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AVALIACAO DE ESTRATEGIAS PARA A INDUCAO DA PRODUCAO DE
B-CAROTENO POR Dunaliella bardawil

Resumo da Dissertacao de Mestrado apresentada ao programa de Pos-
Graduacédo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola
de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro - Brasil

Sabrina da Silva Mesquita
Marco, 2013

Orientadores: Profa. Dra. Eliana Flavia Camporese Sérvulo
Dra. Claudia Maria Luz Lapa Teixeira

Estudos indicam que muitos corantes artificiais utilizados nas industrias de
alimentos e bebidas podem ser prejudiciais a saude humana, sendo uma alternativa
0 uso de corantes naturais. Dentre os corantes naturais mais utilizados, encontra-se
0 B-caroteno que pode ser produzido por processos biotecnolégicos. Sendo assim,
este trabalho objetivou avaliar a producéo de B-caroteno pela microalga Dunaliella
bardawil UTEX LB 2538 a partir dos fatores mais reportados na literatura como
indutores da carotenogénese. Inicialmente, foram realizadas duas cinéticas de
extracdo de carotenoides totais utilizando solucdo de acetona 90% como solvente
extrator, para duas condi¢cdes operacionais de extracdo encontradas na literatura. A
extracdo de carotenoides totais mostrou-se semelhante para as duas condi¢cdes
testadas, sendo adotado 1 h o tempo necessario para extrair 0 maximo de
carotenoides. Os isbmeros 9-cis-B-caroteno e todo-trans-B-caroteno produzidos
foram quantificados a partir de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
metodologia de CLAE que apresentou melhor resolucdo cromatografica foi a
metodologia modificada (metanol/acetonitrila, 85:15/metil-terc-butil-éter, 80:20) por
nosso grupo a partir de uma metodologia encontrada na literatura. Apos
estabelecidas as metodologias de extracdo e quantificacdo de B-caroteno, foram
estudadas as condi¢cdes de crescimento que favorecessem a obtencdo de alta
concentracdo celular na fase estacionaria para uso em uma etapa posterior (etapa
de inducdo da carotenogénese). Para isto, realizou-se um planejamento
experimental fatorial completo (2%), onde as varidveis estudadas foram a
concentracdo de NaCl e a intensidade luminosa. Nesta etapa, foi possivel observar
que 0 experimento que obteve maior concentracdo celular (6x10°células/mL) no final
do crescimento foi aquele que havia sido cultivado a 150 pE.m?.s™® e NaCl 1 M.
Depois de conhecer a melhor condi¢cdo de crescimento da microalga, foi realizado
um planejamento experimental fatorial completo (2% visando a inducdo da
carotenogénese. As culturas de células crescidas em 150 pE.m™?.s™ e NaCl 1 M
foram submetidas a estresse nutricional (auséncia de nitrato), diferentes
concentracbes de NaCl e intensidades luminosas. Em 69 h de estresse foi
alcangado o maximo de concentracdo de B-caroteno (12,6 mg/L) em 400 pE.m?.st e
NaCl 1 M. A partir dos resultados obtidos, foi possivel determinar as condi¢cdes
favoraveis a produgao de B-caroteno por D. bardawil.

Palavras-chave: Dunaliella bardawil, pigmentos naturais, carotenoides,
B-caroteno.
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EVALUATION OF STRATEGIES TO INDUCE THE PRODUCTION OF
B-CAROTENE BY Dunaliella bardawil
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Studies shows that artificial dyes which is used in beverage and food
industries can be harmful to human health, but a healthy alternative can be used
such as natural dyes. The most natural dyes used in beverage and food industries is
B-carotene, which can be synthesized by biotechnological processes. The aim of this
study was to evaluate B-carotene production by microalgae Dunaliella bardawil UTEX
LB 2538 studying the most reported factors from literature. Initially, two extraction
kinetics of total carotenoids were accomplished using acetone 90% as extraction
solvent for two methodologies that were found in literature. The total carotenoids
extraction was similar for the both tested methodologies and 1 h was adopted as the
necessary time to extract the maximum carotenoids from biomass. The synthesized
isomers 9-cis-B-carotene and all-trans-B-carotene were quantified by high
performance liquid chromatography (HPLC). The HPLC methodology which has
shown better resolution was the modified by our group (methanol/acetonitrile,
85:15/metil-terc-butil-ether, 80:20). After have established the extraction and
quantification of B-carotene methodologies, the growth conditions which could
increase the cellular concentration in stationary phase were studied. To study this
conditions a factorial design (2% was used and the studied variables were NaCl
concentration and light intensities. In this stage, it was possible to observe that the
experiment which obtained higher cellular concentration (6x10°cells/mL) in the
stationary phase has been cultivated at 150 pE.m?2.s and NaCl 1 M. After has
known the best growth condition, a factorial design (2% was used to induce
carotenogenesis. The cultures were growth at 150 pE.m™.s*and NaCl 1 M and were
submitted to nitrate starvation, different NaCl concentrations and light intensities.
After 69 h of stress the maximum concentration of [B-carotene was reached
(12,6 mg/L) at 400 pE.m?.s™ and NaCl 1 M. After the obtained results it was possible
to determine the favorable conditions to the B-caroteno production by Dunaliella
bardawil.

Keywords: Dunaliella bardawil, natural dyes, carotenoids, B-carotene.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, houve uma mudanca significativa no habito alimentar da
populagdo com o aumento da substituicdo de alimentos in natura por alimentos
processados, causando o empobrecimento da dieta alimentar (POLONIO & PERES,
2009). Devido ao fato de muitos alimentos industrializados, originalmente, nao
apresentarem cor e terem a cor afetada durante o processamento e a estocagem
(ABRANTES et al., 2007), a adi¢do de corantes artificiais nas industrias de alimentos

e bebidas tem sido amplamente utilizada.

A adicao de corantes artificiais € um dos mais polémicos avancos da industria de
alimentos, uma vez que sua utilizacdo n&o confere valor nutricional e € justificada
apenas por questdes de habitos alimentares (GODOY & PRADO, 2003). Sendo
assim, a manutencdo da cor natural dos alimentos € essencial para a
comercializacdo do produto, em face da primeira avaliacdo do consumidor frente a
um novo produto e, como consequéncia disso, 0 uso de corantes na industria de

alimentos tem sido cada vez maior (SATO et al., 1992).

Na legislacdo brasileira, todos os corantes artificiais possuem um valor definido
de quantidade diaria aceitavel de ingestdo (IDA) (GODOY & PRADO, 2003). Porém,
alguns estudos relatam o uso de produtos comercializados com esses corantes em

valores maiores que os indicados pela IDA, o que pode agravar seu efeito a saude.

Desta forma, os corantes artificiais sdo sempre pauta das investigacfes
cientificas que buscam avaliar seus efeitos adversos a saude humana. Muitos
estudos relatam que os corantes artificiais podem causar cancer, urticaria, asma,
alteracdes no sistema renal e hepético, efeitos genotoxicos, entre outros (GODOY &
PRADO, 2003; AMIN, HAMEID & ELSTTAR, 2010; MPOUNTOUKAS et al., 2010).

Diante deste cenario, ha um aumento no interesse do uso de corantes naturais,
uma vez que é crescente a demanda atual do mercado consumidor por produtos

naturais e saudaveis.

Dentre os corantes naturais, estdo os carotenoides, que apresentam coloracéo

amarela, laranja e vermelha. Esses corantes sao encontrados em plantas, algas,



microalgas, em algumas espécies de bactérias e fungos (FONTANA et al., 2000) e
se destacam por serem amplamente utilizados nas induUstrias de alimentos,
farmacos, cosméticos e racao (VALDUGA et al., 2009) e por apresentarem funcdes

bioldgicas benéficas a saude.

Segundo dados do Ministério do Desenvolvimento da Industria e Comércio
(MDIC), nos ultimos anos, grande parte dos carotenoides comercializados no Brasil

€ proveniente de importacdo, mostrando sua importancia nas industrias do pais.

O B-caroteno € um carotenoide que tem sido muito utilizado desde as industrias
de alimentos até as de nutracéuticos e pode ser produzido em grandes quantidades
pela espécie de microalga Dunaliella bardawil. O cultivo desta espécie para a
obtencéo de B-caroteno se mostra vantajoso frente a outros micro-organismos, uma
vez que por ser um organismo fotossintetizante, ndo necessita de carbono orgéanico
para o seu crescimento, podendo utilizar o CO, (diéxido de carbono) atmosférico,
favorecendo na reducdo dos custos de cultivo. Além disso, a producédo
biotecnolégica de B-caroteno por microalgas se destaca da obtencdo do mesmo por
extracao de fontes naturais, pois o produto € obtido em um curto periodo de tempo,
quando comparado a algas e plantas devido ao seu tempo de cultivo, nao

contribuindo assim com o extrativismo vegetal.



2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Corantes em alimentos e bebidas

Ha séculos muitos alimentos vém sendo coloridos, desde as civilizagbes
antigas que tinham como habito extrair substancias da natureza, como as de origem
animal, vegetal e mineral para colorir alimentos e melhorar sua aparéncia. Com o
passar dos anos, essas substancias foram sendo substituidas por substancias
sintéticas (PRADO & GODOY, 2003), a partir do desenvolvimento da quimica no
século XX a qual permitiu que diversos corantes fossem sintetizados a baixo custo,
possibilitando o declinio do uso de corantes naturais (SERRANO, LOPES &
SERUYA, 2007).

A aparéncia do produto é essencial para sua aceitabilidade, o que justifica o
emprego dos corantes (PRADO & GODOQY, 2003). A importancia da industria de
corantes deve-se ao fato de existir a alteracdo da cor natural de alimentos apds a
colheita, no armazenamento e, principalmente, no processamento quando Sao

expostos a altas temperaturas e variacdes no nivel de acidez (SATO et al., 1992).

2.1.1. Regulamentacao dos corantes no Brasil

Segundo a resolucado n° 44 de 1977 regulamentada pela ANVISA, os corantes

permitidos na industria de alimentos e bebidas brasileira séo classificados como:

» Corante organico natural — obtido a partir de vegetal, ou
eventualmente, de animal, cujo principio corante tenha sido isolado

com o emprego de processo tecnolégico adequado.

» Corante organico sintético — aquele obtido por sintese mediante o

emprego de processo tecnoldgico adequado.

» Corante artificial — € o corante organico sintético ndo encontrado em

produtos naturais.



» Corante organico sintético idéntico ao natural — € o corante organico
sintético cuja estrutura quimica € semelhante a do principio ativo

isolado de corante organico natural.

» Corante inorganico — aquele obtido a partir de substancias minerais e
submetido a processos de elaboracdo e purificagdo adequados a seu

emprego em alimentos.

» Caramelo - é o corante natural obtido pelo aquecimento de acucares a

temperatura superior ao ponto de fuséo.

» Caramelo (processo amodnio) — € o corante organico sintético idéntico
ao natural obtido pelo processo amonia, desde que o teor de 4-metil,

imidazol ndo exceda no mesmo a 200 mg/kg.

No Brasil os corantes naturais permitidos sdo: antocianinas, clorofila,
carotenos, xantofilas, caramelo, cochonilha, urzela e carvdo medicinal. De acordo
com a legislacao atual (Resolucéo n°® 382 a 388 — ANVISA) sao permitidos no Brasil
apenas onze corantes artificiais para adicdo em alimentos e bebidas, séo eles:
amaranto, vermelho de eritrosina, vermelho 40, ponceau 4R, amarelo crepusculo,
tartrazina, azul de indigotina, azul brilhante, azorrubina, verde rapido e azul patente
V. Além disso, a legislacdo brasileira também exige que os alimentos os quais
contenham corantes artificiais apresentem em seu rotulo o aviso “Colorido
artificialmente” (PRADO & GODOQY, 2003).

De acordo com Downham & Collins (2000) o uso de corantes alimenticios no
mercado mundial é encabecado pelos corantes artificiais, seguido dos corantes
naturais, sintéticos idénticos aos naturais e corante caramelo, correspondendo a,
respectivamente, 42%, 27%, 20% e 11% (figura 1).
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Figura 1: Corantes alimenticios utilizados no mercado global.
Fonte: DOWNHAM & COLLINS (2000).

2.2. Corantes artificiais versus corantes naturais

Apesar de todos os corantes artificiais permitidos no Brasil possuirem um
valor definido de ingestéo diaria aceitavel (IDA), Prado & Godoy (2007) avaliaram os
teores de corantes artificiais presentes em guloseimas comercializadas em nosso
pais e constataram que muitos dos produtos analisados apresentavam teores acima

dos permitidos pela legislacéao brasileira.

Diversos estudos relatam reacOes adversas aos aditivos alimentares, como
reacfes toxicas no metabolismo que se desdobram em alergias, alteracdes
comportamentais e carcinogenicidade (POLONIO & PERES, 2009). A parcela do
mercado consumidor mais susceptivel aos efeitos desses aditivos € formada pelas

criancas, uma vez que sdo muito atraidas por alimentos coloridos.

Estudos com camundongos mostraram que mesmo quando a tartrazina é
ingerida em pequenas doses ocorrem mudancgas renais e hepéaticas, bem como a



inducdo do estresse oxidativo por meio da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (AMIN, HAMEID & ELSTTAR, 2010). Além disso, experimentos in vitro com
células de mamifero mostraram que os corantes artificiais eritrosina, tartrazina e
amaranto sdo potencialmente genotéxicos, podendo causar danos ao material
genético da célula (MPOUNTOUKAS et al., 2010).

Se por um lado os corantes artificiais podem causar problemas a saude
humana, por outro seu uso apresenta vantagens para a industria de alimentos, ja
que possuem alta estabilidade a luz, oxigénio, calor e pH; alto potencial de coloragéo
e uniformidade da cor (CONSTANT, STRINGHETA & SANDI, 2002). Porém, a
exigéncia dos consumidores por produtos saudaveis vem aumentando devido aos

efeitos adversos que os corantes artificiais podem causar.

J& a maioria dos corantes naturais, atualmente empregados, sdo altamente
insaturados e propensos a degradacdo por fatores como o calor, oxigénio, luz e
variacdo de pH (MAPARI, MEYER & THRANE, 2009). Entretanto, diversos estudos
avaliam os mais variados efeitos dos corantes naturais na saude humana, dentre

estes estdo os carotenoides e as antocianinas.

Os beneficios das antocianinas (fitopigmentos flavonoides) a salde sdo muito
conhecidos por suas propriedades antioxidantes. Recentemente, descobriu-se que
esses pigmentos podem atuar com efeito inibitério no acumulo de gordura corporal e
na reducdo da concentracdo de glicose no plasma sanguineo. Além disso, muitos
estudos também sugerem que as antocianinas agem contra os efeitos causados
pelo avanco de idade, como a neurodegeneracdo e o declinio cognitivo (TSUDA,
2011). Ja os carotenoides se destacam por apresentarem importantes funcées
bioldgicas benéficas a salde, tais como a atividade antioxidante, fortalecimento do
sistema imunoldgico, reducdo do risco de alguns tipos de céancer, doencas
cardiovasculares, catarata e degeneracdo macular (VALDUGA et al.,, 2009),

protecdo contra os efeitos nocivos dos raios UV, entre outros beneficios.



2.3. Carotenoides

Dentre os corantes naturais permitidos no Brasil, o grupo dos carotenoides é
0 que apresenta o maior leque de aplicacdes nas mais variadas industrias. Os
carotenoides sado tetraterpenoides hidrofobicos de cadeia com 40 carbonos. A
estrutura quimica de mais de 600 carotenoides diferentes € derivada da cadeia de
carbonos poliénicos (DEL CAMPO, GARCIA-GONZALEZ & GUERRERO, 2007) que
consiste em ligagBes duplas conjugadas, as quais sao responsaveis pela variedade
de cores e sua habilidade de absorver fétons na regido azul-verde do espectro de
luz visivel (GOODWIN, 1980 apud BEN-AMOTZ et al., 2009). De acordo com Jin et
al. (2003), os carotenoides séo divididos em duas classes (figura 2), naturalmente
ocorrentes, sao elas:
» Carotenos — sao hidrocarbonetos ndo-oxigenados com cadeia linear ou ciclica
em uma ou duas extremidades da molécula. Exemplos: B-caroteno, a-

caroteno, y—caroteno, fitoflueno, entre outros;

» Xantofilas — séo hidrocarbonetos oxigenados derivados dos carotenos.

Exemplos: zeaxantina, luteina, fucoxantina, neoxantina, entre outros.

Carotenos Xantofilas
OoH
= R
~ NN S
p-caroteno Luteina
oH
Q
° =N R =
= S o
a-caroteno Violaxantina

Figura 2: Exemplos de estruturas de cadeias de cadeias carbdnicas de
carotenoides
Fonte: JIN et al. (2003)



Os carotenoides sé&o pigmentos naturais que apresentam coloragéo desde o
amarelo, passando pelo laranja, até o vermelho intenso que podem ser sintetizados
por bactérias, algas, fungos e plantas superiores (FONTANA et al., 2000). Estes
pigmentos também podem ser encontrados em animais, onde nao sao sintetizados e
sim adquiridos por meio de alimentacdo rica em carotenoides, como por exemplo,
em penas de aves (flamingo), exoesqueletos de crustaceos (krill) e em tecidos de
peixes (salméo). No quadro 1, encontram-se reunidas algumas fontes naturais de

carotenoides e 0s principais carotenoides produzidos.

Quadro 1: Exemplos de fontes de carotenoides e 0s principais
carotenoides produzidos

Fonte produtora Principal carotenoide produzido
Microalgas
Dunaliella salina B-caroteno
Dunaliella bardawil B-caroteno
Haematococcus pluvialis Astaxantina
Chlorella pyrenoidosa Luteina
Scenedesmus almeriensis Luteina
Frutos
Curcubita moschata (Abdbora) B-caroteno
Lycopersicum esculentum Licopeno
(Tomate)
Raizes
Daucus carota (Cenoura) B-caroteno
Fungos
Rhodotorula glutinis B-caroteno
Blakeslea trispora B-caroteno e licopeno
Sporobolomyces roseus Torularrodina, B-caroteno, toruleno
Bactérias
Mycobacterium lacticola Astaxantina
Streptomyces chrestomyceticus Xantofilas
Mycobacterium brevicaie Cantaxantina

Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA, KIMURA & AMAYA-FARFAN, (2008); VALDUGA et al.
(2009).
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As propriedades antioxidantes dos carotenoides tém estimulado o seu amplo
uso na industria de alimentos, onde eram utilizados anteriormente apenas como
corantes. Além disso, espera-se que nos proximos anos, 0s carotenoides naturais
tenham maior aceitacdo no mercado consumidor, deixando em segundo plano os
carotenoides sintéticos (PRWEB, 2011). As duas principais empresas que produzem
o B-caroteno sintético sdo a Roche e a BASF, a primeira atua nessa produc¢éo desde
1954 e a segunda desde 1960, mas sua importancia econdmica aumentou
rapidamente a partir dos anos 90 (RIBEIRO, BARRETO & COELHO, 2011).

Atualmente, o mercado de carotenoides € dominado pelos Estados Unidos e
Europa, sendo crescente o investimento no ramo de paises como a China, india,
Japao e Malasia. Segundo a projecao feita pela Global Industry Analysts, o mercado
global de carotenoides movimentara em 2017 cerca de US$ 1,3 bilhdes, devido a

crescente preferéncia dos consumidores por produtos naturais (PRWEB, 2011).

O cenario econdémico dos carotenoides no Brasil € movimentado, sobretudo
por muitas importacdes. Tal fato sinaliza a importancia do uso destes pigmentos nos
diversos ramos do mercado e uma producdo que nao sustenta as demandas do
mercado interno. Nos Ultimos trés anos o0s gastos com importacdes desses
pigmentos foram de US$ 6.208.153, enquanto os lucros obtidos com exportagdes
foram de US$ 385.092 que corresponde em torno de 6% dos gastos com

importagcdes (quadro 2).

Quadro 2: Importacdes e exportacdes de carotenoides no Brasil

2010 2011 2012
USs$ Peso US$ Peso USs$ Peso
(kg) (kg) (kg)
Importagdo | 2.440.475 | 429.707 | 2.399.371 | 101.168 | 1.368.307 | 53.601
Exportacao 30.379 25 312.956 5.544 41.757 531

Fonte: Ministério do Desenvolvimento da Industria e Comércio (MDIC)
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O cultivo de microalgas para a producdo de carotenoides apresenta
vantagens ambientais e pode se mostrar lucrativo, uma vez que ndo ha gastos com
fontes de carbono orgéanico, pois por ser um micro-organismo fotossintetizante,
utiliza CO, atmosférico para sintese de suas proprias moléculas orgéanicas, contribui
com a liberacdo de O, para a atmosfera e utiliza luz solar (nos casos de cultivo ao ar

livre), reduzindo os gastos de producdao.

2.3.1. Carotenoides em microalgas

Os carotenoides utilizados atualmente sao provenientes da obtencdo por rota
guimica ou por extracdo a partir de fontes naturais (plantas e algas). Porém, com o
aumento da preocupacdo do uso de aditivos quimicos na industria de alimentos,
houve um crescente interesse na obtencdo de carotenoides por processos
biotecnolégicos. Além do apelo crescente por produtos naturais, 0os carotenoides
sintetizados por micro-organismos podem ser obtidos em um curto tempo,
independente da época do ano (VALDUGA et al., 2009).

Esses pigmentos naturais apresentam diversas fungdes em microalgas,
dentre essas podemos destacar sua atuacdo como pigmentos acessoOrios a
fotossintese, sendo responséaveis pela absorcao de energia na regido azul-verde do
espectro de luz e transferindo a mesma para a clorofila (TELFER, 2002). Também
participam na dissipagao do excesso de energia absorvida e como “sequiestradores”

de espécies reativas de oxigénio que podem causar danos ao foto-sistema.

Determinadas espécies, como algumas do género Dunaliella, podem
aumentar sua producdo de carotenoides em resposta a condicdes de estresse,
como a limitagdo de nutrientes (nitrogénio, foésforo, enxofre), alta salinidade e alta

intensidade de luz.

2.3.2. pB-caroteno

Na natureza o B-caroteno esta presente na maioria das plantas e algas, mas

em peqguenas quantidades, cerca de 0,2% do peso seco com, aproximadamente, 1/3
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do isbmero 9-cis-B-caroteno em sua composicdo. Porém, em espécies de
microalgas como Dunaliella bardawil e Dunaliella salina o isbmero 9-cis-B-caroteno
pode representar mais de 50% da composicdo isomérica do (-caroteno (BEN-
AMOTZ et al., 2009).

Por muitos anos o B-caroteno tem sido utilizado como corante em alimentos,
como pro-vitamina A em alimentos e racdo animal, como aditivo em cosméticos, em
complexos multivitaminicos e na dltima década em alimentos como fonte
antioxidante (BEN-AMOTZ et al., 2009). A demanda do B-caroteno tem aumentado

no mercado global devido as diversas possibilidades de aplicacdo deste pigmento.

Diversos estudos tém sido realizados para avaliar os efeitos do B-caroteno na
saude humana, dentre estes podemos destacar o aumento dos niveis de colesterol
HDL (high density lipoprotein), protecdo solar, reducdo do risco de doencas do
coracdo, prevengdo ao cancer, atividade pro-vitamina A, entre outros beneficios
(SHAISH et al., 2006; STAHL et al., 2000; KRITCHEVSKY, 1998).

2.3.3. O género Dunaliella

As microalgas do género Dunaliella pertencem ao filo Chlorophyta, sao
unicelulares, halotolerantes, biflageladas e com flagelos de tamanho aproximado ao
tamanho da célula, sdo desprovidas de parede celular rigida, mas apresentam um
tipo de glicocélix que envolve a célula (BOROWITZKA & BOROWITZKA, 1988 apud
BEN-AMOTZ et al., 2009).

As espécies de Dunaliella que apresentam a capacidade de acumular altas
concentracbes de [B-caroteno como Dunaliella bardawil e Dunaliella salina, podem
ser encontradas em locais hipersalinos, como lagos artificiais de produgéo de sal e
lagos naturais (BOROWITZKA & SIVA, 2007). Nestes ambientes essas microalgas
sdo encontradas, predominantemente, com colora¢do laranja ao invés de verde,

devido a grande quantidade produzida de B-caroteno.

Essas microalgas séo capazes de sobreviver em faixas de salinidade de 0,5%

até 35%, havendo variacdo do formato da célula conforme a variacdo da salinidade



12

devido a auséncia de parede celular (BEN-AMOTZ, SHAISH & AVRON, 1991).
Também s&o capazes de sobreviver em condi¢cdes extremas de temperatura, numa
faixa de 5° a 40°C (BEN-AMOTZ et al., 2009).

A sobrevivéncia dessas espécies frente aos choques hiperosmoticos (altas
salinidades) é resultante de um mecanismo de osmorregulacdo, em que ha a
producdo de glicerol (soluto compativel), enquanto que em situacdes de choques
hipo-osmoticos o glicerol presente na célula é eliminado (CHEN & JIANG, 2009).
Desta forma, a quantidade de glicerol intracelular é diretamente proporcional a
concentracdo de sal no meio extracelular (BEN-AMOTZ, SHAISH & AVRON, 1991).

Em 1976, Ben-Amotz e Avron isolaram uma cepa microalga do género
Dunaliella de tanques de producdo de sal préximos a Laguna Bardawil e
denominaram de Dunaliella bardawil a espécie isolada (BEN-AMOTZ et al., 2009).
Segundo Borowitzka & Siva (2007) € provavel que a designacdo correta para a
espécie Dunaliella bardawil seja Dunaliella salina. Porém, muitos pesquisadores
mantém o termo especifico bardawil, apesar de as caracteristicas taxondmicas
sugerirem que se trata de uma cepa de Dunaliella salina (BEN-AMOTZ, KATZ &
AVRON, 1982).

A microalga Dunaliella bardawil (figura 3) € capaz de acumular até cerca de
10% de seu peso seco em [B-caroteno sob condi¢des de estresse celular como, alta
intensidade de luz, alta concentracdo salina, baixas temperaturas ou em ambiente
com deficiéncia de nitrato (BEN-AMOTZ & AVRON, 1990). Como organismos
fotossintéticos, as algas do género Dunaliella apresentam carotenoides primarios,
localizados no complexo antena onde auxiliam na fotossintese. O processo pelo qual
a microalga D. bardawil acumula grande quantidade de (3-caroteno é denominado de
carotenogénese, sendo causado em resposta as condicdes de estresse celular.
Portanto, os pigmentos carotenoides produzidos por estresse apresentam funcao
secundaria (BEN-AMOTZ et al., 2009).
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Figura 3: Dunaliella bardawil em aumento de 400x

O B-caroteno produzido em resposta ao estresse celular é armazenado em
glébulos de lipidios localizados nos cloroplastos (BEN-AMOTZ & AVRON, 1983), em
espacos entre as membranas tilacoides. Sendo assim, espera-se que 0 mecanismo
de acumulo de pB-caroteno e dos lipidios sejam processos interdependentes
(RABANNI et al., 1998). A composicdo dos principais isémeros do [B-caroteno
produzido por D. bardawil que esta presente nestes glébulos € de 42% de todo-
trans-B-caroteno, 41% de 9-cis-B-caroteno e 10% de 15-cis-B-caroteno (BEN-
AMOTZ, KATZ & AVRON, 1982). Na figura 4, encontram-se as conformacodes

moleculares dos principais isbmeros produzidos por Dunaliella.

ApAhanman I

all-trans B-carotene

9-cis [-carotene

1 5-cis f-carotene

0

Figura 4: Estrutura de cadeia carbdnica dos isébmeros do f3-caroteno
produzidos por D. bardawil

Fonte: Ye, Jiang & Wu (2008).
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2.3.4. Propriedades dos isomeros 9-cis--caroteno e todo-trans-f-caroteno

As propriedades fisico-quimicas do isbmero todo-trans-f-caroteno diferem do
9-cis-p-caroteno, uma vez que o primeiro apresenta baixa solubilidade em Oleo e é
facilmente cristalizado em baixas temperaturas. Ja a forma 9-cis-B-caroteno € mais
soluvel em solventes lipofilicos e é dificilmente cristalizado em baixas temperaturas.
Desta forma, um mecanismo de sobrevivéncia de Dunaliella em condi¢cdes de baixas
temperaturas é sintetizar uma maior quantidade do isémero 9-cis-B-caroteno para
evitar a cristalizacdo do isébmero todo-trans-p-caroteno (BEN-AMOTZ & LEVY,
1996). Além disso, a producéo do isbmero 9-cis-B-caroteno também pode ter relagédo
com a quantidade de luz absorvida pela célula durante o ciclo de divisdo (BEN-
AMOTZ & AVRON, 1990).

Além disso, alguns estudos relatam que o isdmero 9-cis-B-caroteno apresenta
uma maior atividade antioxidante do que a forma todo-trans-B-caroteno, atuando
como um “sequestrador” de oxigénio singlete e outros radicais livres (BEN-AMOTZ &
LEVY, 1996).

2.3.5. Fatores que influenciam a carotenogénese

2.3.5.1. Intensidade de luz

Lers, Biener & Zamir (1990) verificaram que a intensidade de luz € um
ativador do gene que esta envolvido na indugao do acumulo de B-caroteno por D.
bardawil. Também foi observado que a quantidade deste pigmento pode aumentar
no interior da célula com o decorrer do tempo de exposicdo a alta intensidade
luminosa. Apesar disso, 0 mecanismo de regulacdo do acumulo de B-caroteno sob

alta intensidade luminosa ainda néo é conhecido.

Ha alguns anos, Ben-Amotz, Shaish & Avron (1989) descobriram que o B-
caroteno produzido por D. bardawil sob condi¢cdes de estresse atua como filtro da luz
azul e oferece protecdo contra a fotoinibicho causada pela radiacéao

fotossinteticamente ativa.

E possivel que uma das sinalizaces para a inducéo da carotenogénese seja

a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas a partir do excesso de
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luz absorvida (LAMERS et al., 2008). Quando as células sdo expostas a alta
intensidade de luz ou radiagdo UV, o excesso de energia absorvido pode ocasionar
uma série de reacdes que resultam na formacdo das ERO que tém o potencial de
causar a peroxidacdo de lipidios, bem como a oxidacdo de proteinas e acidos

nucleicos, alterando as atividades e estruturas celulares (ASADA, 2006).

De acordo com Uenojo, Junior & Pastore (2007), o oxigénio singlete (*O, -
espécie reativa de oxigénio altamente oxidante) pode ser originado a partir da
transferéncia de energia eletronica de um composto no estado excitado, como a
clorofila, para o oxigénio tripleto (*0,). No esquema abaixo encontra-se a

exemplificacdo do mecanismo de acgéao.

10, + Carotenoide = 30, + *Carotenoide

Fonte: UENOJO, JUNIOR & PASTORE (2007).

Apos formado, o carotenoide no estado excitado (*Carotenoide), pode
retornar ao seu estado fundamental através da dissipacdo de energia na forma de

calor.

2.3.5.2. Concentrac¢ao salina

Cowan & Rose (1991) observaram que ha uma relacdo de regulacdo do
acumulo de B-caroteno e a producdo de acido abcisico (ABA - horménio vegetal)
guando células de D. bardawil sdo submetidas a estresse salino. Os autores relatam
gue ha dois estagios de acumulo deste pigmento. Num primeiro momento, logo apos
a exposicao das células a alta concentracéo salina, ocorre o aumento da producao
de B-caroteno que coincide com o aumento da producdo enddgena deste hormdnio.
Ap0s isto, o nivel de B-caroteno é mantido constante até o inicio do segundo estagio
onde ha um maior acumulo. Embora os autores tenham encontrado uma relagao
entre a produgao de B-caroteno e o ABA, quase nao se sabe sobre o processo que

esta relacionado diretamente com a carotenogénese em presenca de alta salinidade.
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2.3.5.3. Limitacao de nutrientes

A carotenogénese também pode ser induzida pela auséncia de determinados
nutrientes no meio de cultura, tais como: nitrogénio, fosforo e enxofre. Segundo
Lamers et al. (2010) a deficiéncia de nitrogénio no meio é, depois da alta intensidade
de luz, um dos fatores mais eficientes na inducdo da carotenogénese em D. salina.
Entretanto, pouco se sabe sobre o mecanismo regulatorio da carotenogénese na
auséncia de nitrogénio (LAMERS et al., 2008), assim como com 0s outros nutrientes

citados anteriormente.

Com relacao ao nitrogénio, sabe-se que sua limitacdo no meio inibe a sintese
proteica e, consequentemente, a producao de clorofila. Em contrapartida, favorece a
carotenogénse, permitindo a protecdo da clorofila contra possiveis danos causados
pela incidéncia de luz (BEN-AMOTZ et al., 2009).

Em um experimento relatado por Ben-Amotz et al. (2009) foi possivel verificar
que células de D. bardawil submetidas a estresse de nitrogénio apds o crescimento
apresentavam maior expressao do gene PSY do que em células ndo estressadas,
sugerindo assim que a enzima fitoeno sintase esta de fato envolvida na regulacdo da

carotenogénese.

2.3.6. Biossintese do 3-caroteno

Atualmente, a rota de biossintese mais aceita para o género Dunaliella
encontra-se na figura 5. Segundo Ye, Jiang & Wu (2008), de uma maneira geral, a
biossintese de carotenoides é dividida em trés etapas, sdo elas: a biossintese de
geranilgeranil pirofosfato, a biossintese do licopeno e a geracdo de carotenoides
com anéis de ciclohexano. Ja a rota de biossintese da espécie D. salina ainda ndo &
clara devido aos resultados contraditérios encontrados na literatura, envolvendo o
efeito de regulacdo das enzimas fitoeno sintase e fitoeno desaturase (LAMERS et
al., 2008).

Conforme apresentado na figura 5, os nomes que estdo ao lado das setas
correspondem as enzimas responsaveis pelas reagfes que transformam uma

molécula em outra. A biossintese € iniciada com a acdo da enzima fitoeno sintase
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que catalisa a reacao entre duas moléculas de geranilgeranil pirofosfato, originando
o primeiro carotenoide, o fitoeno. As préximas etapas sdo reacdes de
desidrogenacdo que resultam na conversao do fitoeno em licopeno por meio dos
intermediérios: fitoflueno, C-caroteno e neurosporeno (YE, JIANG & WU, 2008). Apés
a producédo do licopeno existem duas vias, uma que dara origem a luteina como
produto final e a outra que originara a neoxantina como o ultimo carotenoide da via.

Nesta Ultima via, encontra-se o -caroteno que é um intermediario.
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Figura 5: Esquema da rota de biossintese do -caroteno e demais
carotenoides do género Dunaliella

Fonte: YE, JIANG & WU (2008)
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2.3.7. Cultivo de Dunaliella para a producao de 3-caroteno

O cultivo de microalgas pode ser realizado em diferentes sistemas de cultivo.
Esses sistemas podem ser abertos, como 0s tanques abertos, tanques do tipo pista
de corrida (raceway ponds), e podem ser fechados como em diferentes modelos de

fotobiorreatores (figura 6).

Figura 6: Diferentes sistemas de cultivo de microalgas (a — Cultivo de
Dunaliella salina em tanques abertos na empresa Cognis Nutrition and Health
na Australia; b - Cultivo de Dunaliella em tanques do tipo pista de corrida em

Israel; c - Fotobiorreator tubular; d — Fotobiorreator do tipo plastic bag)

Fonte: www.bsb.murdoch.edu.au; www.hrc.unlv.edu; www.engineeringnews.co.za.

Os sistemas abertos sdo os mais utilizados em cultivos em larga escala e
comerciais, pois apresentam baixos custos de implementacdo e operacdo. Porém,
apresentam desvantagens como a baixa produtividade volumétrica em biomassa,

dificil controle de processo por serem mais susceptiveis as variagbes ambientais e
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dificuldade de controle com contaminagdes. Ja os sistemas fechados, apresentam
como vantagens um maior controle de processo e de contaminacées e maior
produtividade volumétrica. Em contrapartida, os sistemas fechados apresentam
elevados custos de implementacéo e operacdo (DEL CAMPO, GARCIA-GONZALEZ
& GUERRERO, 2007). Sendo assim, a escolha do sistema de cultivo varia de
acordo com o objetivo do produto que se deseja obter, bem como as condi¢bes

ambientais do local onde sera realizado o cultivo.

A maioria dos cultivos comerciais de Dunaliella sdo realizados em tanques
abertos (JIN & MELIS, 2003). Esses cultivos podem ser divididos em dois tipos:
extensivo e intensivo. O primeiro é encontrado em paises como a China e Australia
e controla o minimo possivel as condicbes ambientais, utiliza altas concentractes
salinas no meio como uma forma de evitar predadores naturais da microalga e em
consequéncia disso, o crescimento da microalga é mais lento. Em paises como o0s
Estados Unidos e Israel, os cultivos sé@o realizados de forma intensiva, onde se
recorre pelo maximo uso de biotecnologia para controlar os fatores que influenciam
0 crescimento e a composi¢cdo celular (DEL CAMPO, GARCIA-GONZALEZ &
GUERRERO, 2007; BEN-AMOTZ et al., 2009).

A producdo comercial de D. salina se tornou a terceira maior inddstria no
ramo de microalgas em 1986 por meio da atividade da empresa Western
Biotechnology e Betateno (hoje chamada Cognis Nutrition and Health), ambas
localizadas na Austrélia. Atualmente, paises como Israel, Estados Unidos, China,
Chile e Portugal cultivam Dunaliella em larga escala para a obtengédo de (B-caroteno,
sendo que o preco deste pigmento produzido por Dunaliella pode variar de US$ 300
a 3000 por quilo (SPOLAORE, 2006). No quadro 3 sédo encontradas algumas

empresas produtoras de 3-caroteno a partir de Dunaliella.
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Quadro 3: Empresas com cultivos comerciais de B-caroteno produzido

por Dunaliella

Empresa Pais

Cognis Nutrition and Health Australia
Cyanotech EUA
Inner Mongolia Biological China
Tianjin Lantai Biotechnology China
Nature Beta Technology Israel
Parry Agro Industries India

Fonte: SPOLAORE et al. (2006); DEL CAMPO, GARCIA-GONZALEZ &
GUERRERO (2007)

Na literatura sdo encontrados dois tipos de conducdo de cultivo mais
utilizados para a produgao de B-caroteno e carotenoides por D. salina e D. bardawil,
sao eles: batelada simples e cultivo em duas etapas. No cultivo em batelada, s&o
impostas condicdes favoraveis a carotenogénese, entretanto desfavoraveis para o
alto desempenho do crescimento celular. J& o cultivo em duas etapas foi proposto
apos descobrir que a carotenogénese em Dunaliella e o crescimento celular sdo
eventos biologicos independentes, podendo a carotenogénese ser induzida em
qualquer fase do ciclo celular (SHAISH et al., 1992 apud BEN-AMOTZ, 1995). Desta
forma, o crescimento celular € dado em uma etapa cujas condi¢cdes sdo favoraveis
ao crescimento e apos isto, as células sdo submetidas a condi¢des ideais a inducéo

da carotenogénese.

Trabalhos como o de Prieto, Canavate & Garcia-Gonzalez (2011) mostram
que a produtividade de 3-caroteno no cultivo em duas etapas em tanques abertos &
maior comparada ao cultivo em batelada. Entretanto, a salinidade reduzida utilizada

na fase de crescimento pode favorecer o aparecimento de espécies nao
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carotenogénicas de Dunaliella e contaminagBes, como protozoarios que podem

predar a populacdo da espécie de microalga cultivada (BOROWITZKA, 1990).
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Esta dissertacdo teve como objetivo geral avaliar algumas condi¢cbes de

cultivo com o propoésito de maximizar a produgdo de [(-caroteno pela microalga

Dunaliella bardawil.

3.2.

Objetivos especificos

>

Estabelecer a metodologia de extracdo de carotenoides e o tempo para
alcangar o maximo de extracgao;

Definir uma metodologia para analise da composicdo dos principais
isbmeros do B-caroteno produzidos por Dunaliella bardawil por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Avaliar o crescimento da microalga em diferentes condicbes de
intensidade de luz e salinidade;

Avaliar o efeito da concentracdo de nitrogénio no crescimento microalgal e
na carotenogése em intensidade de luz e salinidade selecionadas como

ideais para o crescimento;

Avaliar o efeito da intensidade de luz e salinidade na indu¢do do acumulo
de B-caroteno por células da fase estacionaria de crescimento em

auséncia de nitrogénio no meio de cultivo.



24

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismo e manutencao da cultura

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a microalga Dunaliella bardawil
UTEX LB 2538, cultura unialgal, adquirida da colecdo de cultura da Universidade do
Texas (UTEX).

A cultura estoque da microalga foi mantida por cultivos quinzenais em meio
liquido, descrito por Shaish, Ben-Amotz & Avron (1992), em tubos de ensaio,
incubados em camara de germinagédo com controle de temperatura (21 + 2°C), com

iluminacao constante e uma agitacdo manual diaria.

4.2. Meio de cultura

Para o cultivo da linhagem Dunaliella bardawil UTEX LB 2538 foi utilizado o
meio de cultura artificial desenvolvido por Shaish, Ben-Amotz & Avron (1992), cuja
composicdo é apresentada no quadro 4. Para alguns experimentos, as

concentracdes de NaCl e NaNO3 variaram em funcdo do objetivo do estudo.

Quadro 4: Composicdo do meio utilizado para o cultivo de Dunaliella
bardawil (SHAISH, BEN-AMOTZ & AVRON, 1992)

Composicado Quimica | Concentracdo
NacCl 1-3M
NaHCOs3; 50 mM
KCI 5mM
MgCl, 5mM
NaxSO4 5 mM
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NaNOs; 5 mM
CaCl, 0,2 mM
KH2PO4 0,2 mM
FeCls 2 uM
EDTA 5 UM
MnCl, 7 UM
CuCl; 1 uM
ZnCl, 1 pM
CoCl, 1uM
(NH4)6M07024 1 pM

Os sais foram solubilizados em agua destilada, sendo que as solucbes
preparadas foram misturadas no momento do cultivo da microalga para evitar a
formacdo de precipitados, o que resultaria em alteracdo da composicdo quimica do
meio de cultura, e por sua vez, em menor disponibilidade de nutrientes para o
crescimento celular. A seguir, segue a descricdo de cada solugcdo preparada de um

total de onze solucbes:

e Solugdes de 1 a 8 — NaCl, MnCl,, CuCl,, ZnCl;,, CoCl,, (NH4)sM07024, MgCl, €
CacCl;, foram solubilizados em separado;

e Solucdo 9 — composta da mistura dos dois sais NaHCO3 e KH,POy;

e Solucdo 10 — composta da mistura dos sais KCI, Na;SO4 e NaNOg;

e Solugdo 11 — FeCl; e EDTA foram solubilizados em conjunto.

As solugdes de MgCl, e de CaCl,, bem como a solugdo 10 foram preparadas e
esterilizadas imediatamente antes do preparo do meio de cultura, posto que o

armazenamento em baixas temperaturas resulta na precipitacdo dos sais nelas
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contidos. As demais solugcdes foram preparadas previamente (solucdo estoque) e
mantidas sob refrigeracéo, de cerca 5°C até o momento do uso.

A solucéo 11 foi esterilizada por filtracdo a vacuo em membrana de acetato de
celulose (Sartorius) de 0,22 um de porosidade, em condi¢cdes assépticas. As demais
solucbes foram esterilizadas por autoclavacdo a temperatura de 121°C por 20

minutos.

ApoOs a esterilizacdo, as solucbes foram transferidas para um recipiente
estéril, de modo a compor um meio de cultura de composicdo idéntica a do quadro
4. Em seguida, o pH do meio foi ajustado para 8,5 utilizando solucéo 3,6% (v/v) de
HCI.

4.3. Condicdes operacionais de cultivo

Os cultivos foram conduzidos em frascos conicos de 500 mL, contendo 300
mL de meio, sob agitacdo de 180 rpm em mesa agitadora orbital (Marconi, MA 140
CFT) e iluminagdo constante, usando lampadas fluorescentes (figura 7), em
guantidade variada de acordo com a intensidade de luz desejada no experimento.
Os cultivos foram mantidos em sala aclimatada com temperatura ambiente

controlada em 25+3°C.

Figura 7: Mesa agitadora e disposicao das lampadas fluorescentes em
condi¢cdes de menor (a) e maior (b) intensidade luminosa.
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A intensidade de luz utilizada no cultivo foi estabelecida a partir da média dos
valores obtidos no centro e em quatro pontos ao redor da posi¢cdo do frasco,
conforme ilustrado na figura 8. A intensidade de luz foi determinada com auxilio de
um dosimetro (Biospherical Instrument, QSL 2100), sendo os valores expressos em

HE.m?Zs™,

1
2 4

N

Posigdo do
frasco

Figura 8: llustragdo dos cinco pontos onde foram feitas as medi¢gdes da
intensidade luminosa

4.4. Preparo do indculo

Para obtencé&o do in6culo, a microalga foi primeiramente cultivada em meio de
cultura (quadro 4) descrito por Shaish, Ben-Amotz & Avron (1992). Com base nos
trabalhos de Kleinegris et al. (2011) e Ledn et al. (2003), foi feita uma sele¢éo prévia
das condicbes de NaCl e intensidade Iluminosa a serem utilizadas para o
crescimento da microalga. Sendo assim, a concentracdo de NaCl utilizada foi 1,5 M

e a intensidade de luz utilizada no cultivo foi de 100 uE.m?.s™.

O in6culo consistiu de células de D. bardawil UTEX LB 2538 na fase
exponencial de crescimento. O numero de células alcancado nesta fase foi
determinado por contagem em camara Neubauer. A partir disso, foi calculado o
volume de suspensao celular necessario para estabelecer uma concentracao inicial
de células, metabolicamente ativas, de 6x10* células/mL para inicio dos
experimentos. Em seguida, a suspensdo celular foi centrifugada (centrifuga
Novatecnica, NT 825) a 3500 rpm, sob refrigeracdo de 15°C por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressupenso em 300 mL de meio de

cultura, sendo o cultivo realizado em frascos erlenmeyer de 500 mL.
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A etapa de centrifugacdo se fez necesséria para garantir a concentracdo
inicial dos sais no meio de cultura, em especial de nitrato de soédio e cloreto de

sbdio, que em determinados experimentos foram variaveis controladas.

4.5. Detalhamento experimental

4.5.1. Conservacao de amostras com biomassa microalgal para extracio de

carotenoides

Volumes variaveis (10 a 30 mL) de amostras de suspenséo celular foram
filtrados a vacuo em membrana de fibra de vidro (Sartorius, GF/P) de poro 0,7 pm.
Apo6s a filtracdo, as membranas foram dobradas, acondicionadas em tubos
criogénicos e armazenadas em nitrogénio liquido até o momento da extracao para

evitar a modificacdo da composicdo dos pigmentos encontrados nas células.

4.5.2. Definicao da metodologia de extracdo de carotenoides e cinética de extracao

Nesta etapa foram avaliados diversos tempos de extracéo (1 h, 3 h, 6 h, 9 h,
12 h e 24 h) para duas condicbes operacionais, uma reportada por Strickland &
Parsons (1972) e outra por Wright & Mantoura (1997), visando a maxima extracao
de carotenoides. As variagcdes nas condicbes operacionais de extracdo foram:
submisséo da mistura reacional (membrana cortada e acetona 90%) ao ultrassom
apos o tempo de extracao; ou trituracdo (com o bastdo de vidro) dos pedacos de
membrana cortados em solucdo de acetona 90% antes de submeter a mistura
reacional ao tempo de extracdo (figura 9). As extracdes para cada condicao
operacional e cada tempo avaliado, foram feitas em triplicata e o volume de
suspensao celular filtrado foi de 10 mL.
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Metodologia segundo Incubacdo a
Strickland & Parsons 4°Cpor:1,3,6, —>
(1972) 9,12 ¢ 24h
Filtragdo da
amostra

Trituragdo da
membrana com
bastdo de vidro

Membrana
cortada
: ' Incubacgdoa
A(\;Tpdologla segundo —_— 4°Cpor: 1, 3, —->
right & Mantoura . 6,9,12 e 24h
(1997) i

Centrifugagdo a
4800rpm por
5min

Ultrassom em
banho de gelo
por 30s

Membranas
ndo trituradas

Figura 9: Variagdes operacionais testadas na extragdo de carotenoides totais

As membranas conservadas em nitrogénio liqguido foram cortadas, ainda
congeladas, e aquelas que foram destinadas ao tratamento por trituracdo foram
colocadas em tubos de ensaio de vidro, onde foram adicionados 3 mL de solucéo de
acetona 90% e, em seguida, as membranas foram trituradas com o auxilio de um
bastdo de vidro. Os tubos foram fechados com Parafiim® e levados ao congelador
com temperatura aproximada de 4°C, onde permaneceram até o tempo de extracao
ter sido completado. Para retirar possiveis resquicios de membrana, o extrato foi
filtrado, succionando-o com uma pipeta pasteur, a qual continha um algoddo na

ponta (figura 10 a).

J& para o outro tratamento, a membrana cortada foi colocada dentro de um
tubo de polipropileno que apresentava um orificio em sua extremidade cénica. Em
seguida, um pedaco de Parafilm® foi aderido a esta extremidade e 3 mL de solucéo
de acetona foram acrescentados ao tubo. A parte superior do tubo foi vedada com
Parafiim® e o tubo de polipropileno foi colocado dentro de um tubo de centrifuga

(figura 10 b) e foi levado ao congelador, onde permaneceu até o término do tempo
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de extracdo. Decorrido o tempo de extracao, o extrato foi submetido ao tratamento
com sonda ultrassdnica com poténcia de 50 W (Bandelin, Sonopuls HD2200) em
banho de gelo por 30 segundos. O extrato foi separado da membrana apés a
centrifugacéo (centrifuga Hettich, EBA 8S) a 4800 rpm por 5 minutos. No momento
da centrifugacéo, o Parafiim® presente no fundo conico do tubo foi rompido,
possibilitando a passagem do extrato para o tubo de centrifuga de vidro (figura 10 c).
E importante destacar que todas as etapas da extracdo foram realizadas no escuro a
fim de evitar a degradacédo dos carotenoides. A quantificacdo de carotenoides totais

das condic¢des de extragcédo estudadas foi realizada de acordo com o item 4.6.3.

Tubo de vidre

—7
S Parafilm Extrato -

Figura 10: Detalhes experimentais da extrag&o de carotenoides totais (a -
filtracdo do extrato de carotenoides obtido por trituracdo da membrana; b —
esquema de extracdo em tubos de polipropileno; ¢ —ilustracdo da separacao
da membrana do extrato de carotenoides ap0s centrifugacéao)

4.5.3. Padronizacio da metodologia de quantificacio dos isomeros 9-cis-f-

caroteno e todo-trans-B-caroteno por cromatografia liquida de alta eficiéncia
Para quantificar os isébmeros do [p-caroteno produzidos nas diversas

condicdes estudadas, foram testadas duas metodologias de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE) que se encontram no quadro 5.
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Quadro 5: Metodologias para quantificagdao dos isémeros de B-caroteno
produzidos por Dunaliella bardawil

Referéncia Coluna Eluente
Bibliografica
Hu et al.(2008) — PRONTOSIL | Metanol/acetonitrila/agua (84/14/2,
Modificado® 300-3 (C30, 3 | v/viv)/ diclorometano (75/25, viv)
pm e 250x4,6
mm)
Hu et al. (2008) — | PRONTOSIL Metanol/acetonitrila (85/15,
Modificado? 300-3 (C30, 3 | v/v)/metil-terc-butil-éter (80/20, v/v)
pm e 250x4,6
mm)

Vazéao do eluente: 1mL/min. Detecg¢ao: 450 nm.
'Coluna C30 de marca e tamanho de particula diferentes do utilizado na
metodologia de Hu et al.(2008)
’Modificacdo do eluente da metodologia de Hu et al.(2008)

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo (ACCELA,
Thermo Scientific) com detector de arranjo de fotodiodo. Os solventes utilizados nas
analises cromatogréaficas foram filtrados em membrana de PVDF com poro de
0,22 um (Sartorius) e, posteriormente, foram submetidos a banho ultrassénico por 30

minutos para desgaseificacao.

Uma curva de calibragao de B-caroteno foi preparada com concentracdes de
1,19 a 19,8 mg/L. A solugdo mae foi preparada com o [(B-caroteno sintético (todo-
trans), comercializado pela Sigma Aldrich, solubilizando-o em acetona 100%. A partir
da solucdo mae, diluicbes seriadas foram realizadas a fim de obter as diferentes
concentracbes desejadas para construir a curva a curva de calibragdo. A
concentracdo da solucdo mae foi determinada por espectrofotometria com leitura em
comprimento de onda de 454 nm (WRIGHT & MANTOURA, 1997).

A partir da area gerada pelo pico do analito, a concentracdo do isémero todo-

trans-B-caroteno presente nas amostras péde ser calculada através da equacédo
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obtida pela curva de calibracéo (figura 11). O isémero 9-cis-B-caroteno, também foi
quantificado com base na curva de calibracdo correspondente a forma todo-trans
(equacao 1), porque seus coeficientes de extingao sao similares (HU et al., 2008). A
concentragcado de [B-caroteno produzido foi calculada somando-se as concentracdes

dos isbmeros 9-cis e todo-trans.

3,0E+07
2,5E+07

2,0E+07 /

1,5E+07 / R*=0,9971
1,0E+07 /

5,0E+06 /

0,0E+00 . . . . |
] 5 10 15 20 25

Concentragio de Beta-caroteno (mg/L)

Area do pico

Fl

Figura 11: Curva de calibragao do B-caroteno

Equagdo 1: p — caroteno (mg/L) = (728865 + Areado pico)/10°

4.5.4. Efeito da intensidade de luz e da salinidade no crescimento da microalga

Esta etapa teve como propésito definir as condi¢cdes ideais de intensidade
luminosa e salinidade para o crescimento da linhagem D. bardawil UTEX 2538, uma
vez que em trabalhos da literatura sdo encontrados relatos sobre a importancia

dessas variaveis no crescimento da microalga.
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Para avaliar a influéncia da intensidade luminosa e da concentragéo de NaCl
na concentragdo celular obtida no inicio da fase estacionéria, foi adotado um
planejamento experimental fatorial completo de dois niveis e duas variaveis (2%). As
variaveis independentes estudadas foram a intensidade luminosa e a concentracéo
de NaCl, sendo que a escolha dos niveis dessas variaveis foi feita com base em
estudos da literatura realizados com microalgas carotenogénicas do género
Dunaliella (GOMEZ & GONZALEZ, 2005; GONZALEZ et al., 2005). Os menores e
maiores niveis escolhidos para as variaveis concentracdo de NacCl e intensidade de
luz foram, respectivamente: 1 M e 50 pE.m?.s™; e 2 M e 150 pE.m™?.s™. J4 a variavel
dependente estudada foi a concentragdo celular no inicio da fase estacionéaria. Além
disso, estudou-se também a concentracédo de [3-caroteno como variavel dependente,
a fim de observar a tendéncia de producdo desse pigmento no inicio da fase
estacionaria. Como os experimentos do planejamento experimental ndo foram
realizados em triplicata, foram feitos ensaios de pontos centrais, em triplicata, na
concentracdo de NaCl e intensidade de luz de 1,5 M e 100 pE.m?Zs?,
respectivamente, para calcular o erro experimental. O in6culo dos experimentos foi
preparado de acordo com o item 4.4., em frascos erlenmeyer de 500 mL, contendo
300 mL de meio de cultura. O quadro 6 apresenta a matriz do planejamento
experimental com os valores decodificados do limite superior, inferior e dos pontos

centrais.

Quadro 6: Matriz do planejamento experimental fatorial 2° completo para a
maximizagao do crescimento celular

Intensidade de luz
Experimento NacCl (M)
(LE.m?2.s™)

1 1 50

2 2 50

3 1 150

4 2 150
Ponto central 1,5 100
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Ponto central 1,5 100

Ponto central 1,5 100

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado com o auxilio do
software Design expert 6.0.8.

4.5.5. Efeito da concentracao inicial de nitrato no crescimento celular e no

acumulo de -caroteno

Uma vez que na melhor condicdo de crescimento selecionada na etapa
anterior foi observada a presenca de uma quantidade consideravel de nitrato no final
do cultivo, foram realizados novos experimentos para duas diferentes concentracoes
tedricas de nitrato, tendo como controle o cultivo com 310 mg/L de nitrato
(concentracdo do meio descrito por Shaish, Ben-Amotz & Avron (1992)). Os valores
de nitrato estabelecidos nos experimentos foram a metade da concentrag&o original
do meio descrito por Shaish, Ben-Amotz & Avron (1992) (155 mg/L) e a
concentracdo de 54 mg/L encontrada no meio F/2 (GUILLARD, 1975) também

utilizado em cultivos de Dunaliella.

4.5.6. Efeito da intensidade luminosa e salinidade na producao de f3-caroteno em

auséncia de nitrogénio

A sintese de B-caroteno pela linhagem D. bardawil UTEX LB 2538 também foi
avaliada ap0s o crescimento celular, em uma segunda etapa de cultivo, com células
do inicio da fase estacionaria de crescimento. Para isso, foram realizados ensaios
utilizando meio cultura (quadro 4) isento da fonte de nitrogénio (nitrato de sodio),
seguindo um planejamento fatorial completo de dois niveis e duas variaveis (22),
mais 0s pontos centrais em triplicata. As variaveis estudadas para induzir a
producdo de B-caroteno apds o crescimento foram: concentracdo de NaCl e
intensidade de luz, cujos niveis minimos e maximos foram fundamentados nos
resultados obtidos na etapa anterior e em dados da literatura. O quadro 7 apresenta

0 arranjo experimental utilizado.
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Quadro 7: Matriz do planejamento experimental fatorial completo 22 para
avaliacdo da producao de B-caroteno por células em auséncia de nitrogénio

_ NaCl (M) Intensidade de luz
Experimento
(LE.m?2.s™)

1 1 400

2 3 400

3 1 1000

4 3 1000

5 2 700

6 2 700

7 2 700

Para a realizacdo deste experimento, a microalga foi primeiramente cultivada
no meio de cultivo descrito por Shaish, Ben-Amotz & Avron (1992), acrescido de 1 M
de cloreto de sodio, sob iluminagéo constante, na intensidade de luz de 150 pE.m"
2s™, condicBes estabelecidas como ideais para atingir alta concentracdo celular,
com base no estudo apresentado no item 4.5.4. No inicio da fase estacionéaria de
crescimento, os 300 mL de cultura foram centrifugados (item 4.4.) e ressuspensos

em 300 mL de meio (quadro 4), isento de nitrato, contendo 1 M, 2 M ou 3 M de NaCl.

A variavel de resposta estudada nesta etapa foi a concentracdo de pB-
caroteno, a qual foi determinada a cada 24 horas, aproximadamente, por um periodo
total de 93 horas. Com este fim, foram retiradas aliquotas de 10 mL dos frascos, que

foram em seguida filtradas a vacuo e conservadas em nitrogénio liquido (item 4.5.1).

Para realizar o tratamento estatistico, foram analisados os dados obtidos para
concentragdo de B-caroteno, determinada no tempo de maxima producdo, 69 h.,

utilizando o software Design expert 6.0.8.
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4.6. Determinacgoes analiticas

4.6.1. Contagem de células

A determinacgéo da concentracao celular foi realizada por contagem de células
em camara Neubauer em microscopio 6ptico (Olympus) com aumento de 400x. Para
tanto, aliquotas de 0,5 mL foram acrescidas de 0,02 mL de solucdo de lugol para

imobilizar as células. A concentracdo celular foi calculada a partir da equacéao 2.

n® de células contadas 1{]4_

Equacdo 2: Numero de células/mL =

n® de guadrantes contados

4.6.2. Quantificacao de nitrato

Para quantificar a concentracdo de nitrato foram retiradas aliquotas de 2 mL
dos cultivos que, apds a remocao das células e de outros solidos em suspensao por
centrifugacdo (centrifuga Logen Scientific, LS) a 6.000 rpm por 5 minutos, foram
analisadas espectrofotometricamente nos comprimentos de onda de 221,4 e 232,0
nm (YAMABERI, TAKAGI & YOSHIDA, 1998).

A concentragdo de nitrato foi encontrada a partir da equacéo da reta obtida
(equacdo 3) por meio de uma curva de calibracdo (figura 12), previamente
preparada a partir das leituras das absorvancias em dois comprimentos de onda
(221,4 e 232,0 nm) das solu¢Bes nitrato de sddio (NaNO3) com concentragdes que
variaram de 1 a 40 mg/L de nitrato (faixa de linearidade).
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Figura 12: Curva de calibracéo de nitrato

Equacédo 3: Nitrato (mg/L) =

4.6.3. Quantificacao de carotenoides totais

=0,0198+({AbSs0y s nm—A4bS350 4]

0.0373

A concentracdo de carotenoides totais foi determinada a partir da equacao

encontrada no trabalho de Strickland & Parsons (1972):

Equacéo 4:

47

Car.totais (mg/L) = [(7,6.Abs,, — 3,0.Abs..,) — (1,49.4bs.,, — 2,0.4bs..;)].——

Em que:

V.

v" v = volume de solucao de acetona utilizado na extracdo (L);

v" V =volume de suspensao celular filtrada (L);

v' ¢ = caminho 6ptico da cubeta que é 1 cm;

v" Abs = absorvancia num dado comprimento de onda.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Padronizacao da metodologia de extracao de carotenoides

A solucéo de acetona 90% foi o solvente utilizado para extracdo de carotenoides
totais, porque segundo Strickland & Parsons (1972) o mesmo tem sido utilizado para
amostras de agua do mar, apresentando a acuracia adequada na maioria das
investigacbes de estudos de ecologia marinha. Além disso, trata-se de uma
metodologia simples, com o uso de um solvente de baixa toxicidade quando
comparado a outros e que no presente trabalho também foi destinado a extracéo de

amostras as quais continham sal.

Strickland & Parsons (1972) relatam a extragdo completa dos pigmentos em
um periodo de 15 a 20 horas e que ndo observaram melhora na extracdo quando
submeteram os filtros a ultrassom. Entretanto, em nosso trabalho, fez-se necessaria
a averiguacdo do tempo requerido para a maxima extracdo de carotenoides e a
comparacao entre triturar ou submeter a membrana ao tratamento por ultrassom,
para verificar se com a espécie Dunaliella bardawil haveria uma melhor extracdo em

uma das condic¢des citadas.

Na figura 13, sdo encontrados os resultados das cinéticas de extracdo de
carotenoides totais, onde pode-se notar que tanto para as membranas submetidas
ao tratamento com ultrassom quanto para aquelas que foram somente trituradas, ha
uma pequena variacdo na concentracdo dos carotenoides obtidos nos diferentes

tempos de extracao.

A maxima concentracao de carotenoides obtida no tratamento por trituracao
da membrana foi 8,12 mg/L em 12 horas de extracdo, enquanto a minima alcancada
foi 6,76 mg/L em 24 horas de extracdo. Ja para o tratamento em ultrassom, o
maximo e o minimo extraido foram, respectivamente, 7,97 mg/L em 12 horas e
7,15 mg/L em 3 horas. Além disso, € possivel perceber que ndo ha uma tendéncia
de aumento da concentracdo de carotenoides totais com o decorrer do tempo de
extracdo para ambos os tratamentos (figura 13). A extragdo de carotenoides nos

tempos estudados parece ser constante.
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Figura 13: Cinéticas de extracdo de carotenoides totais (a) tratamento
com ultrassom (b) tratamento com trituracdo da membrana.
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Para comparar os dois tratamentos utilizados (ultrassom e trituracdo) e os
diferentes tempos de extracdo, realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) com
dois fatores e repeticbes, com nivel de confianca de 95% (tabela 1). A partir da
analise dos dados abaixo, observa-se que, estatisticamente, ndo houve diferenca
entre as metodologias (trituracdo e ultrassonica¢ao), uma vez que o p-valor foi maior
que 5% e houve diferenca entre os tempos de extracdo (p<0,05). E provavel que

essas diferencas entre os tempos estejam associadas aos erros experimentais.

Tabela 1: Andlise de Variancia (ANOVA) com dois fatores e repeticbes

Fonte da Soma Graus de Média p-valor
variacao guadratica liberdade quadratica
Entre os 4,698201 5 0,93964 6,502x10
tempos
Entre as 0,147105 1 0,147105 0,2475048
metodologias
Interagbes 0,972617 5 0,194523 0,1395436
Erro 2,512958 24 0,104707
Total 8,33088 35

Diante dos resultados apresentados e das pequenas variacbes de
carotenoides totais extraidos, definiu-se 1 hora o tempo suficiente para extrair o
maximo de carotenoides. J4 a metodologia de extracdo escolhida foi a trituracédo da
membrana em lugar do uso do ultrassom, a fim reduzir os gastos de energia, ja que

a sonda ultrassonica nao seria utilizada.

5.2. Desenvolvimento de metodologia para quantificacao dos isomeros
de B-caroteno por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido o método
mais escolhido, para separar e quantificar carotenoides (SQUINA & MERCADANTE,
2003), sendo a coluna de fase reversa bastante utilizada na separacdo de

carotenoides devido a sua alta eficiéncia de separacdo. Portanto, a escolha do uso
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de coluna C30 foi devido a sua capacidade de promover uma melhor resolugdo na
separacdo dos carotenoides e de seus isébmeros, quando comparado a coluna C18
(INBARAJ et al., 2006), também utilizada na anélise de carotenoides.

Primeiramente foi testada a metodologia descrita por Hu et al. (2008) com
uma coluna C30, porém com tamanho de particula de 3 pum (menor que o da
metodologia original) com o objetivo de promover uma melhor interagcdo entre o
analito e a fase estacionaria e, consequentemente, aumentar o poder de separagao
dos pigmentos (SNYDER & KIRKLAND, 1979).

Ao utilizar a mesma fase movel do trabalho de Hu et al. (2008) para analisar
uma amostra de carotenoides de D. bardawil, foi possivel observar no cromatograma

obtido (figura 14) que o método possibilitou uma boa separacdo e resolucdo dos

ISOmeros.
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Figura 14: Espectro cromatografico dos isdmeros de -caroteno obtidos por
CLAE usando coluna C30 e metanol/acetonitrila/agua (84:14:2) em
diclorometano (75:25) como fase movel.
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Com o objetivo de melhorar a resolucéo dos picos dos isbmeros todo-trans e
9-cis-p-caroteno, foram realizadas modificacdes na fase moével. Segundo orientacéo

da professora Dra. Silvana Vianna, realizou-se as seguintes modificacdes:

v Retirou-se a agua da solugdo que era formada por
metanol/acetonitrila/agua;

v" O diclorometano foi substituido pelo metil-terc-butil-éter;

v As proporg¢des dos solventes utilizados na fase mével foram alteradas,
passando a ser metanol/acetonitrila (85:15, v/v)/metil-terc-butil-éter
(80:20, v/v).

Com as modificacBes descritas anteriormente, foi preparada uma nova fase
movel e foi realizada a analise de uma amostra de extrato de carotenoides de
Dunaliella bardawil. De acordo com a figura 15, pode-se notar que as modificacdes
resultaram em uma melhor resolucdo nos picos dos isémeros de B-caroteno, o que

permitiu uma quantificacdo mais exata dos mesmos.
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Figura 15: Espectro cromatografico dos isomeros de -caroteno obtidos por
CLAE usando coluna C30 e fase movel modificada [metanol/acetonitrila (85:15)
/ metil-terc-butil-éter (80:20)].
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A seletividade da coluna utilizada em CLAE € dependente da fase movel
utilizada, como por exemplo, a seletividade dos isébmeros do [(-caroteno pode
diferenciar com o uso de metanol ou acetonitrila na fase movel. Aléem disso, a
separacao de carotenoides polares pode ser explicada pela influencia da presenca
de 4gua na fase movel, enquanto que os carotenoides ndo polares, como € o caso
do B-caroteno, sdo insensiveis a presenca de agua. Sendo assim, separagfes
completas podem ser obtidas com o uso de gradientes ndo-aquosos contendo
metanol e metil-terc-butil-éter (SANDER, SHARPLESS & PURSH, 2000).

5.3. Avaliacao do crescimento celular em diferentes salinidades e
intensidade de luz

Inicialmente, foram estudadas as condicfes de cultivo para maximizacdo da
concentracdo celular na fase final do crescimento (fase estacionaria), tendo em vista
gue os carotenoides se acumulam intracelularmente, em geral, em condi¢cdes de
estresse. Logo, quanto maior a concentracdo celular durante a etapa de estresse,

maior a possibilidade de se obter elevadas concentracdes de carotenoides.

O quadro 8 mostra os resultados de concentracéo celular na fase estacionaria
de crescimento em funcdo das variacdes de salinidade e de intensidade luminosa.
Analisando a tabela, pode-se constatar que, nas condi¢bes ensaiadas, ndo houve
efeito marcante das variaveis na concentracdo celular, tendo sido atingidas

concentracdes celulares da ordem de 10° células/mL.

Ao observar o quadro 8, constata-se que a maior concentracdo celular final
obtida foi no experimento 3, no qual foi utilizado o menor e maior nivel, para a
concentracdo de NaCl e intensidade de luz, respectivamente. Com isso, as melhores
condicbes de cultivo escolhidas para o crescimento celular foram: NaCl 1M e
150 pE.m?2.s™.
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Quadro 8: Resultados de concentragao celular e B-caroteno obtidos na fase
estacionaria das diferentes condi¢cdes estudadas

Experimento NaCl | Intensidade | Concentracdo | Concentracao
(M) de luz (LE) celular de B-caroteno
(células/mL) (mg/L)
1 1 50 477500 1,13
2 2 50 261250 1,58
3 1 150 606250 4,14
4 2 150 393750 5,71
Ponto central 1,5 100 610000 3,13
Ponto central 1,5 100 541250 2,81
Ponto central 1,5 100 526250 2,65

O valor de densidade celular obtido no experimento 3, expressos em numero
de células/mL, estd em concordancia com o trabalho de Ben-Amotz (1995) com D.
bardawil, em que se obteve 8x10° células/mL em tanques abertos do tipo raceway
com agua do mar enriquecida. Porém, a maioria dos trabalhos encontrados na
literatura atingem a ordem de 10° células/mL, como no trabalho de Goméz &
Gonzalez (2005) que obtiveram o maximo de 1x10° células/mL em 15 dias de cultivo
em agua do mar enriquecida. Garcia-Gonzalez, Moreno & Guerrero (2005) e GOmez
et al. (2003) também obtiveram uma concentracdo celular na ordem de 10°
células/mL em 10 dias e 28 dias de cultivo, respectivamente. Se por uma lado, nos
trabalhos citados a concentracdo de células foi maior que a do presente estudo, por
outro o tempo de cultivo foi mais longo que o obtido no presente trabalho. A
condicdo escolhida como melhor para o crescimento celular (1 M e 150 pE.m?.s™)
deste trabalho alcancou o nimero maximo de células em cerca de 6 dias de cultivo
(figura 16).
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Figura 16: Curvas de crescimento de D. bardawil nas diferentes condi¢des de

intensidade de luz e salinidade estudadas

O efeito da salinidade e da intensidade luminosa sobre a concentragao celular

no final do cultivo pode ser mais bem analisada na figura 17. Neste tipo de grafico,

os dados sdo dispostos de forma a interligar os resultados obtidos nos niveis

superiores e inferiores de cada variavel. A tendéncia das duas retas formadas

permite definir se h4 ou ndo interacdo entre as variaveis. No caso de as retas

estarem dispostas em paralelo € indicativo de que ndo ha interacdo entre as

variaveis. Porém, se ocorrer interseccao entre as retas, ou pelo menos se houver

7

tendéncia disto acontecer, € indicativo de existir interacdo entre as variaveis

estudadas.
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Figura 17: Gréafico de interacdo entre as variaveis (concetracdo de NaCl e
intensidade luminosa) e sua influéncia na concentragao celular na fase
estacionéria.

Conforme ilustrado na figura 17 as retas se apresentam paralelas e nao
tendem a se cruzar. Portanto, pode-se inferir que ndo existe interacdo entre a
concentracdo de NaCl e a intensidade luminosa, de maneira a influenciar no

crescimento da microalga.

Analisando a variavel concentracdo de NaCl (figura 17) individualmente, é
possivel notar que o aumento da salinidade resulta em reducdo do crescimento
celular. Por outro lado, o aumento da intensidade de luz favorece a producdo da

biomassa microalgal.

Para fins comparativos, também foram determinadas as concentracdes de [3-
caroteno para cada uma das condicfes estudadas (quadro 8). A figura 18 retne as
concentracbes de carotenoides totais e 3-caroteno, distribuidos nos isdmeros cis e
trans, que foram determinadas na fase estacionaria de crescimento para cada
condicdo de salinidade e intensidade luminosa ensaiada. Distintamente do [3-
caroteno sintético, que € composto exclusivamente do isdmero todo-trans, o [3-

caroteno de Dunaliella inclui também o isébmero 9-cis (BEN-AMOTZ, KATZ &
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AVRON, 1982). Segundo alguns autores, o isbmero 9-cis produzido por Dunaliella
tem maior acdo antioxidante do que o isbmero todo-trans (BEN-AMOTZ & LEVY,
1996; SHAISH et al., 2006).
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Figura 18: Efeito da salinidade e da intensidade de luz na biossintese de
catotenoides totais, de B-caroteno e seus isdmeros 9-cis e todo-trans por
Dunaliella bardawil UTEX LB 2538.

No presente estudo, os maiores valores de B-caroteno (5,7 mg/L) e de
carotenoides totais (9,8 mg/L) foram alcancados quando a linhagem D. bardawil
UTEX LB 2538 foi cultivada na salinidade de 2 M e sob iluminacdo de 150 pE.m?.s™
(figura 18). Nesta condicdo de cultivo, também foi obtido o valor maximo para a
relacdo 9-cis/todo-trans de 1,7. Nas demais condi¢cdes ensaiadas, a relacdo 9-
cis/todo-trans variou de 0,8 a 1,3.

A andlise da figura 18 permite ainda concluir que o acumulo de B-caroteno é
dependente do aumento da intensidade de luz, na faixa de 50 a 150 uE.m?2.s™. Além

disso, é possivel perceber que para uma mesma intensidade de luz, o aumento da
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concentragdo de NaCl 1M para 2M promove aumento nas concentragdes de

carotenoides totais e (-caroteno.

Ja foi reportado que o acumulo de B-caroteno em Dunaliella é desencadeado
guando as células sdo submetidas a estresse ambiental, como por exemplo, alta
intensidade de luz, alta salinidade, caréncia nutricional e temperaturas extremas
(BEN-AMOTZ, KATZ & AVRON, 1982; BEN-AMOTZ & AVRON, 1983). Contudo,
poucas informacdes existem sobre a influéncia desses parametros na proporcéo dos
isdmeros de [(B-caroteno. Estudos realizados por Ben-Amotz & Avron (1983) e Ben-
Amotz, Lers & Avron (1988) demonstraram que a quantidade acumulada de B-
caroteno, assim como a relacdo de isbmeros 9-cis/todo-trans, dependem da
intensidade de luz, a qual a microalga € exposta durante o ciclo de divisdo celular.
Portanto, ndo ha mais dulvidas quanto a importancia da fotoestimulacdo na
biossintese de B-caroteno de D. salina (BEN-AMOTZ, LERS & AVRON, 1988;
ORSET & YOUNG, 2000; GOMEZ & GONZALEZ, 2005).

A quantidade intracelular de pigmentos carotenoides também foi determinada
(figura 19). O acumulo de carotenoides totais nas células variou de 6,7 ng/célula (1
M e 50 pE.m?.s™) a 25 ng/célula (2 M e 150 pE.m2.s™).
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Figura 19: Variagédo da quantidade de pigmentos carotenoides acumulada
intracelularmente em funcéo da salinidade e da intensidade de luz.
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Novamente ratifica-se a tendéncia de aumento no acumulo de carotenoides
quando a concentracao de cloreto de so6dio aumenta para uma mesma intensidade
luminosa (figura 19), embora ndo tenha sido observada alteracdo significativa da
concentracdo celular. E, da mesma forma, a producdo de carotenoides totais por
célula foi diretamente dependente da intensidade luminosa, para uma mesma

salinidade.

A concentracdo de nitrato (NO3) residual do meio de cultura também foi
determinada com o objetivo de avaliar o consumo da fonte de nitrogénio pela
microalga nas diferentes condi¢cdes estudadas (quadro 9). Em todas as condicbes
ensaiadas, o consumo de nitrato foi parcial, inferior a 50%. Logo, o baixo
crescimento celular, correspondente ao aumento de apenas uma ordem de
grandeza, ndo pode ser atribuido a limitacdo da fonte de nitrogénio, que se

apresentava ainda em abundéancia no meio, decorridas 200 horas de cultivo.

Analisando o quadro 9, pode-se constatar que o maior e menor consumo de
nitrato foi obtido nas condicées de 1 M e 150 UE.m™?.s™ (experimento 3) e 2 M e 50
nE.m2.s? (experimento 2), respectivamente. Tal fato, pode ser explicado devido ao
maior nimero de células presente no experimento 3 e 0 menor numero de células no

experimento 2.

Quadro 9: Consumo de nitrato por D. bardawil em funcéo da salinidade e da
intensidade luminosa

Condicao Concentracao
_ _ _ Consumo de
Experimento final de nitrato _
nitrato (%)
(mg/L)
1 1 Meb50uE 200 33
2 2 M e 50 pE 216 28
3 1 Me 150 pE 157 48
4 2 M e 150 puE 166 45

Concentracgao inicial de nitrato: 302+25 mg/L.
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A analise estatistica do planejamento experimental para o crescimento da
microalga foi realizada adotando-se um nivel de confiangca de 95%. Todos os valores
de p obtidos para as variaveis utilizadas foram maiores que 5%, indicando que a
concentracdo de NaCl, a intensidade de luz e a interacao entre essas duas variaveis
nao sao, estatisticamente, significativas para a obtencdo de elevada concentragao
celular (tabela 2) na fase estacionaria.

Tabela 2: Andlise estatistica da influéncia das variaveis concentragdo de NaCl
e intensidade de luz na concentracao celular na fase estacionéria de
crescimento

Fatores Média Valores de F p-valor
guadratica

Concentracéo de NaCl (A) 4,596 x 10*° 4,51 0,1237

Intensidade de luz (B) 1,706 x 10%° 1,68 0,2862

AB 3,516 x 10° 0,9863 0,9863

Apesar de as variaveis utilizadas ndo terem se apresentado significativas
estatisticamente, sabe-se que biologicamente ha influéncia das mesmas no
crescimento celular. Cifuentes et al. (2001), trabalhando com oito espécies
diferentes de Dunaliella, verificaram que a concentracdo de NaCl influencia
positivamente ou negativamente no numero de divisdes celulares por dia. Além
disso, o cultivo em elevadas salinidades pode ser uma condi¢do estressante para a
célula, o que pode desencadear em mortandade celular. Ademais, segundo Adir et
al. (2003), a luz é uma variavel de extrema importancia para a fotossintese e,
portanto, essencial para o crescimento fotoautotréfico das microalgas. Quando a
guantidade de luz € insuficiente, o crescimento da microalga esta sob uma condi¢ao
de fotolimitagdo. J& quando ha um aumento na intensidade de luz, ocorre uma

melhora no crescimento da microalga até o ponto de saturagédo de luz. Apoés o limite
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de saturacdo, o crescimento da microalga € inibido, causando a fotoinibicdo devido

ao excesso de luz.

Também foi feita a analise estatistica dos dados obtidos para B-caroteno
(tabela 3). O nivel de confianca adotado para a analise estatistica desta etapa foi de
95%. De acordo com a tabela 3, as variaveis concentracdo de NaCl e intensidade de
luz, nas faixas estudadas, se mostraram estatisticamente significativas, uma vez que
os valores de p foram inferiores a 5%. Ja a interacdo entre essas dusas variaveis se

mostrou nédo significativa no para a producéo de p-caroteno.

Tabela 3: Analise estatistica da influéncia das variaveis concentracao de NacCl
e intensidade de luz na producéo de B-caroteno

Fatores Média quadratica Valor de F p-value
Concentracao 1,02 12,21 0,0397
de NaCl (A)
Intensidade 12,74 152,52 0,0011
de luz (B)
AB 0,31 3,75 0,1481

Na figura 20, pode-se observar que nao ha interacdo entre a salinidade e a
intensidade de luz, uma vez que as retas ndo se cruzam. Além disso, é possivel
perceber o efeito mais marcante da intensidade de luz em relacdo a salinidade no
acumulo de [(-caroteno. Nota-se também que a producdo de [(-caroteno
praticamente n&o varia pelo aumento da concentracdo de NaCl, quando a
intensidade de luz estad em seu menor nivel (50 pE.m?.s™). No entanto, quando as
células sdo exposta a uma maior intensidade de luz (150 HE.m™2.s™), o aumento da
concentracdo de NaCl 1 M para 2 M favorece um ligeiro aumento na producéao de

B-caroteno.
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Figura 20: Gréfico de interacdo entre as variaveis intensidade de luz e
concentracdo de NaCl e sua influéncia na produgao de B-caroteno por D.
bardawil.

Apos a andlise dos resultados de crescimento celular e sintese de B-caroteno
frente as variadas relacdes de salinidade e intensidade luminosa, foi dada
continuidade ao trabalho visando reduzir os custos do processo com a quantidade

fonte de nitrogénio utilizada para o crescimento.

5.4. Crescimento e producao de f-caroteno por D. bardawil em
diferentes concentracoes de nitrato

Considerando que na etapa anterior havia uma elevada concentracdo de
nitrato residual na cultura apds o crescimento da microalga, em todas as condicfes
ensaiadas, foi dada énfase ao estudo da concentracao inicial de nitrato a fim de
estimular o crescimento celular e, ao mesmo tempo, reduzir 0s custos operacionais.
As condic¢bes de intensidade de luz e concentragdo de NaCl utilizadas no cultivo da
microalga foram 1 M e 150 pE.m?s™, uma vez que foram essas condicBes que

favoreceram a maior concentragcao celular na fase estacionaria.
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O quadro 10 apresenta as concentracdes de nitrato tedrica e pratica utilizadas
no cultivo de D. bardawil. No experimento 1, a concentracao de nitrato correspondeu
a original do meio de cultura desenvolvido por Shaish, Ben-Amotz & Avron (1992),
enquanto no experimento 2 foi testada a metade da concentracdo uma vez que o
consumo maximo no experimento 3 (NaCl 1 M e 150 pE.m?s™) do item 5.3. foi
proximo a 50%. J& no experimento 3, a concentracdo de nitrato escolhida foi
correspondente a descrita no meio F/2 (GUILLARD, 1975), que em alguns trabalhos
é utilizado para o cultivo de Dunaliella (PRIETO, CANAVATE & GARCIA-
GONZALEZ, 2011; GARCIA-GONZALEZ, 2005).

Quadro 10: Concentracdo tedrica e pratica de nitrato utilizada no cultivo de D.

bardawil.
_ Concentracéo tedrica | Concentracao pratica
Experimento
de NOz (mg/L) de NO3 (mg/L)
1 (Controle) 310 310
2 155 156
3 54 53

A figura 21 apresenta as curvas de crescimento da microalga e do consumo
de nitrato. As maiores concentracdes celulares alcancadas foram similares no
experimento 1 (5,8x10° células/mL) e no experimento 2 (5,4x10° células/mL). A
menor concentracdo celular obtida foi no experimento 3 (2,9x10° células/mL), onde
havia menor concentracdo de nitrato. A menor concentracao celular alcancada no
experimento 3 pode ser explicada pela baixa concentracdo de nitrato disponibilizada
que nao foi suficiente para a multiplicacdo celular. Adicionalmente, os valores

maximos de concentracao celular foram alcancados ao redor de 100 h de cultivo.

O consumo de nitrato nos experimentos contendo 310 e 156 mg/L foi
semelhante (figura 21 a e b). Para ambas as condi¢des nutricionais, a quantidade de
nitrato assimilada é semelhante, em torno de 100 mg/L, correspondendo a 37% e

76%, respectivamente.
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Figura 21: Curvas de crescimento de D. bardawil em meio de cultura contendo

310 (a); 156 (b); e 53 mg/L (c) de nitrato.
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Comportamento distinto foi identificado para o cultivo da microalga na menor
concentragéo inicial de nitrato (figura 21 c). Nesta condigdo, 94% do nitrato (cerca de
50 mg/L) disponivel foi consumido em 97 h de cultivo, cessando 0 seu consumo

guando as células se encontravam na fase de desacelaracéo do crescimento.

Ao atingir a fase estacionaria, os cultivos com 310 e 156 mg/L continuavam a
apresentar coloracao verde, como no inicio do cultivo. J& para o cultivo da microalga
realizado em condicdo de baixa disponibilidade de nitrogénio (53 mg/L) , foi notéria a
mudanca da coloragcdo de verde para laranja, logo no inicio da fase estacionaria de
crescimento. Tal fato pode ser explicado pela escassez de nitrato no final do cultivo
que propiciou um estresse nutricional, o que favoreceu a carotenogénese. Isto
porque, exceto pela concentragéo inicial de nitrato, todos os experimentos foram

conduzidos nas mesmas condigdes experimentais.

A sintese de B-caroteno e carotenoides totais foi maior no experimento que
utilizou uma menor concentragcdo de nitrato inicial (53 mg/L), alcancando
concentracbes de 9 mg/L e 13 mg/L, respectivamente. J& nos cultivos com
concentragcbes iniciais de nitrato de 310 mg/L e 156 mg/L, foram obtidas
concentracdes de [-caroteno e carotenoides totais menores, mas similares entre si
(figura 22).
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Figura 22: Efeito da salinidade e da intensidade de luz na biossintese de
catotenoides totais, B-caroteno e seus isdbmeros 9-cis e todo-trans.

Analisando a figura 22, constata-se a variagdo da qualidade do B-caroteno
produzido, isto €, na proporcdo dos isébmeros 9-cis e todo-trans, em funcdo da
concentracéo inicial de nitrato. O aumento da disponibilidade de nitrogénio resultou
em decréscimo da relacdo 9-cis/todo-trans; sendo os valores 0,86; 0,99; e 1,37
determinados para as concentracdes iniciais de nitrato de 310, 156 e 53 mglL,

respectivamente.

As produtividades de carotenoides totais e p-caroteno foram calculadas com
base no dia de maior producdo (tabela 4). Pode-se observar que as maiores
produtividades em carotenoides totais (0,093 mg.Lh?) e B-caroteno
(0,063 mg.L . h™h.
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Tabela 4: Produtividade (mg.L™.h™) de B-caroteno e carotenoides totais

nas diferentes concentragdes iniciais de nitrato utilizadas no crescimento de

D.bardawil
Nitrato (mg/L) B-caroteno Carotenoides totais
310 0,037+0,003 0,070+0,001
156 0,033+0,004 0,063+0,007
53 0,063+0,001 0,093+0,002

A figura 23 apresenta a variagdo do acumulo de carotenoides pela microalga
em funcéo do cultivo em concentracfes diferenciadas de nitrato. Novamente, pode-
se observar que a limitacdo de nitrogénio estimulou o acumulo de carotenoides pela
microalga, alcancando 46 ng de carotenoides por célula com 53 mg/L de nitrato
inicial. Comparativamente, nos outros dois experimentos, onde 0 nitrogénio nao foi
um fator limitante para o crescimento, a quantidade de carotenoides intracelular foi

aproximadamente a metade.

Diante deste resultados, pode-se concluir que se por um lado a baixa
concentracdo de nitrato de sédio (53 mg/L) nao foi favoravel ao crescimento da

microalga, por outro lado a limitag&o de nitrato foi indutora da carotenogénese.
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Figura 23: Quantidade de carotenoides (ng) acumulados por célula nas
diferentes concentragdes iniciais de nitrato utilizadas no crescimento de
D. bardawil.

Os resultados obtidos nesta etapa nortearam para a continuidade dos
experimentos visando incrementar a producao de B-caroteno. Com este propdsito foi
elaborado um novo planejamento experimental, fundamentado nos resultados de

todos os experimentos ja realizados.

5.5. Producdo de f-caroteno pela microalga em condi¢do de estresse

nutricional e em diferentes intensidade de luz e concentragcoes de NaCl

Nesta etapa, foi estudada a producao de carotenoides totais e de B-caroteno
por células em estado de estarvacao, isto €, em meio de cultura isento da fonte de
nitrogénio, em diferentes salinidades e intensidades de luz. Isto porque, sabe-se que
a producédo de caroteno € intensificada quando a microalga se encontra em limitada
condicao nutricional (LAMERS et al., 2010).

Para este estudo, foi elaborado um novo planejamento experimental, com

valores minimos e maximos contemplando a tendéncia visualizada no item 5.3.
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Ainda com base nos resultados anteriormente levantados, para preparo do indculo,
as células foram cultivadas em meio de cultura (quadro 4), em condi¢des ideais para
o crescimento (NaCl 1 M e 150 pE.m?.s™). Quando as células atingiram a fase
estacionaria de crescimento, as mesmas foram centrifugadas e ressuspendidas em
meio sem nitrato de sédio e em diferentes concentracbes de NaCl (1 M, 2 M e 3 M).
ApOs isto, os experimentos foram conduzidos em diferentes intensidade de luz (400,
700 e 1000 PE.m™?.s™). As condicdes estudadas neste planejamento experimental

podem ser visualizadas no quadro 11.

ApOs as células serem submetidas a condicdo de estresse, a produgao de [3-
caroteno foi acompanhada por 93 horas e constatou-se que em 69 horas a producao
foi maior. Portanto, os resultados referentes a producéo de B-caroteno encontrados
no quadro 11 foram obtidos em 69 horas. A maior producéo (12,64 mg/L) se deu na
condicdo experimental com NaCl 1 M e sob 400 pE.m?.s™, enquanto que, para a
concentracdo de NaCl, o aumento da intensidade luminosa para 1000 pE.m?.s™

causou uma reducéo aproximada de 1,7 vezes.

Quadro 11: Resultados do planejamento experimental para a producao
de B-caroteno por D. bardawil em auséncia de nitrato, diferentes
intensidades de luz e concentracdes de NaCl

Experimento NaCl Intensidadze de luz B-caroteno
(M) (ME.m™.s™) (mglL)
1 1 400 12,64
2 1 1000 7,24
3 3 1000 8,80
4 3 400 8,17
Ponto central 2 700 8,95
Ponto central 2 700 8,41
Ponto central 2 700 10,68
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Conforme observado na figura 24, todos os cultivos apresentaram mudanca
da coloracéo verde para laranja, em virtude da produgao de B-caroteno.

Figura 24: Coloracao das culturas no inicio (a) e no final do estresse (b) (69 h).

Foram realizadas analises estatisticas para a variavel de resposta
concentracdo de B-caroteno adotando-se um nivel de confianca de 90%, valor
utilizado para processos mediados por micro-organismos devido a grande
variabilidade encontrada nos resultados (RODRIGUES, 2012). Portanto, foram
considerados estatisticamente significativos os parametros cujos p valores foram

menores que 10%.

Analisando a tabela 5, observa-se que na faixa estudada, a variavel
concentracéo de NaCl ndo apresentou significancia estatistica para a produgao de (3-
caroteno. No entanto, a concentracdo de NaCl em associacdo com a intensidade
luminosa, apresentou-se significativa para a producédo do pigmento. Ja ao analisar a
producéo de B-caroteno em funcdo apenas da intensidade de luz, nota-se que esta

variavel é significativa.
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Tabela 5: Analise estatistica da influéncia das variaveis concentracao de NacCl
e intensidade de luz na produgao de -caroteno

Fatores Média quadréatica  Valores de F p-valor
Concentracéao de NaCl (A) 2,12 2,23 0,2319
Intensidade de luz (B) 5,69 6,00 0,0917
AB 9,09 9,59 0,0534

A influéncia da intensidade luminosa e de sua interacdo com a concentragao
de NaCl pode ser melhor analisada ao observar as figuras 25 e 26, respectivamente.
Ao observar o efeito individual da intensidade luminosa na concentragdo de [3-
caroteno (figura 25), é possivel notar que o aumento de 400 pE.m?.s™ para 1000
HE.m2.s™ promoveu uma redugdo na concentracdo de B-caroteno. J& ao observar a
interacdo entre a intensidade de luz e a concentracdo de NaCl (figura 26), pode-se
notar um sensivel aumento na concentracdo de (3-caroteno quando a concentracao
de NaCl passa de 1 M para 3 M, na intensidade de luz de 1000 pE.m™?.s™. Porém,
para 400 UE.m?.s™, o aumento da salinidade tem efeito negativo, causando um

declinio na concentracao de B-caroteno.



Concentragao de Beta-caroteno

16 —

12—

10 —

-
L ]
-
T T T T T T T T T
400,00 475.00 550,00 625.00 700,00 775.00 850,00 92500  1000.00
B: Intensidade

62

Figura 25: Grafico de influéncia da intensidade luminosa na producéo de

B-caroteno por D. bardawil.
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Figura 26: Grafico de interacdo entre a intensidade luminosa e a

concentracdo de NaCl na producéo de B-caroteno por D. bardawil.
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A figura 27 apresenta a producdo de carotenoides totais, B-caroteno e seus
isbmeros ao longo de 93 horas na condicao de estresse mais favoravel a producéo
de B-caroteno (NaCl 1M e 400 pE.m?.s™) pela linhagem Dunaliella bardawil UTEX
LB 2538. A maxima concentracdo destes pigmentos foi alcancada em 69 h de
cultivo, correspondendo a 19,4 mg/L de carotenoides totais, 12,6 mg/L de B-
caroteno, e, por conseguinte, a uma produtividade de 0,107 mg.L*.h* em B-
caroteno. Ja com relagdo a composicdo isomérica do [(-caroteno obteve-se

7,41 mg/L do isbmero todo-trans e 5,22 mg/L do 9-cis-B-caroteno.
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Figura 27: Producédo de carotenoides totais, B-caroteno e seus isdOmeros pela
microalga Dunaliella bardawil em meio descrito por Shaish, Ben-Amotz &
Avron (1992) contendo NaCl 1M e sob intensidade luminosa de 400 pE.m™2.s™.

A viabilidade celular e a quantidade de pigmentos carotenoides acumulados
em cada célula também foram determinados ao longo do tempo de estresse (figura
28 a e b). A partir da andlise da figura 28.a., pode-se perceber que houve um ligeiro
decréscimo na concentragdo celular com o decorrer do tempo, ratificando que as
condi¢cdes de cultivo utlizadas ndo séo favoraveis ao crescimento. De fato, a

qguantidade inicial de carotenoides totais por célula antes do estresse, cerca de
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10 ng, aumentou para aproximadamente 65 ng em 69 h de cultivo, indicativo de

estarem sendo favorecidas as condicbes para a carotenogénese. Este valor se

manteve inalterado nas 24 h seguintes.
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Figura 28: Monitoramento da viabilidade celular ao longo do tempo de estresse

(a) e da quantidade intracelular de carotenoides totais/célula (b).
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Os resultados obtidos neste experimento corroboram que o0 estresse
ambiental é indutor da carotenogénese visto que a quantidade de [-caroteno
duplicou quando as células de D. bardawil foram submetidas a condi¢bes de

estresse, em comparacdo com o obtido em condi¢cGes de crescimento apropriadas.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

» As técnicas de trituracédo e ultrassonicacao das células sao igualmente
indicadas para extracdo de carotenoides de Dunaliella bardawil;

» A técnica de trituracdo da membrana em acetona 90% combinado a
1 h de extragdo permite extrair o maximo de carotenoides das células;

» A metodologia para quantificacdo dos isbmeros 9-cis e todo-trans-3-
caroteno modificada se mostrou eficiente na separacdo e resolucéo
dos compostos;

» O planejamento experimental realizado para avaliar a influéncia da
intensidade luminosa e salinidade no crescimento de D. bardawil UTEX
LB 2538 indicou ser NaCl 1M e 150 pE.m™.s™, os mais favoraveis;

» A produgdo de B-caroteno pode se dar em condicdes ideais de luz e
concentracdo de NaCl (1 M e 150 pE.m™?.s™) ideais ao crescimento e
limitacdo de nitrato;

» As maiores concentragdes de [3-caroteno (12,64 mg/L ) e carotenoides
totais (19,40 mg/L) foram obtidas em condicdo de limitacdo de
nitrogénio para NaCl 1M e 400 uE.m?2.s* em 69 h de cultivo;

» A biomassa microalgal produzida na etapa de estresse € rica em
pigmentos carotenoides, dos quais 69% de B-caroteno, na proporgéo

de 41% de 9-cis-B-caroteno e 59% de todo-trans--caroteno.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

> Realizar as etapas de crescimento e estresse nas condigdes ideais
selecionadas neste trabalho, utilizando um meio de cultura de baixo custo, a
fim de verificar o crescimento e producdo de [(-caroteno em condicdes

economicamente mais vantajosas;

» Estudar condi¢Oes de intensidade de luz, salinidade e concentracdo de nitrato
que permitam a producdo de [B-caroteno em apenas uma etapa de cultivo

(crescimento e producdo ao mesmo tempo).
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