haematococcus pluvialis

Na Figura 5.10, sdo apresentados os resultados referentes a producdo de
astaxantina pela microalga Haematococcus pluvialis em cada condi¢cdo de cultivo
através do processo de extracdo e quantificagdo do pigmento. Em (a) na Figura
5.10, podem ser visualizados os resultados referentes as médias das absorbancias
(2 480nm) em funcdo das médias das concentragbes (ug/pl) obtidas para cada
condigdo de cultivo, a partir das réplicas. Em (b), € mostrada a produgdo do
pigmento de acordo com o numero de células presentes, em cada condi¢cdo de

cultivo.

Partindo das mesmas analises de dados, considerando valor-p <0.05 como
significativos, foi constado que houve uma diferenga significativa entre
concentragbes de astaxantina obtidas nas diferentes condi¢des de cultivo. No
entanto, pelo teste-t, considerando um intervalo de 95% de confianca, essa
diferenca deve-se considerada apenas na comparagdo entre as concentragcdes
conseguidas pelo cultivo controle com a do cultivo estresse luminoso, com valor-p de
0.01, e deste com cultivo em estresse por deficiéncia em nitrato, com valor-p de
0.008 (Ver Anexo C).
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Figura 5.10 — Graficos com as médias das absorbancias obtidas a 480 nm, em fung&o das
médias das concentragdes obtidas de astaxantina, (a). Médias das concentragdes do pigmento em
cada condigdo, com respectivos numeros de células/mL, (b).

Assim, pode-se considerar que a produgédo de astaxantina no cultivo sob
estresse luminoso foi mais expressiva em relagédo aos outros, pois mesmo com o
namero de células inferior ao controle, o cultivo com alta intensidade luminosa
obteve maior concentragédo do pigmento. No entanto, é importante ressaltar que o
cultivo em estresse por deficiéncia de nitrogénio foi aquele em que,
microscopicamente, observou-se mais rapidamente a formacéo dos cistos em H.

pluvialis com acumulo de astaxantina no interior das células.

BOUSSIBA e colaboradores (1999), em trabalho realizado com a microalga
H.pluvialis, analisaram por HPLC altera¢des no perfil de pigmentos durante periodo
de privagdo de nitrogénio, observando no primeiro dia de exposigdo ao estresse a
presenca de um pico para -caroteno no cromatograma. Em segunda anélise, em
que o tempo de exposicao foi de 14 dias, este pico ndo estava mais presente,
prevalecendo picos de ésteres de astaxantina. Assim, considerando que a via de
sintese da astaxantina envolva o B-caroteno em uma das etapas, optou-se em
quantificar também a produgdo deste pigmento na H. pluvialis, avaliando a
existéncia de variagcdes das concentragdes nos diferentes tipos de cultivo, como

mostra a Figura 5.11.
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Figura 5.11- Grafico com as concentragcdes de 3-caroteno obtidas em cada condi¢ao de cultivo
da H. pluvialis, com respectivos numeros de células/mL.

Sendo a concentragdo celular a mesma utilizada para comparagdo com a
concentragdo de astaxantina, a partir das analises estatisticas dos dados observou-
se diferanca significatica para as concentragbes de [-caroteno, porém quando foram
comparadas as concentra¢des do pigmento no cultivo em estresse por deficiéncia de
nitrogénio com o controle e deste com o cultivo em estresse luminoso, com valor-p
de 0.003 e 0.007, respectivamante (Ver Anexo C).

Para microalga Haematococcus pluvialis, ndo foi observada a mesma
eficiéncia na extracdo, sendo necessarias 3 repeticbes do processo para que
houvesse o clareamento da cor do pellet de células. Mesmo assim, nas amostras do
cultivo em estresse luminoso e em uma réplica do cultivo em estresse por deficiéncia
de nitrato, ndo foi possivel obter um bom esgotamento da cor. Isto pode ser
justificado pela formagdo de uma rigida parede celular na fase encistamento em

resposta ao estresse, o que deve ter dificultado a extracéo.

Muitos autores consideram a mistura de outros solventes mais eficientes,
como o caso do diclorometano:metanol (25:75v/v), para completa extracdo de
ésteres de astaxantina, considerando essa mistura com maior pontecial extrator,
seguida pela acetona (YUAN E CHEN, 2000). Porém, para realizacdo desse

trabalho optou-se pela utilizagdo de acetona e DMSO pela baixa toxicidade e melhor
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aplicabilidade em relagdo aos demais testados. O DMSO possui uma intensa
capacidade de livre penetracdo através das membranas celulares, assim muitas
substancias quando associadas ao DMSO podem ser carreadas através de
membranas. Dessa forma ja foram verificadas mais de trinta propriedades
farmacologicas e terapéuticas do DMSO as quais resultam da sua capacidade de
interagir ou combinar com carboidratos, lipideos, proteinas e muitas drogas sem
alterar de forma irreversivel a combinagdo molecular (SOJKA et al, 1990).1sso o
torna mais aceitavel para distintas aplicagbes nas industrias de farmacologia,

cosmetologia e na terapéutica.

Através da realizacdo do processo de extracdo adotando tal metodologia,
também se pode ratificar o procedimento realizado por Ghiggi (2007), ja que em
nosso estudo n&o se tornou necessario o pré-aquecimento do DMSO para extrair a
astaxantina, evitando dessa forma a possivel degradacdo do pigmento, o que

consideramos ser uma padronizagao importante da técnica.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos na extracao dos pigmentos, fica
como sugestdo para trabalhos futuros, o desenvolvimento de processos de

purificacdo dos pigmentos extraidos das microalgas H. pluvialis e D. salina.

5.4 ANALISES DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Para confirmagdo de que, através do desenvolvimento da metodologia
adaptada descrita por Sedmak (1990), houve a real extragdo dos pigmentos nas
microalgas, foram feitas analises de cromatografia em camada delgada na qual
foram utilizados os padrbes de 3-caroteno e astaxantina e os extratos dos pigmentos
oriundos das microalgas D. salina e H. pluvialis. A interpretacéo dos resultados foi
baseada na comparacdo do Rf da mancha obtida pelo padrdo com o Rf das
manchas das amostras dos pigmentos extraidos das microalgas. A Figura 5.12,
mostra as placas de cromatografia em camada delgada das amostras dos pigmentos

extraidos da D. salina em (a) e H. pluvialis em (b).

De forma qualitativa, os resultados mostram que ao comparar Rf das
manchas formadas pelo padréo sintético com aquelas formadas pelas amostras dos
pigmentos extraidos da microalga, a extracédo de B-caroteno a partir microalga D.

salina foi satisfatoria através da metodologia empregada, pois os perfis das manchas
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sd0 0s mesmos para o padrdo e para o extrato. O mesmo pode ser afirmado para
astaxantina extraida da H.pluvialis, apesar do processo de extragdo para esta
microalga ter sido mais dificultoso, necessitando de mais repeticdes do
procedimento. Nota-se que ndo houve a presenca de residuos na origem da placas
cromatograficas para as amostras provivientes das microalgas. Apenas no padréo
utilizado para astaxantina isso é observado, o que pode ser justificado por se tratar
de uma ragao para peixe, na qual a pureza do pigmento € desconhecida e ocorrendo
também a presenca de outras moléculas. Na Figura 5.13 sdo demonstrados os

tubos de vidro com as amostras dos pigmentos extraidos das microalgas.

Figura 5.12 — Cromatograma das amostras dos pigmentos extraidos a partir das microalgas. a)
amostras do B-caroteno extraido da D.salina e (b) amostras de astaxantina extraida da H. pluvialis.
P — padrao; 1- cultivo controle; 2-cultivo em estresse por deficiéncia de nitrogénio; 3- cultivo em
estresse luminoso

Figura 5.13 — Amostras do B-caroteno extraido da D.salina (a), onde 1- cultivo controle; 2-cultivo em
estresse por deficiéncia de nitrogénio; 3- cultivo em estresse luminoso. Em (b) amostras de
astaxantina extraida da H. pluvialis, onde 1- cultivo em estresse por deficiéncia de nitrogénio; 2-
cultivo controle; 3- cultivo em estresse luminoso.
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6. CONCLUSAO
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No desenvolvimento do presente trabalho foi possivel acompanhar e observar
o crescimento, a producgéo de pigmentos e o perfil protéico das microalgas Dunaliella
salina e Haematococcus pluvialis quando cultivadas em condi¢cdes ideais para seu
crescimento e em condi¢cdes de estresse provocado pela privagdo de nitrogénio nos
meios de cultura e pela exposi¢céo do cultivo ao excesso de luz.

A partir da interpretacao das curvas de crescimento e pelo calculo das taxas
instantaneas de crescimento, tornou-se claro que a auséncia do macronutriente
nitrogénio limita de forma significativa o crescimento celular, pela redugdo da
frequéncia de divisdes celulares, além da diminuigdo protéica e da clorofila. A luz,
considerada um fator condicionante para a fotossintese, atua até certo ponto
favorecendo o aumento de células nos cultivos, no entanto, a exposigcdo por um
periodo prolongado ao excesso de luz pode desenvolver um efeito negativo ao
crescimento, podendo levar a uma forte redugdo no numero de células no cultivo,
como foi observado para a microalga H. pluvialis. No entanto, foi observado que este
fator ndo influenciou reduzindo o numero de células no cultivo D. salina, No entanto,
deve-se considerar que o tratamento considerado como estresse luminoso, concluiu-
se que a iluminacao aplicada foi 6tima e n&o estressante uma vez que resultou em
uma maior taxa de crescimento que pode ser justificado pela capacidade desta
microalga de crescer em variadas condi¢des ambientais. Foi também confirmado
que o aumento da luz no meio, pode condicionar a alteragcdes nos valores do pH e o
acompanhamento e controle deste parametro no meio de cultivo € de grande
importancia, pois também pode influenciar no crescimento celular e condicionar a

sintese de pigmentos.

Os resultados também mostraram que a luz foi o fator que induziu maior
producdo do pigmento. Deve-se considerar que a elevada intensidade luminosa
possibilitou uma maior concentragao celular, o que pode ter refletido no aumento da
producao de B-caroteno. Com privagédo do nitrogénio no meio, o numero de células
no cultivo foi menor, como mencionado acima, conseqiietemente, a producédo de B-
caroteno pode ter sido influenciada por este fator. Porém, foi observado
microscopicamente e visualmente, que a auséncia desse elemento possibilitou a
producado mais rapida do pigmento nas células, resultando na mudancga precoce da

cor do cultivo.
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Diferentemente, a microalga H.pluvialis mesmo com menor numero de células
em comparagao com o cultivo controle, o cultivo em estresse luminoso foi aquele
que conseguiu maior concentracdo de astaxantina. No entanto, da mesma forma
que no cultivo da D. salina, a auséncia do nitrogénio no meio, culminou em um
menor numero de células, o que pode ter interferido na produc¢do da astaxantina,
mas foi este que também possibilitou a produ¢cdo mais rapida do pigmento nas
células, resultando na mudanga da cor do cultivo. No desenvolvimento do presente
trabalho, foi considerada a producao de B-caroteno pela H. pluvialis, sendo conguido
maior concentracdo para este pigmento pelo cultivo controle, concluindo que esta
microalga possa sintetizar 3-caroteno em concentragbes razoaveis quando mantidas
em condi¢des ideais, porém, isto também é possivel em células em condi¢cbes de
estresse ja que este pigmento € um precursor na sintese astaxantina. Desse modo,
a acumulacdo astaxantina vai depender da natureza do estimulo imposto sobre as

células da H. pluvialis.

Os dados conseguidos pelas andlises de eletroforese demonstraram que
bandas em torno de 29 e 45 kDa foram comuns as duas microalgas, independente
das condi¢des de cultivo. A microalga D. salina em ambas condi¢cées de estresse
obteve a expressdo de proteinas em torno de 50, 60, 66, 90 e 95 kDa, havendo
possibilidade de que a presenca destas bandas esteja relacionada a algum tipo de
resposta aos estimulos. Sendo que primeira banda mencionada, possa estar
relacionada a uma MAPK, ja encontrada na D. salina. Na microalga H. pluvialis
destacou-se a presencga de bandas de 17 e 20kDa encontradas nas duas condi¢des
de estresse, possivelmente se tratando de pequenas proteinas de choque térmico
(sHSP), como também foi notado a forte dimuicdo da expressdo das bandas em
torno de 5.5 e 6.5 kDa em fungdo ao tempo em que a microalga foi exposta a cada
fator. Ao comparar com resultados ja publicados na literatura, a expresséo de certos
padroes de bandas nos cultivos em estresse luminoso e estresse por deficiéncia de
nitrogénio podem ser indicativos HSPs de diferentes tipos, necessitando maiores

estudos para discriminagao entre elas.

E importante ressaltar que a auséncia do elemento nitrogénio pode ter
limitado de forma expressiva a sintese de proteinas, assim como a preseng¢a de uma
rigida parede celular em resposta ao estresse luminoso pode ter dificultado o

processo de extracdo de proteinas na microalga H. pluvialis.
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6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Analise grafica das bandas obtidas nos géis de eletroforese para uma

melhor estimativa dos pesos moleculares obtidos;

- O uso de métodos que permitam isolar e identificar de forma mais eficiente
as proteinas com expressao diferenciada, como por purificacdo em HPLC e
sequenciamento protéico. Como alternativa, estaria o isolamento de bandas
diretamente do gel e espectrometria de massa sem isolamento cromatografico, o

que é uma alternativa mais rapida;

- A pesquisa e a aplicacdo de metodologias que permitam a purificagcdo dos

pigmentos extraidos das microalgas;

- Pesquisar e desenvolver métodos que permitam a elaboragédo de produtos

utilizando pigmentos extraidos de microalgas.

6.2 LIMITACOES NO DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

- A dificuldade na extragdo das proteinas, principalmente em relagdo ao
rompimento da rigida parede celular na H. pluvialis pode ser considerado um

importante interferente na extracao protéica.

- O volume da amostra coletado para a extragcdo pode ter sido pequeno, pois
se evitou que a retirada de aliquotas néao interferisse na concentracao celular, nao

ultrapassando assim o valor de 10% do volume total do cultivo.

- O método de Bradford apesar de ser barato, simples e amplamente usado
na determinagdo de proteinas, pode subestimar as concentragbes protéicas em
algas para teores menores. Isso ocorre porque o azul brilhante de Coomassie liga-se
a alguns aminoacidos carregados possitivamente e a aminoacidos aromaticos, e a
maioria das algas apresenta baixos niveis de dois aminoacidos aromaticos (tirosina
e triptofano), bem como de dois aminoacidos positivamente carregados (lisina e
histidina). Assim, a ligacdo do corante ocorre fundamentalmente com a arginina e

fenilalanina.

- A qualidade das imagens dos géis pode ter sido influenciada por algumas
limitagdes laboratoriais, as quais envolvem condi¢des inadequadas de equipamentos

e reagentes.
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APENDICE A — Resultado obtido em analise preliminar da quantidade de nitrato

98

presente meios de cultura realizada no cultivo da microalga D. salina, no ultimo dia.

_ Concentragao de nitrato obtida

Cultivo controle

10mg/L

Cultivo em estresse luminoso

19, 46mg/L




APENDICE B — Imagem da embalagem da ragéeo de peixe utilizada para estimar
quantidade de astaxantina na H. pluvialis.
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ANEXO A- Curva padrédo com diferentes concentracdes de BSA em fungéo da

absorbancia em 595 nm, utilizada para quantificacdo das proteinas.
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ANEXO B — Resultados obtidos pelas andlises estatisticas das concentracbes dos

pigmentos.

Haematococcus pluvialis

Para concentrag&o de astaxantina:

ANOVA
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-p  F critico
Entre grupos 2.83964214 2 1.4198211 38.24447 0.007332 9.552094
Dentro dos grupos 0.111374622 3 0.0371249
Total 2.951016762 5
Teste t
valor-p
Controle e EDN 0.212
Controle e EL 0.011
EDNe EL 0.008

Para concentracao de 3-caroteno:

ANOVA
Fonte da variagdo SQ g  MQ F valor-p  F critico
Entre grupos 0.000589 2 0.000295 60.93103448 0.003724 9.552094
Dentro dos grupos 1.45E-05 3 4.83E-06
Total 0.000604 5
Teste t
valor-p
Controle e EDN 0.003
Controle e EL 0.366

EDN e EL 0.007
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Dunaliella salina

Concentragao de -caroteno:

ANOVA
Fonte da variacdo SQ g  MQ F valor-p  F critico
Entre grupos 0.000984 2 0.000492 14.52785194 0.02863 9.552094
Dentro dos grupos 0.000102 3 3.39E-05
Total 0.001086 5
Teste t

valor-p

Controle e EDN 0.200
Controle e EL 0.024
EDN e EL 0.020




