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Resumo

EISMANN, Alejandra Irina. Respostas bioquimicas e morfoldgicas de Isochrysis galbana em cultivo
eletroestimulado e enriquecido em CO,. Orientadores: Ofélia de Queiroz Fernandes Araujo e José
Luiz Medeiros. Rio de Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Bicombustiveis e
Petroquimica). Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2014.

Isochrysis galbana, apresenta potenciais aplicacGes na captura de CO, associada a co-
producdo de energia e de metabolitos de alto valor agregado como acidos graxos 6mega-3 e
fucoxantina. Os rendimentos em biomassa dos cultivos de microrganismos podem ser
melhorados através de estimulos metabdlicos de natureza fisico-quimica. Por tal motivo, o
presente trabalho visa avaliar o impacto de um campo elétrico de baixa intensidade na
morfologia e composicdo bioquimica de cultivos densos de I. galbana crescidos com ar
enriquecido em CO,. Para tal foram crescidas culturas em batelada com campo elétrico
constante de (0,65 + 0,1)V entre dois eletrodos de platina imersos no cultivo. Foram
realizados trés tipos de crescimento: sem aplicacdo de potencial elétrico, e com estimulacdo
elétrica durante todo o crescimento ou na fase estaciondria. Foi determinada a
concentracdo celular e nitrato no meio de cultura diariamente; e foi analisada: a quantidade
de pigmentos (clorofila a, c e carotendides) por célula; a composicdo percentual na biomassa
seca de lipidios totais, carboidratos e proteinas totais; e a composicdo de acidos graxos do
extrato lipidico de trés dias de cultivo. Também foi estudado o impacto do potencial no
alongamento celular através de fotografias de microscopia 6tica. O campo elétrico
intensificou alongamento celular caracteristico das culturas envelhecidas da microalga e
induziu a apari¢ao de diversas morfologias. Também reduziu a quantidade de pigmentos e
de lipidios na biomassa, e aumentou a percentagem dos acidos docosaexaendico (DHA) e
oléico no extrato lipidico. O DHA é um acido graxo 6mega- 3 de grande valor nutricional
requerido para evitar graves doengas mas insuficiente para atender a demanda global. Tal
molécula podera ser extraida da biomassa de [ galbana prévia a formulacdo de
bicombustiveis. Portanto, a aplicacdo de campos elétricos de baixa intensidade constitui
uma ferramenta que deve continuar sendo avaliada com o fim de maximizar os rendimentos

de DHA e minimizar a perda de lipidios.
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Abstract

EISMANN, Alejandra Irina. Respostas bioquimicas e morfoldgicas de Isochrysis galbana em cultivo
eletroestimulado e enriquecido em CO,. Orientadores: Ofélia de Queiroz Fernandes Araujo e José
Luiz Medeiros. Rio de Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Biocombustiveis e
Petrogquimica). Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2014.

Isochrysis galbana has potential application in CO, capture associated with energy and high
valuable molecules, as 6mega-3 fatty acids and fucoxanthin, production. The application of
physico- chemical stimulus in microorganism cultures to manipulate its metabolism can be
used for optimization of biomass yields. Thought the present study aims to evaluate the
biochemical composition and morfologhy of microalgae dense cultures enriched in CO, and
stimulated with a low intensity electric field. /. galbana was batch cultured under a constant
electric potential (0,65 + 0,1)V induced between two platinum electrodes immersed into the
culture. Three groups of experiments were performed: without potential stimulus,
stimulated during all growth, or during the stationary phase. Cell concentration and
inorganic nitrate in culture medium was daily determinate; total lipids; total proteins; and
carbohydrates in dry biomass; fatty acids methyl esters in lipid extract; and cell pigment
(chlorophylls a, c and carotenoids) concentration was analyzed in three days of growth. The
impact of the electric field on cell elongation was also investigated. The electric field
intensified cell elongation of elderly cultures. Also, the electric field reduced pigments and
lipids in biomass, and augmented docasahexaenoic (DHA) and oleic acid in lipid extract. The
DHA is an 6mega-3 fatty acid with high nutritional value, although insufficient to attend
global demand. Electric field remains a novel strategy that should be evaluated in different

configurations to maximize DHA production and to reduce lipid degradation.
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Capitulo 1- Introducao

As atividades antropogénicas dos paises desenvolvidos tém impactado
negativamente no planeta (UNFCCC, 2013). A UNFCCC (2013) anuncia que para
evitar a elevacdo da temperatura do planeta de 2° C deve-se reduzir as emissOes
rapidamente (UNFCCC 2013). As energias renovaveis diminuiriam a dependéncia por
grandes corporagdes e facilitariam o acesso de toda a populacdo (Cupula dos Povos,
2012). Fontes de biomassa tradicionais (como lenha e carvao vegetal) sdo utilizadas ha
séculos para producdo de energia, embora a queima dessas fontes seja um processo
ineficiente. Portanto, novas fontes e rotas tecnoldgicas devem ser incorporadas ao setor
(IPPC, 2011). Os biocombustiveis liquidos como bioetanol, biodiesel e diesel de
aviacdo representam um exemplo de producdo alternativa de bioenergia. Ndo entanto,a
producdo desses coloca em risco a seguranca alimentar e dos trabalhadores informais
das terras definidas como marginais, além de impactos nos ecossistemas (IPPC, 2011;
Cupula dos Povos, 2012).

As microalgas para sequestro de CO, e producdo de combustiveis apresentam-se
como uma solucdo aos conflitos relacionados ao emprego de plantas terrestres e séo
fontes de varios metabdlitos, entre outras vantagens (Chisti, 2013; NREL, 2010). Neste
sentido, a espécie Isochrysis galbana apresenta-se como boa candidata pois pode atingir
elevadas concentracdes de acidos graxos polinsaturados (PUFAS) (Alfonso et al., 1992)
e representa uma fonte potencial de bioenergia (Picardo et al., 2013b; Sanchez et al.,
2013). Os PUFAs de cadeia longa (LC-PUFASs), como o acido araquidénico (ARA), o
eicosapentaenoico (EPA) e o docosaexaenoico (DHA), sdo utilizados como
suplementos alimentares de formulagdes para a alimentacdo infantil e de gravidas, e
dietas de adultos devido aos comprovados efeitos benéficos na saude e no
desenvolvimento infantil. Adicionalmente, os PUFASs sdo importantes para a aquicultura
por exercerem um papel central no desenvolvimento de larvas de moluscos e peixes. As
fontes comercias sdo Oleos de peixes marinhos e culturas de microrganismos
heterotréficos, como algas e fungos. No entanto, estima-se que 0s primeiros nao
satisfacam a demanda, entre outras desvantagens reportadas (Adarme Vega, et al.,

2012). Com o avanco no desenvolvimento de cultivos de microalgas nos ultimos anos,



espécies fotoautotréroficas poderiam ser empregadas na producdo de tais moléculas
(Khozin- Goldberg et al., 2011).

A producdo de biomassa algdcea em grande escala representa a etapa do
processo com maiores desafios de sustentabilidade econdémica e ambiental, demandando
estratégias para viabilidade econdmica da producdo (Chisti, 2013), como otimizacdo dos
parametros operacionais e direcionamento do metabolismo por estimulos fisicoquimicos
ou alteracGes genéticas (Courchesne et al., 2009). Para a producdo de lipidios e acidos
graxos especificos tem sido induzido estresse metabdlico por deficiéncia de nutrientes,
intensidade luminosa, temperatura, salinidade e osmolaridade do meio (Hu et al., 2008),
havendo exemplos de inducdo por eletrélise do meio, e por aplicacdo de campos

magnéticos e eletromagnéticos (Hunt et al., 2009).

Estudos anteriores (Ci et al., 1998; Araujo et al., 2004; Oliveira et al., 2010)
observaram que campos elétricos de baixa intensidade podem induzir mudangas no
metabolismo de microrganismos. Ci et al. (1998) estudaram a resposta em intensidade
de corrente de uma cultura de Saccharomyces cerevisiae frente a intensidades variaveis
de potencial elétrico (voltametrias), reportando um pico de corrente a 0,75Vsce. Ci et al.
(1998) e Araujo et al., (2004) aplicaram tal potencial no cultivo dessa levedura e
observaram diferencas no crescimento em relacdo ao obtido em culturas sem potencial
elétrico. A membrana plasmatica € a primeira estrutura celular afetada pela aplicacao de
campo elétrico posto que o campo elétrico promove grande pressdao e acumulo
diferencial de cargas com consequente diminuicdo do potencial transmembrana,
afetando a permeacéo através de canais ibnicos, e interferindo nos momentos dipolares,
podendo alterar a eletroestatica e conformacdo atraves da inducdo de torque (Mark,
2008). Portanto, a aplicacdo de campos elétricos de baixa intensidade é uma ferramenta
potencial para alterar o perfil bioquimico de microalgas e ndo foi descrito na literatura
pesquisada.

Neste trabalho, investiga-se a aplicacdo de campo elétrico em cultivos densos de
I. galbana associado a elevada concentracdo de CO, com o intuito de promover a
producdo de metabdlitos de interesse industrial como co-produtos de alto valor
agregado visando a viabilidade econémica de arranjos produtivos de biocombustiveis

derivados de microalgas.



1.1 Objetivo

O objetivo geral deste trabalho é o de avaliar respostas bioquimicas de microalga
marinha Isochrysis galbana crescidas em alta concentracdo de CO, e estimuladas com
campo elétrico de baixa intensidade.

Como objetivos especificos, o estudo contempla avaliar:
- Crescimento celular visando maximizar producdo de biomassa
- Producdo das fracGes lipidio, proteina e carboidrato;

- Avaliara o perfil de acidos graxos visando a obtencdo de A&cidos graxos

polinsaturados (PUFA) de cadeia longa;

- Avaliar a resposta morfoldgica e a integridade celular.

1.2 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo esta estruturada em capitulos. No primeiro Capitulo, a
motivacao e relevancia do tema de estudo foram apresentadas, assim como 0s objetivos
que definem o escopo da Dissertacdo. No Capitulo 2, a literatura € revista para levantar
0 estado da arte, e a construcdo do arcabouco metodologico do estudo. A metodologia
experimental € apresentada no Capitulo 3, e os resultados e discussdo deles sdo expostos
no Capitulo 4. As conclusdes e sugestdes de continuacdo da linha de pesquisa adotada é
sugerida no Capitulo 5, que é seguido por Capitulo de Referéncias Bibliogréaficas
(Capitulo 6)



Capitulo 2- Revisao Bibliografica

Este capitulo apresenta o levantamento do estado da arte no cultivo de microalgas
como matéria prima para a producdo de biocombustiveis e de produtos de alto valor

agregado.

2.1 Protocolo de Kyoto

O incremento na atmosfera dos gases de efeito estufa desde 1750 — era pré-
industrial — estd associado as atividades antropogénicas, sendo responsabilizado pelo
comprovado aquecimento global (IPPC, 2011). O CO,, apesar de ser o GEE com menor
potencial de aquecimento, tem o maior impacto nas mudancas climéaticas devido a maior

concentragdo na atmosfera (IPPC, 2011).

Com o objetivo de estabilizar as concentracfes dos GEE na atmosfera no nivel
necessario para evitar interferéncias perigosas entre as atividades antropogénicas e o
clima, foram criados tratados internacionais. A ONU coordena ac¢des referentes ao meio
ambiente através do Programa das Nac¢fes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA).
Tal 6rgdo incorporou o termo sustentabilidade no discurso publico e deu origem ao
Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas (IPPC) (1988) e a Convencao
Quadro das Nagdes Unidas sobre Mudancas Climaticas (UNFCCC) (ECO’92, Rio de
Janeiro). Enquanto o IPPC atua como fonte de assessoramento cientifico, a UNFCCC
toma as decisdes globais referentes a mudancas climaticas através de reunifes anuais —
“Conferéncia das Partes (COP)”. A convencdo estabeleceu compromissos de reducao de
emissdes de GEE seguindo o principio de “responsabilidade comum porém,
diferenciada”, porque oS paises industrializados emitiram mais GEE do que 0s nao
industrializados ou com economias em transicdo (UNFCCC 2013). Atualmente, 195
paises ratificaram o acordo, considerados as “Partes da Convengdo”, ¢ se retinem

anualmente nas “Conferéncia das Partes” (COP) (UNFCCC 2013).

Como o compromisso politico de reducdo de emissbes ndo foi suficiente, adotou-
se um protocolo que obriga as Partes a adotarem metas quantitativas de reducdo. Na
terceira reunido da COP (COP-3, 1997, Kyoto Japdo), foi estabelecido o Protocolo de
Kyoto, um acordo internacional que compromete legalmente os paises desenvolvidos a

ter metas de reducdo de emissbes. O Protocolo encontra-se estruturado a partir dos


http://unfccc.int/

principios da UNFCCC. Atualmente, sdo 192 Partes ratificadoras do acordo e deve
vigorar no periodo 2013-2020 (UNFCCC, 2013).

A primeira fase do Protocolo foi de 2008 até 2012. Estabelecia a reducdo das
emissdes dos GEE (de 37 paises mais a UE) em uma média de 5,2% em relacdo aos
niveis de 1990. Em dezembro do 2012, aconteceu a COP18 em Doha, Qatar aonde as
Partes da Convencdo adotaram uma emenda ao Protocolo de Kyoto para continuar com
uma segunda fase de compromisso (2012-2020) (Emenda de Doha). Neste segundo
periodo, as Partes se comprometeram em reduzir em 18% as emissfes dos GEE em
relacdo aos niveis 1990. No entanto, para o inicio da segunda fase ainda sdo necessarias
aceitagcdes formais de pelo menos 75% das Partes do Protocolo. Contudo, as Partes tém
direito a aplicar provisionalmente a Emenda de Doha, embora ndo tenha entrado em
vigor, se assim o desejarem (UNFCCC, 2013).

Um dos problemas reconhecidos pela Convencdo € a falta de cumprimento das
promessas de reducdo pelos paises desenvolvidos ja que as emissdes globais continuam
aumentando (UNCCC, 2013). No entanto, o relatério técnico do Programa Ambiental
das Nacdes Unidas (United Nations Environment Programme, UNEP, 2012) estima
que, embora exista um descompasso entre as promessas e as realizacdes, ainda é
possivel reduzir as emissdes a nivel necessario para limitar a elevacdo de temperatura
em 2°C se acOes rapidas e concentradas forem adotadas. Adicionalmente, existem varios
exemplos de reducdo exitosos ao redor do mundo que poderiam ser adotados (UNEP,
2012).

2.2 Biocombustiveis

A producdo de biodiesel, bioetanol e diesel de aviacdo cresceu rapidamente nos
altimos anos, chegando a suprir o 3% dos combustiveis usados no setor de transporte
em 2009. Tal crescimento sobre as demais fontes de energia renovavel se deve ao fato
de que podem ser utilizados com a infraestrutura e especificacdes técnicas ja disponiveis
para os combustiveis fosseis (diesel, etanol, gasolina e diesel de aviacdo) com poucas ou
sem modifica¢bes (U.S. DOE, 2010). N&o obstante, para produzi-los, sdo necessarias
politicas mandatorias, incentivos fiscais e subsidios dos governos (Do Amaral e Costa,

2009). Na figura 2.1 observa-se a producdo de biocombustiveis por pais.
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Figura 2.1. Principais paises produtores de bietanol e biodiesel em 2009. Fonte:
IPPC (2011)

As fontes principais de biocombustiveis sdo cana de agucar, milho, soja e sorgo
(IPPC, 2012). Contudo, tanto a UNFCCC como a Cupula dos Povos (2012) alertaram
que o emprego de plantas terrestres na producdo de biocombustiveis gera problemas
associados a seguranca alimentar, a perda de biodiversidade, e a migracdo de
comunidades nativas ou de trabalhadores informais das terras caracterizadas como de
“baixa eficiéncia” (IPPC, 2012; Cuapula dos Povos, 2012). Foi comprovado que a
producdo de biocombustiveis impactou no preco dos alimentos embora a area de terra

utilizada tenha sido menor ao 1% das terras cultivaveis (IPPC, 2011).

Na Figura 2.2, observa-se um relato histérico da implementacdo de
biocombustiveis no Brasil, produzido pela Agencia Nacional de Petrdleo e
Biocombustiveis (ANP, 2013).



Abril 2011 - ANP passa a regular e fiscalizar a producao de etanol, agora
considerado um combustivel. Percentual na gasolina pode ir de 18% a 25%
e € determinado pelo govemno.

Janerio 2010 - Vigéncia do BS

Abril 2008 - Consumo do etanol se equipara ao da gasolina

2008 - Inicio da obrigatoriedade do B2

2007 - Terceiro choque do petroleo

2005 - E langado o programa nacional de Biodiesel

2003 - Lancamento dos carros bicombustiveis

1990’s - Etanol passa a representar de 20% a 25% da gasolina

1989 - Precos do petrolec caem e gasolina se equipara ao etanol

1985 - Percentual de etanol adicionado a gasolina chega a 22%

1983 - Carros a etanol representam 90% do total de vendas

1980 - Segundo choque do petroleo

1979 - Adigao de 15% de etanol a gasolina

1977 - Adigao de 4.5% de etanol a gasolina

1974 - Brasil cria o Proalcool

1973 - Pnmeiro choque do petroleo

Figura 2.2. Breve historico dos biocombustiveis no Brasil. Fonte: ANP (2013)

2.2.1 Bioetanol

O bioetanol é produzido hidratado (com 6% de agua) ou anidro (com 0,4% de
agua). Esse ultimo requer etapa adicional de desidratacdo, e é aceito para misturar a
gasolina pela maioria dos motores, em qualquer proporcdo. Uma excecdo € o motor
flex-fluel (brasileiro), que aceita qualquer mistura de etanol hidratado. Quando
comparado com a gasolina, o etanol permite uma combustdo mais limpa e melhor
desempenho nos motores, no entanto a energia produzida na combustdo do etanol é
30% (aproximadamente) da produzida pela queima do derivado fossil (Macedo et al.,
2010).

O Brasil teve uma ampla trajetéria na producdo de bioetanol combustivel ao longo
do século XX com estimulos inconstantes por parte dos governos. Tal producdo foi
respaldada pelo amplo conhecimento do cultivo e do processamento da cana de agucar.
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Uma das politicas chaves do setor foi a criagdo do Programa Nacional de Alcool (Pro
Alcool) em 1974 (Figura 2.2).

O bioetanol é produzido por fermentacdo alcodlica da glicose e, portanto, requer
biomassa com alto teor de acglcares. Ainda em estdgio de desenvolvimento, tém-se
tecnologias que empregam biomassa amilacea (rica em amido) ou celuldsica (rica em
fibras) pré-tratrada (BNDES, 2008). Atualmente, a cana de acglcar no Brasil e o milho
nos EEUU sdo responsaveis por 70% da producdo mundial de bioetanol. O restante
corresponde a tecnologias que empregam mandioca, trigo, beterraba agucareira e batata
doce, conforme mostrado na Figura 2.3 (BNDES, 2008). Existem espécies de algas que
sdo boas acumuladoras tanto de glicose como de amido e celulose (especialmente as
macroalgas, embora microalgas ja estdo sendo pesquisadas) e seriam, portanto, fonte
potencial de bioetanol (U.S. DOE, 2010).

Cana
Beterraba
Milho
Mandioca
Sorgo sacarino

Trigo

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Litro/Ha

Figura 2.3. Principais matérias primas empregadas na producéo de bioetanol. Fonte:
BNDES (2008)

A substituicdo de gasolina por bioetanol reduziu as emissdes de GEE e de outras
substancias tdxicas na atmosfera, jA que, de forma simplificada, se considera que a
quantidade de CO, queimada é a mesma utilizada pela planta para crescer. O emprego
de cana de agUcar como matéria prima diminui em até 80% tais emissdes devido a
forma de producdo de etanol nas usinas, que aproveita o bagaco de cana na geracdo de

energia térmica e vapor (Macedo et al., 2004).



2.2.2 Biodiesel

O biodiesel representa uma alternativa ao 6leo diesel de origem fossil que pode
ser utilizado de forma integral ou misturado com o 6leo diesel nos motores. No Brasil,
comecgou a ser adicionado ao diesel na proporcao de 2% (“B2”) em 2005, passando a
5% (“B5”) a partir de 2010 (Figura 2.2). Atualmente, as produtoras de biodiesel
autorizadas pela ANP transesterificam o 6leo com metanol para produzir biodiesel. Em
tal reacdo, os triglicerideos (TAG) sdo convertidos em ésteres metilicos ou etilicos (se a
transesterificagdo empregar etanol) de acidos graxos, denominados “FAME” (fatty acid
methyl ester) ou “FAEE” (fatty acid ethyl ester). Todos os FAMEs ou FAEEs devem
cumprir com as especificagdes de padrdes internacionais (EN-14214 ou ASTM D-6751)
(ANP, 2013).

Enquanto o biodiesel € uma mistura de FAMEs ou FAEEs, o derivado fossil séo
hidrocarbonetos predominantemente apolares. Dentre as vantagens do biodiesel, tem-se
a menor emissdo de compostos policiclicos aromaticos (e cancerigenos) a atmosfera,
maior nimero de cetano e maior lubricidade. Como desvantagens, tem-se que a maioria
dos biodieseis emitem maior quantidade de NOx (que tem alto potencial de
aquecimento global) e possuem menor estabilidade oxidativa e resisténcia ao fluxo frio
(Focke et al., 2011). As propriedades fisicas do biodiesel se encontram sujeitas a
composicdo quimica da matéria prima. A maioria dos FAMEs derivados dos 0Oleos
vegetais sdo: palmitico (16:0), estearico (18:0), oleico (18:1n-9), linoleico (18:2n-6) e
linolénico (18:3n-3). Maiores concentracbes dos FAMEs saturados produzira
combustiveis com elevado ponto de turvacdo, maior viscosidade e maior probabilidade
de entupimento do motor. No entanto, se o combustivel tiver altas concentracdes de

FAMESs insaturados, esse apresentara baixa estabilidade oxidativa (Freire et al., 2012).

Existem centenas de fontes de 6leo ou gordura com potencial para produzir
biodiesel, que representam ao redor do 75% do custo final do biodiesel (Gazzoni et al.,
2012). Estas matérias primas podem ser agrupadas em Oleos comestiveis (e.g., soja,
canola, girassol, dendé, amendoim, babacu), éleos ndo comestiveis (pinhdo manso,
mamona, Jatropha curcas, Calophyllum inophyllum, Moringa oleifera e Croton
megalocarpus), gorduras animais (gordura de frango, banha de porco, sebo bovino e

gordura de aves) e 0Oleos de rejeito de cozinha (ANP, 2013). No entanto, atualmente



mais de 80% da producdo mundial de biodiesel é de canola, seguido por soja e palma
(ANP, 2013).

O biodiesel de microalga, atualmente em etapa de pesquisa, ganhou destaque por
atingir as maiores produtividades teoricas de dleo, com valores tipicos de lipidio na
biomassa seca de 20-40 % e 70-80% em casos excepcionais. A Tabela 2.1 mostra
valores tipicos de produtividade de 6leo a partir de cultivos de plantas oleaginosas e de
microalga, destacando-se entre as primeiras a palma, cerca de 10 vezes menos produtiva
do que microalgas.

Tabela 2.1. Produtividade de biodiesel. Fonte: Pereira et al. (2012), baseado em Chisti
et al. (2008) e Dibenedeto et al. (2011).

Fonte Produtividade de 6leo (L/ha)
Mamona 806
Pinhdo manso 1892
Milho 172
Soja 446
Canola 1190
Palma 5950
Microalga* 58700
* espécies com 30% de 6leo na biomassa

2.3 Acidos graxos insaturados

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos de cadeias hidrocarbonadas com 4 a 26
atomos de carbono (C), no entanto os de maior ocorréncia sao cadeias de namero par
entre 12 e 24 C. Os acidos graxos insaturados apresentam uma ou mais duplas ligagdes,
geralmente em posicdo cis e separadas por um grupo metileno (i.e., -CH,=CH,-CH3-
CH,=CH,-). Sdo denominados com o numero de carbonos da cadeia, seguido do
namero de instauracdes (Nelson et al., 2001). Para especificar o lugar das instauracdes,
existem duas denominacdes, ilustradas na figura 2.4, dependendo do carbono nimero 1

(C1) escolhido para comecar a contagem:

- C1 carboxilico: denominagdo “A”, na qual se especificam todas as instauragdes, e

- C1 metilico: denominagdo “6mega (®)”, especifica-Se apenas a primeira instauragéo.
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Figura 2.4. Nomenclatura de PUFA (a) 4cido linoléico 18:2@6 ou 18:2A%* e (b ) 4cido
a-linolénico 18:3m3 ou 18:3A%*?*°. Os nlimeros indicados acima de cada cadeia
correspondem a designacdo m, e 0S nUMeros abaixo representam a designagdo A.

A denominagdo A ¢ utilizada para sintese quimica, enquanto a ® ¢ a mais
difundida no campo da saude, principalmente devido aos efeitos dos ®3 ¢ @6 (Nelson,

2001).

Os acidos graxos polinsaturados (PUFAs) conferem fluidez, flexibilidade e
permeabilidade seletiva as membranas celulares e, também, estdo envolvidos na
sinalizacdo celular. Os PUFAs das membranas animais sdo precursores de
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos: hormdnios envolvidos nas respostas
inflamatdrias, na vasodilatacdo, na pressdo arterial, febre e dor. Os PUFAs
docosaexaenoico (DHA, 22:5®3), eicosapentacico (EPA, 20:503) e araquiddnico
(ARA, 20:4m6) foram os mais caracterizados devido aos comprovados efeitos benéficos
na saude. O DHA estd presente nas membranas cerebrais e na retina; o ARA nas

membranas cerebrais; e 0 EPA no sistema cardiovascular (Ward e Singh, 2005).

No entanto, nas dietas ocidentais, hda um desequilibrio na propor¢do ®3/m6 de
PUFAs ingeridos e na quantidade liquida de ARA, DHA e EPA consumida. Ward e
Singh (2005) destacam que o ser humano evoluiu com uma relagdo ®3/@6 de 1/1 na
alimentacao. Contudo, nos tltimos 100 anos foi consumido entre 10 a 25 vezes mais ®6
do que ®3. Tal desproporg¢do é causada pelas alteracdes nas dietas e nas formas de
producdo de alimentos, como carnes de animais e produtos industrializados. Como esse
desequilibrio € promotor de doencas graves, diferentes organizacGes internacionais
recomendaram a introducdo de ARA, EPA e DHA nas formulas infantis e nos
suplementos nutricionais para adultos e para mulheres gravidas ou em aleitamento
(Ward e Singh, 2005).
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Todos 0s @3 e @6 s3o considerados essenciais para os seres humanos e devem ser
tomados da dieta (Rubio- Rodriguez et al., 2010). Embora nos animais o 18:2®m-6 € 0
18:3m-3 possam ser convertidos em ARA, EPA e DHA (Figura 2.5) (Nelson et al.,
2001), as taxas de conversdo séo baixas, portanto séo considerados essenciais (Rubio-
Rodriguez et al., 2010).
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Figura 2.5. Sintese de &cidos graxos em mamiferos. No citosol celular, ¢ sintetizado

acido palmitico (16:0), palmitoleico (16:1®7), esteérico (18:0) e ol¢ico (18:1@9). O

acido linoleico (precursor dos @6) assim como o a-linolénico (precursor m3) devem
adquiridos da dieta. Fonte: Nelson et al., (2001).

A fonte principal de PUFA @3 sdo 6leos de peixes gordurosos (Rubio- Rodriguez
et al., 2010). A extracdo de PUFA dos 6leos de peixes € fortemente questionada porque
ndo conseguird atender a demanda futura, tem risco de contaminacdo (com metais
pesados, compostos organicos e dioxinas), possui sabor e aroma desagradaveis, e
apresenta pouca estabilidade oxidativa (Ratledge, 2004). Além disso, no 6leo de peixe
coexistem varios tipos de PUFAs em proporces similares, enquanto as férmulas
nutricionais requerem um unico acido graxo o3 (e.g., DHA no alimento infantil) pois a
presenca de outro @3 pode ter efeitos negativos (Ratledge, 2004). Biomassas descritas

na literatura como fontes de um Unico PUFA sdo: microrganismos produtores de 6leo,
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plantas transgénicas ou macroalgas (Ratledge et al., 2004; Rubio- Rodriguez et al.,
2010).

O o6leo microbiano se denomina “single cell oil” ou “SCO”. Alguns exemplos
comerciais sdo: DHASCO (produzido pelo dinoflagelado Crypthecodinium cohnii) e
ARASCO (produzido pelo fungo Mortierella alpina). O uso destes em misturas nas
formulagdes infantis atingiu 700 toneladas em 2004 (Ratledge, 2004; Ward e Singh,
2005). Reporta-se na literatura a selecdo de espécies e cepas, € a variagao de parametros
operacionais de cultivo com o fim de se otimizar o rendimento de PUFA, assim como
avancos em engenharia genética (Molina Grima et al., 1992; Ward e Singh, 2005). A
Tabela 2.2 exibe alguns dos microrganismos conhecidos com potencial para a producgéo
de PUFAs.

Tabela 2.2. Microrganismos produtores de 6leo com potencial de aplicacéo na
producdo industrial de PUFAs. Adaptado de Ward e Singh (2005) e Adarme-Vega et
al. (2012). GLA: acido alfa-linolénico (18:2@3); EPA: 4cido eicosapentaenoico (20:5

®3); DHA: 4cido docosaexaenoico (22:6@3); ARA: 4cido araquidonico (20:4 ®6)

Fungos (ou relacionados)

Mortierella sp.

GLA

Mucor sp.

GLA

Mucor circinelloides

GLA Curta producdo comercial 15%p/p

Cunninghamella sp.

GLA

Mortierella alplina ARA
Mortierella schmuckeri ARA Comercial
Pithium insidiosum ATCC 28251 ARA Comercial

Microalgas heterotroficas

Crypthecodinium cohnii

Schizochytrium SP

DHA Comercial, entre 10 e 50% p/p

Nitzschia SP.

EPA

Microalgas fotoautotrofas

Porphyridium cruentum

Parietochloris incise

ARA 2%, p/p

Nannochloropsis SP

Pinguiococcus pyrenoidosus

Thraustochytrium sp.

Pavlova viridis

Pavlova lutheri

Isocrysis galbana

EPA + DHA

Chlorella minutissima

Dunaliella salina

EPA
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As microalgas sdo organismos produtores primarios de PUFAs na cadeia
alimentar, os quais sdo transpassados ao resto do ecossistema marinho. Portanto, sao
empregadas em aquicultura dado que o EPA garante o desenvolvimento de moluscos,
bivalves e peixes pequenos; e como alimento de animais, como aves para a produgédo de
ovos com alto teor de PUFA ®3. Com os avangos relacionados a producdo de
biocombustiveis de microalgas fotoautotrdficas, espera-se que no futuro a producdo de
PUFA desses organismos seja rentavel (Adarme Vega, 2012; Khozin- Goldberg, 2011).

2.4 Algas

O termo “alga” ndo possui valor taxondomico formal, mas refere- se a um grupo de
organismos com capacidade fotossintética ou com relacdo a formas pigmentadas
(Barsanti e Gualtieri, 2006). Abrange espécies (entre 1 e 10 milhdes) de linhagens
evolutivas diferentes tanto procariotas como eucariotas. Existem algas unicelulares
(microalgas) ou multicelulares macroscopicas (macroalgas). A grande diversidade do
grupo reflete-se no habitat, tipo de metabolismo, organizacdo e morfologia celular,
pigmentos, polissacarideos estruturais e de reserva, e metabolitos especificos (Barsanti e
Gualtieri, 2006).

2.4.1 Classificacéo

Existem duas divisfes de algas procariotas: Cyanophyta e Prochlorophyta, e nove
divisbes de algas eucariotas: Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta,
Prymnesiophyta (ou Haptophyta), Criptophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Chlorarachniophyta e Chlorophyta, apresentados na Tabela 2.3, (Barsanti e Gualtieri,
2006).
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Tabela 2.3. Classificacdo de algas por Barsanti e Gualtieri (2006)

Reino Divisdo Classe
Prokaryota Cyanophyta Cyanophyceae
Eubacteria
Prochlorophyta Prochlorophyceae
Eukaryota Glaucophyta Glaucophyceae
Rhodophyta Bangiophyceae
Florideophyceae
Chrysophyceae
Xanthophyceae
Heterokontophyta Eus'Figm_atophyceae
Bacillariophyceae
Raphidophyceae
Dictyochophyceae
Haptophyta Haptophyceae
Cryptophyta Cryptophyceae
Dinophyta Dinophyceae

Euglenophyta

Euglenophyceae

Chlorarachniophyta

Chlorarachniophyceae

Chlorophyta

Prasinophyceae

Chlorophyceae

Ulvophyceae

Cladophorophyceae

Bryopsidophyceae

Zygnematophyceae

Trentepohliophyceae

Klebsormidiophyceae

Charophyceae

Dasycladophyceae

2.4.2 Nutricdo

A maioria das algas utiliza luz solar e carbono inorgéanico para crescer. No
entanto, muitas espécies apresentam uma grande versatilidade de estratégias nutricionais
que vao desde a fotoautotrofia até a heterotrofia. Além disso, na maioria das divisdes
existem espécies heterotréficas que incorporam carbono organico por fagocitoses de
células e por osmose de substancias dissolvidas. Também existem muitas espécies que
incorporam nutrientes do meio, como vitaminas do complexo Biy, &cidos graxos, e sdo

definidas como autétrofas (Barsanti e Gualtieri, 2006). Scott et al. (2010) classificaram

as microalgas em trés grupos principais:
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- Heterotrdficas: carbono e energia de moléculas orgénicas (incorporadas por
fagocitoses de células e por osmose de substancias dissolvidas).

- Fototroficas: energia solar

- Mixotroéficas: desenvolvem-se como fototrofos ou heterotrofos.

2.4.3 Incorporacéo de carbono inorganico
Quando o CO, difunde na agua, forma diferentes intermediarios:

CO; + H,0 <> H,CO3 <> H+ + HCO3 «» 2H+ + CO5~
A concentragdo de cada um desses na solugdo depende do pH e da temperatura,
conforme representado na Figura 2.5. Assim, a forma de carbono inorgénico majoritaria

na dgua do mar (pH 8, a temperatura ambiente) é o ion bicarbonato (HCO3).

Muitas algas desenvolveram mecanismos concentradores de carbono inorgénico
nas proximidades das células e da rubisco as expensas de gasto energético, conforme
Figura 2.6, devido a pouca eficiéncia carboxilasica da rubisco (Giordano et al., 2005).
Tais mecanismos poderiam estar baseadas no metabolismo C4, no transporte ativo de
HCO3; e CO; no interior da célula (Giordano et al., 2005; Mouzami-Gourdarzy e
Colman, 2012), na presenca de carboxilases externas (CAex;) para facilitar a conversédo
de HCO3; a CO; (Giordano et al., 2005; Bhatti et al., 2008), ou compartimentos
intracelulares acidos no qual haveria presenca de carboxilases ao lado do sitio da
rubisco (Giordano et al., 2005).
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Figura 2.7. Transporte de carbono inorganico atraves da membrana plasmatica e

de cloroplasto em algas eucariotas marinhas. Fonte: Giordano et al. (2005).

Lipidios

Geralmente, os lipidios sdo definidos como um grupo de moléculas naturais

soliveis em solventes organicos como cloroférmio, alcoois, hidrocarbonetos e benzeno,

tais como: acidos graxos e derivados, carotenoides, terpenos, esteroides, e acidos

biliares (AOCS, 2012). Embora tal definicdo ndo seja amplamente aceita, é util para

descrever o extrato celular obtido pela acdo de misturas de cloroformio e metanol

empregadas na técnica de Blight e Dyer (1959) e a suas derivadas, muito utilizadas na

escala laboratorial (Greenwell et al., 2010). A principal critica dos especialistas que ndo
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aceitam essa definicdo € que inclui moléculas de fungdes e estruturas quimicas
diferentes, soliveis em solventes orgéanicos e em agua (AOCS, 2012). Além disso,
embora a extragdo com solventes seja muito utilizada, como ndo existe um consenso
geral sobre a técnica de extracdo a empregar, € dificil estabelecer comparacbes das
composicdes de lipidios na biomassa de algas (Greenwell et al., 2010).

Comumente, o extracto lipidico de microalga contém menor proporcdo de
triacilglicer6is (TAGSs) do que nos vegetais oleaginosos e podem exibir hidrocarbonetos
terpenoides, como [-caroteno e licopenos; outros carotenoides oxigenados como
fucoxantina, astaxantina; clorofila a; e lipidios polares como fosfolipidios e
glicolipidios. Tal extrato possui aproximadamente 20% menos energia do que O
petréleo cru (Chisti, 2012).

Os TAGs sd@o moléculas de trés acidos graxos esterificados numa molécula de
glicerol, geralmente aparecem no citosol na forma de granulos e a principal fungéo é de
reserva energetica (Hu et al., 2008). Reporta-se que os TAGSs sdo compostos
principalmente de &cidos graxos saturados e monoinsaturados (Goldberg e Coehn,
2010) e que uma excecdo conhecida é Parietochloris incisa que acumula cerca de 60%
de ARA®6 no TAG (na posigao sn-2) (Goldberg e Coehn, 2010). A maioria dos PUFAs
das microalgas é parte da membrana, e se encontram na posi¢do sn-2 do glicerol
(Rubio- Rodriguez et al., 2012; Davos et al., 2012). No entanto, € dificil estabelecer
uma regra geral porque as analises de acidos graxos de microalgas sao feitas com base
no extrato total de lipidios (Goldberg e Coehn, 2010).

As membranas da maioria das microalgas conhecidas estd formada por
glicerolipidios polares. Estas moléculas sdo compostas por dois &cidos graxos
esterificados a uma molécula de glicerol 3-fosfato (posicdes sn-1 e sn-2). Por sua vez, o
grupo fosfato (posicdo sn-3) pode ser substituido, formando diversas classes de
glicerolipidios (Siegenthaler e Murata, 1998). Os lipidios encontram-se desigualmente
distribuidos entre as membranas celulares, por exemplo, a membrana plasmatica contém
principalmente fosfolipidios (principalmente fosfatidil-colina e fosfatidil-etanolamina)
(Figura 2.8), seguidos de esterdis e esfingolipidios. As membranas dos cloroplastos sdo
ricas em galactolipidios e, em menor proporc¢do, sulfolipidios e fosfolipidios. Além
disso, frequentemente encontram-se algas com lipidios especificos, por exemplo, unidos

a betaina e sulfolipidios clorados (Siegenthaler e Murata, 1998).
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Figura 2.8. Fosfatidilcolina, glicerolipidios majoritario da membrana plasmatica.
Adaptado de Siegenthaler e Murata (1998)

2.5.1 Sintese de glicerolipidos de microalgas

As vias de sintese de acidos graxos de microalgas foram estabelecidas por analises
in silico do genoma de Chlamydomonas rehinhardii (alga verde) e corroboradas em
analises posteriores em outras espécies (bibliotecas de cDNA de Galdieria sulphuraria,
e de Cyanidioschyzon merolae) (Chi et al., 2008; Goldberg et al., 2010; Riekhof et al.,
2009). Os acidos graxos da maioria das microalgas formam parte dos TAGs ou das
membranas celulares. Existem duas rotas de sintese de &cidos graxos principais,
descritas em microalgas denominadas “sintese de novo” e de “reciclagem” (Greenwell
et al., 2010). A ativacdo de cada uma se encontra relacionada com o estado metabolico
da célula, i.e., na fase de crescimento se sintetizam acidos graxos via sintese de novo
destinados principalmente as membranas, as quais podem representar entre 5 e 20% da
biomassa seca. Em condi¢6es de estresse celular, cessa a replicacéo e se ativam vias de
sintese de novo e de reciclagem dos lipidios de membranas, pelas quais o carbono e a
energia se armazenam na forma de TAGs (geralmente entre 20 e 50% da massa seca de
microalga) (Hu et al., 2008). Existem espécies que sintetizam outras moléculas de
armazenagemde carbono e energia, por exemplo Botryococcus braunii, uma microalga
de &gua doce, acumula até 80% de hidrocarbonetos (cadeias de 23 a 40 carbonos) na
biomassa (Hu et al., 2008).

Os encarregados da sintese de novo de acidos graxos nas microalgas sdo dois
complexos enzimaticos conservados na evolucdo: o acetil-CoA carboxilase (ACCasa), e
0 acido graxo sintase (FAS)n(Goldberg et al., 2010; Riekhof, 2009). O complexo
ACCasa forma malonil-CoA a partir de acetil-CoA e CO, numa reacdo dependente de
ATP (Nelson, 2001). As moléculas de malonil-CoA e Acetil-CoA se unem

covalentemente ao complexo FAS para formar cadeias de acido palmitico (16:0).

A sintese dos glicerolipidios ocorre também no reticulo endoplasmatico liso a

partir dos &cidos graxos. A primeira etapa é a formacdo de fosfolipidios por
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esterificacdo das posicdes sn-1 e sn-2 do glicerol 3-fosfato. O fosfato da posi¢édo sn-3
pode ser substituido por outro &cido graxo para sintese de TAG, ou por uma galactose
para sintese de galactolipidio (Riekhof, 2009; Siegenthaler e Murata, 1998).

Desaturacao e elongacéo das cadeias de 16 e 18C

No cloroplasto sdo desaturadas cadeias de 16 e 18C. Cadeias mais cumpridas séo
processadas no reticulo endoplasmatico (Figura 2. 9).
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Figura 2.9. Desaturacéo e elongacao dos acidos graxos de 16 e 18 C. Vias metabolicas
construidas por analise e comparacéo in silico (BLAST) do genoma de 7 espécies de microalgas

eucariotas fotossintéticas com a planta superior Arabidopsis thaliana. Fonte: Chi et al. (2008)

A desaturacdo da cadeia de &cido graxo consiste na conversdo da ligacdo simples
(saturado) C-C em ligacdo dupla (insaturado) por desaturases (Figura 2.13). Tais
enzimas introduzem ligacdes duplas de forma especifica e sequencial (Los e Murata,
1998). Ha trés tipos de desaturases conhecidas, que se classificam segundo o tipo de
ligante do &cido graxo que catalisam: Coenzima A (acil-CoA desaturase); proteina
transportadora de grupos acilo (acil- ACP desaturase); e glicerolipidio (acil-lipidio

desaturase).

A elongacdo dos acidos graxos de cadeias mais compridas é catalisada por um
complexo de trés enzimas presentes no reticulo endoplasmatico e na mitocéndria: uma
condensadora (elongase), que catalisa a etapa limitante, uma redutase, e uma
desidratase. Tem-se caracterizado menos genes de elongases que de desaturases
(Leonard et al., 2004).
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2.6 Cultivo de microalgas

H& mais de mil anos que o homem utiliza microalgas na alimentacdo. No México,
nos paises da Asia e no centro-leste da Africa, eram aproveitados os blooms sazonais de
cianobactérias como Spirulina, Nostoc e Aphanizomenon nos ambientes naturais. As
culturas artificiais - segundo Chen et al. (2009), a “domesticagdo” das culturas -
comecaram a partir de 1950 e foram destinadas a producdo de alimento nutritivo e,
posteriormente, metabdlitos especificos. Alguns exemplos de cultivos em grande escala
sdo de: Chlorella sp. a partir de 1960; Spirulina platensis no México entre 1980 e 1995;
e Dunalliela salina a partir do 1980 (B- carotenos e astaxantina) (Chen et al., 2009;
FAO, 2009; Spolaore et al., 2006). Ha décadas que sdo utilizados cultivos de
microalgas em tanques abertos com fins comerciais na Australia, no Oriente Médio e no

sudeste asiatico

As microalgas comecaram a ser estudadas como fonte de energia apos da crise do
petréleo em 1970. Nessa época, ndo foi possivel obter biodiesel de microalgas devido a
limitacBes tecnicas e custos de producdo. No entanto, o Laboratério Nacional de
Energias Renovaveis (NREL) e outras instituicbes dos EUA desenvolveram o programa
de pesquisa mais importante dedicado ao estudo de algas para a geracdo de energia: 0
DOE-supported Aquatic Species Program, entre 1978 e 1996 (Hu et al., 2008).
Isolaram-se milhares de espécies de microalgas das costas do Hawai e EUA, sendo
selecionadas 300 apos analises da composicdo bioquimica, genética e tolerancia as

condicdes adversas ao crescimento (Chen et al., 2009).

As microalgas poderiam ser cultivadas sob os regimes de fotoautotrofia,
heterotrofia e mixotrofia, e também alternando o tipo de reator empregado (por exemplo
reator fechado para crescimento e aberto para acumulo de lipidios) (Carvalho et al.,
2006; Chen et al., 2009; Rodolfi et al., 2008). No entanto, isso poderia ndo ser viavel
por causa da contaminacdo (Chisti, 2013). A producdo comercial de algas limita-se a
produtos de alto valor agregado (custo alto, densidade celular baixa) destinados
principalmente a alimentacdo humana e animal, como B-carotenos, astaxantinas, EPA,
ARA, DHA (Greenwell et al., 2009). Esses cultivos sdo feitos em lagoas naturais e
sistemas abertos artificiais, ou em reatores fechados heterotréficos (Chen et al., 2009).
A maior producédo volumétrica é das espécies Chlorella sp., Arthospira sp. (ou Spirulina

sp.), Dunaniella salina e Haematococcus pluvialis (Greenwell et al., 2009). A maior
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producdo reportada de microalgas € de D. salina a qual ocupa mais de 700 ha, e
encontra-se em lago salino na Australia (Hutt Lagoon) (Figura 2.10) (Borowitzka,
2009).

Os principais parametros envolvidos no cultivo fotoautotréfico sdo: a fonte e
concentracdo de carbono inorganico, fonte de agua, nutrientes, areacdo, controle da
relagdo CO,/O,, temperatura, intensidade de luz e salinidade. Os nutrientes necessarios
sdo macronutrientes (nitrogénio, fosforo, silicio para diatoméaceas), tracos de minerais e
vitaminas. Os macronutrientes para a producdo de biomassa podem ser estimados pela
formula empirica COg 43 H1.s3 No.11 Poo1 (Chisti, 2007; Lourenco, 2006).

Figura 2.10. Producéo de D. salina (700 ha de lago salino). Fonte: Borowitzka
(2009)

2.6.1 Estimulagdo metabdlica

A estimulacdo metabdlica pode ser feita através da engenharia biogquimica ou
genética (Courchesney et al., 2009). As rotas bioquimicas de uma célula podem ser
manipuladas através da inducdo de estresse celular com estimulos fisico-quimicos
(Courchesney et al., 2009; Chisti et al., 2013). Foi reportada a inducdo de estresse em
culturas de microalgas por: deficiéncia de nutrientes, baixa temperatura, alta irradiancia,
e cambios na salinidade e osmolaridade na producdo de biocombustiveis, de LC- PUFA
(Chauton et al., 2013; Courchesney et al., 2009; Hu et al., 2008) e de carotenoides
(Campenni et al. 2013; Jalal et al., 2013), entre outros.
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Em varios trabalhos foi induzido estresse por deficiéncia ou deplecdo de
nitrogénio, fésforo, silicato, sulfato em diferentes microalgas (Guiéneuf et al., 2013).
Em geral, pode se dizer que o estresse induzido por deficiéncia de nitrogénio provocou
a reducdo do contetudo proteico, 0 aumento de lipidios, e/ou de carboidratos, com
detrimento da producdo de biomassa (Greenwell et al., 2010; Chagas 2010; Kim et al.,
2014; Ho et al., 2013). Além disso, Pancha et al., (2014) observaram aumento de TAG
e reducdo de glicolipidios e fosfolipidios em Scenedesmus obliquos. Tal observagdo
coincide com o aumento de &cidos graxos saturados (16:0 e 18:0) e monoinsaturados
(16:1 e 18:1) reportada como resposta a estresse de nitrogénio em uma microalga (Ho et
al., 2013) porque a fracdo majoritaria desses acidos graxos pertence aos TAGS,
(embora. N&o entanto, existem espécies que apresentam altas percentagens de LC-
PUFA no TAG (Guiéneuf e Stengel, 2013). O estresse produzido por nitrogénio
também impactou negativamente no contetdo de clorofilas, de carotenoides e de prolina
(Pancha et al, 2014). Essa ultima molécula é sintetizada por plantas frente a estresse
salino e osmotico, e o decréscimo estaria associado ao aumento de lipidios neutros
devido a uma possivel funcdo desses na manutencéo da osmolaridade celular (Pancha et
al., 2014). Tais autores também reportaram cambios morfolégicos na microalga

estudada como reducéo da largura e aumento de tamanho, entre outros.

Campenni et al. (2013) observaram que sob deficiéncia de nitrogénio as culturas
continuaram crescendo devido ao consumo de clorofilas, componentes da parede
celular, acidos nucleicos, proteinas e outras moléculas conformadas por nitrogénio.
Quando nos cultivos estressados por deficiéncia de nitrogénio foi adicionado fosforo,
aumentou o acumulo de moléculas de reserva em duas microalgas verdes. Pelo
contrario, o estresse induzido por deficiéncia de fésforo ndo alterou o acumulo de tais
moléculas em tais microalgas (Chu et al., 2014). Enquanto o estresse por nitrogénio
afeta a sintese proteica e detém o ciclo celular na fase inicial, a deficiéncia de fosforo
impede a divisdo devido que para o ciclo na fase G, ou M, por tanto se esperam

composicBes quimicas diferentes (Chauton et al., 2013).

Campenni et al., (2013) aplicaram estresse induzido por deficiéncia de nitrogénio
em combinacdo com diferente luminosidade e salinidade (10, 20 e 30g-L) do meio em
Chlorella prothoteicoides, eles observaram que o estresse nutricional teve maior

impacto no acumulo de lipidios do que a luminosidade aplicada -ja que essa ndo alterou
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tal acumulo-. Alem disso encontraram maior acumulo de lipidios nas culturas
estressadas com nitrogénio e crescidas com salinidade de 20g/L. O cambio de salinidade
e luminosidade impactaram no acumulo e composicdo de carotenoides, nelas
comprovaram que o aumento no fluxo de fotons acelerou a carentogenesis das culturas

avaliadas e decresceu o contetido de clorofilas (Campeni et al., 2013).

O aumento da intensidade luminosa (até nivel de saturacdo) impactou
positivamente na produtividade de biomassa, na taxa de fixacdo de CO, e no acimulo
de carboidratos em Scenedesmus obliquae (Ho et al., 2012). Tal parametro ndo teve
impacto no acumulo de lipidios totais, mas induziu o acumulo de acido palmitico (16:0),
estearico (18:0), e oleico (18:1) (Ho et al., 2012). Ao igual que Hu et al., (2008) os
autores relataram que a influencia de luz no acumulo de lipidios € especifica da espécie,
por exemplo, Wahidin et al., (2013) obteve um pequeno aumento no acumulo de
lipidios nas culturas crescidas em 100 pmol m™s™, em comparagdo com 50 pmol m?s™.
Eles também reportaram aumento na produtividade de biomassa e fotoinibicdo em
intensidades maiores de luz. Alta luminosidade pode causar fotoinibicdo das culturas
com desacoplamento dos fotossitemas e cessacdo do crescimento (Nakanishi et al.
2014). Além da intensidade luminosa, o comprimento de onda especifico da luz pode
ser manipulado para evitar a fotoinibicdo (Torkomani et al., 2010). Tais autores
propuseram dispersdo de comprimentos especificos para promover o crescimento
fototrofico, utilizando suspensdo de nanoparticulas metélicas que promovem
espalhamento luminoso (light scattering), que funcionam como um “espelho”. O
espalhamento do fluxo luminoso pode ser “sintonizado” com a escolha adequada do

tamanho e da concentracdo das nanoparticulas, evitando fotoinibicao.

Culturas de microalgas tambeém foram iluminadas com cumprimento especifico de
onda aplicadas através de leds, filtros de plastico transparente colorido, placas de
acrilico luminiscente, etc. Reportou-se um pequeno aumento na producdo de biomassa e
aumento de clorofila a (Mohsenpour et al., 2012) e de biomassa e lipidios (Atta et al.,
2013) em microalgas irradiadas com diferentes longitudes de onda, em comparagdo com
luz fluorescente. Por outro lado, os cultivos densos de microalgas estdo submetidos a
gradiente de luz no interior do reator, no qual as células passam de alta luminosidade até
escuriddo no interior do reator, com uma frequéncia que depende da turbuléncia do

cultivo (Xue et al., 2011). Observou-se que 0 aumento da taxa de crescimento Spirulina

24



platensis é funcdo de tal frequéncia e da intensidade de luz aplicada (Xue et al., 2011).
Também, alteracbes do fotoperiodo provocaram cambios no acumulo de lipidios e

produtividade de biomassa de Nannochloropsis sp. (Wahidin et al., 2012).

A concentracdo de CO, no ar (0,04%) € limitante para o crescimento das
microalgas (Satoh et al., 2014). Varios trabalhos foram dirigidos para aclimatar as
células com ar enriquecido em CO; e avaliar o desempenho na producdo de biomassa e
lipidios. Observou-se que cada cepa de microalga apresenta taxas de absorc¢do diferentes
e um nivel maximo de tolerancia ao gas (Chiu et al., 2013). Existem microalgas que
podem crescer com mais de 20% (alta percentagem) de CO, no fluxo de areagédo, no
entanto foram pouco estudadas (Satoh et al., 2014; Tang et al., 2011).

A adicdo desse gas na areacdo em baixas percentagens (de 2 a 10%) induziram o
aumento de proteinas, pequeno descenso de carboidratos, com lipidios na biomassa seca
constantes tanto em |. galbana (Picardo et al., 2013a; Bhatti et al., 2005) como em
Chaetoceros cf. wighamii (Araujo e Garcia, 2005). A produtividade de biomassa e de
lipidios dependera da percentagem de CO, aplicada (Nakanishi et al., 2014; Chiu et al,
2008). O efeito do CO; na areacdo dependera da percentagem incorporada pelas células

e a dissolvida no meio de cultura (Chiu et al., 2008).

Tang et al., (2011) avaliaram uma microalga —Scenedesmus obliquos- capaz de
crescer com 5 e 50% de CO, adicionado e obtiveram os melhores crescimentos com 5 e
10%. O aumento de 0,003% até 50% levou ao aumento do carbono inorganico
dissolvido (DIC). Tal aumento levou a reducéo de pH, a qual chegou a 5 unidades com
20 e 30%. Segundo os autores, tal descenso pode levar a inativacdo da enzima anidrase
carbbnica extracelular e cessacdo do crescimento. Guiéneuf e Stengel, (2013)
demonstraram que o HCOj adicionado a0 meio sinergizou com o estresse por
deficiéncia de nitrogénio na producdo de TAG, e consequentemente no acumulo de
EPA e DHA devido gue a alga estudada (Pavlova lutheri) acumula PUFA nesse tipo de
lipidio.

A variacdo de temperatura apresenta evidéncias de impacto na composicdo de
acidos graxos. Geralmente, a reducdo de temperatura esta associada ao aumento de
PUFA (Hu et al., 2008; Los e Murata, 2004). Por outro lado, 0 aumento de temperatura
foi associado ao aumento de lipidios na biomassa em algumas espécies (Hu et al.,

2008).
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Segundo Satoh et al., (2014) varios estudos demonstraram que a qualidade e
intensidade de luz, o estresse por temperatura e salino impactaram na fotossintese, como
na relacdo entre os centros de reacdo (PSI e PSII), capacidade de transporte de elétrons
entre eles, atividade do transporte ciclico de elétrons em cianobacterias e micoralgas
verdes. Los e Murata (2004) reportaram que tanto o estresse salino quanto o osmotico
(por adicdo de glicerol) e o decréscimo de temperatura provocaram o aumento do teor
de PUFA nas membranas celulares. Especificamente, a reducdo de fluidez da membrana
do cloroplasto provoca dissociagdo do fotossistema PSII, reducgéo do teor de clorofilas e
glicerolipidios do cloroplasto (Siegenthaler e Murata, 1998). Los e Murata (2004)
investigaram a capacidade das membranas de atuar em resposta as variacbes do meio
externo. Tal variacdo atuaria diretamente na eletrostatica das proteinas imersas na
membrana ou, indiretamente, através de alteracdo da fluidez da biocamada lipidica
(relacionada ao grau de desordem molecular e movimento das moléculas através da
bicamada). Exemplos de proteinas alteradas por variagdes na fluidez sdo: canais ionicos,
translocadores de moléculas pequenas, e receptores associados as proteinas quinases
(Los e Murata, 2004). Devido as distintas naturezas dos estimulos fisicoquimicos,
propdem-se a existéncia de proteinas sensores de rigidez da membrana, que iniciariam a
resposta celular de aumento do nimero de instauracGes das cadeias dos acidos graxos
(Los e Murata, 2004).

Outros autores reportaram o aumento de PUFA em cultivos de microalgas
irradiados com UV, presumivelmente como resposta contra estresse oxidativo (Liang et
al., 2006; Gupta et al., 2007). Guieneuf et al., (2010) reportou que existem espécies
sensiveis a radiacdo UV-R e que tal é conhecida por interferir com a absorcdo de

nutrientes inorganicos. .

Eletroestimulagdo

Adey (1993) observa que a vida se desenvolveu em um “mar de campos
eletromagnéticos (EM)” e que, ao longo dos séculos, o ambiente natural tem se
modificado drasticamente por um crescente (e vasto) espectro de campos EM
introduzido pelo homem. Ainda segundo Adey (1993), estes efeitos foram inicialmente
considerados muito fracos para interagir com sistemas biomoleculares e, portanto,
influenciar funcbes fisiologicas; baseavam-se, para esta conclusdo, em modelos de

equilibrio termodinamico e efeitos térmicos. Estudos em laboratério com diversos
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campos EM em niveis atérmicos para avaliar bioefeitos a niveis celular e molecular
concluiram por efeitos moduladores de eventos quimicos na superficie celular (Adey,
1993). Os eventos iniciados pela estimulacdo, inicialmente fracos, sdo amplificados pela
ligacdo de hormdnios, anticorpos e neurotransmissores aos seus sitios ligantes
especificos. Adey (1993) destaca o papel de ions de célcio nesta amplificacdo e da
comunicacdo entre as células através das membranas, apontando para uma organizagao
celular complexa — comparada a definida pela estrutura quimica molecular, mediada por

processos altamente ndo lineares e de ndo-equilibrio.

Campos eletromagnéticos foram empregados para inativacdo microbiana no
século XIX (Berg, 1995). Na década dos 60, observou-se que os campos de alta
intensidade (acima dos 100kV/m) alteram as propriedades dielétricas das membranas
biologicas devido a formagdo de poros transientes ou quebra da bicamada lipidica.
Atualmente, utilizam-se campos de alta intensidade como ferramenta de transformacao

genética atraves da formagéo de poros transientes (Berg, 1995).

A aplicacdo de campos elétricos em processos de fermentacdo comecou ser
reportada nos dltimos 30 anos. Campos elétricos de baixa intensidade (menos de
10mV/cm) foram utilizados para estimulacdo metabdlica como procedimento de analise
de processos em reatores (por exemplo, viabilidade celular) (Costello, 2012). Yaoita et
al. (1989) reportaram que campos elétricos de baixa intensidade eram capazes de alterar
0 metabolismo e a morfologia de células eucariotas (células HelLa). A utilizacdo de
campos elétricos como ferramenta de estimulacdo evita a adicdo de produtos quimicos,
que poderiam aumentar a etapa de tratamento de separacdo do produto e de residuos
(Costello, 2012). Cho et al. (2009) descrevem a aplicacdo de campos elétricos de
intensidade média (entre 1 e 20V/cm) na industria alimenticia como alternativa a

pasteurizagdo térmica (“aquecimento 6hmico’).

Existem varias configuracbes experimentais para aplicar estimulos
eletromagnéticos. Basicamente, diferem-se no tipo de campo eletromagnético
(puramente elétrico, magnético ou ondas eletromagnéticas), duracdo do estimulo,
frequéncia, distancia a fonte, intensidade e forma da onda aplicada (Hunt et al., 2009).

Segundo Velizarov (1999) e Berg (1991), existem 4 técnicas principais:

1- Corrente continua ou alternada através de eletrodos inertes (platina, prata,

carvao, aco inox) imersos no meio de cultura, células ou tecidos. Podem surgir efeitos
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secundarios de eletrdlise para frequéncias inferiores a 1000 Hz, intensidades de campo
elétrico inferiores a 25 VV cm™ e densidades de corrente inferior a 0.25 mA cm™.

2- Campo magnético estatico concentrado nos polos de um material magnético ou

eletroima.

3- Acoplamento capacitivo de campos eletromagnéticos aplicados do lado do
meio de cultura, e.g., ondas senoidais aplicadas com eletrodos protegidos com material
dielétrico, para frequéncias inferiores a 100 Hz, intensidades de campo elétrico
inferiores 100 mV cm™ e densidades de corrente inferiores a 1 mA cm™.

4- Acoplamento indutivo de campos eletromagnéticos aplicados via bobinas de
Helmoltz ou solenoides para frequéncias inferiores a 100 Hz, intensidades de campo
elétrico inferiores 10 mV cm™, densidades de corrente inferiores a 1 mA cm? e
intensidades de campo eletromagnético inferiores a 10 mT, as vezes compensado com

fluxos estaticos para contrapor o campo geomagnético.

Berg (1991) e Velizarov (1999) observaram que os trés tipos de intensidade
aplicada (alta, media e baixa) induzem polarizacdo da membrana e de outros
biopolimeros, assim como deslocamento de ions e aumento da permeabilidade celular.
A permeabilidade da membrana aumenta por mecanismos diferentes: enquanto 0s
campos de alta intensidade induzem a formacdo de poros (eletropermeacdo),
deformacdo e quebra da membrana, os de baixa intensidade estimulam a passagem de

fons através dos canais proteicos.

Quando se aplica um campo elétrico a uma céelula os ions se reacomodam na
superficie interna e externa alterando as propriedades elétricas dos meios separados pela
mesma, e se induz uma queda do potencial transmembrana, o qual pode ser aproximado
pela equacdo de Laplace (Eqg. 2.1). Com campos de baixa intensidade, a membrana atua
como um dielétrico; portanto, a acumulacdo de carga da membrana pode se descrever
como um capacitor e a célula pode ser modelada como uma esfera dielétrica perfeita
(Figura 2.11).
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w,=frg(d)E cusﬁ'[]-e'% J
carga

Equacéo de Laplace (Eg. 2.1). Potencial transmembrana (‘1) induzido por campo
elétrico (E). r: radio da vesicula, t: tempo transcorrido imediatamente depois de aplicado o
pulso; f: constante que depende do radio e das condutividades; t constante de carga do
capacitor.

I~

a)

Figura 2.11. a) Esfera dielétrica perfeita em campo elétrico, Fonte: McLaughin et

al. (1989); b) Reordenamento de cargas na membrana por acdo de campo elétrico.

Markx et al. (1999) propuseram outros modelos de células mais reais, que
consistem em capas elipsoidais de dielétricos (as cargas ndo migram, no entanto,
materiais polares podem reorientar dipolos em direcdo ao campo), e condutoras (as
cargas migram) com acumulacédo diferencial de cargas nas interfases. Por exemplo, a
superficie celular, membrana plasmaética e o citoplasma poderiam ser modelados como
capas com condutividade e dielétrico homogéneas (Markx et al., 1999). Hunt et al.
(2009) propuseram outros modelos para explicar a interacdo dos campos
eletromagnéticos com as células. Os campos de baixa intensidade poderiam interferir
diretamente com as moléculas como proteinas e/ou seus ligantes, e &cidos nucleicos
(por eletrostatica ou provocando mudancas conformacionais), afetando as unides
moleculares. Hunt et al., (2009) observaram a interferéncia dos campos
eletromagnéticos com o meio extracelular como ions e momento dipolar da agua.

McLaughin et al.(1981) reportaram a eletroforese de moléculas através da bicamada
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lipidica por interacdo do campo elétrico com cargas e momentos dipolares de tais

moléculas, tal como se esquematiza na Figura 2.12.

Figura 2.12. Interacdo de campo elétrico (U) com proteinas, acUcares e lipidios
das membranas. O campo induze a migracdo anodica (+) ou catodica (-) das moléculas

com carga na membrana. Fonte: McLaughin et al. (1981)

Chen et al. (1998) concluiram que o estresse fisiologico induzido por campo
elétrico de alta intensidade seria promovido principalmente a nivel da membrana
plasmatica por interacdo com a bicamada lipidica ou com as proteinas imersas nela. Os
autores propuseram que o dano na membrana plasméatica € mais severo do que em
outras organelas devido a maior resisténcia elétrica da bicamada lipidica do que a do
fluido citoplasmatico e extracelular (entre 6 e 8 ordens de grandeza). Quando se aplicam
campos elétricos, induz-se a queda do potencial transmembrana e, como a espessura da
bicamada € ordens de grandeza inferior a da célula, a pressdo induzida pela forca do

campo elétrico é centenas de vezes maior do que a forca aparente (Chen et al. 1998).

As primeiras observacgdes de interferéncia de campos elétricos em suspensdes de
células foram através de medidas de condutancia do meio. Observou-se que a
condutancia, uma propriedade macroscépica que mede a passagem de ions, aumentava

bruscamente ap6s um valor critico de intensidade (geralmente superior a 100V/m). Esse
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aumento foi explicado com a quebra do dielétrico das células. Observou-se que a
membrana plasmaética funcionava como dielétrico, o qual, ap6s a aplicacdo do campo,
formava poros ou se quebrava e induziam a lise celular (processo de ruptura ou
dissolucdo da membrana plasmatica ou da parede celular, que leva a morte da célula e a
liberacdo de seu contetdo).

Quando sdo aplicados campos de frequéncia baixa (<100Hz) ou nula (DC) a
resposta elétrica da solucdo pode ser aproximada modelando-se cada célula como uma
esfera dielétrica perfeita. A condutancia total pode ser modelada como a soma de cada
condutancia individual (Roth, 1997). O circuito elétrico equivalente de uma célula ou
uma suspensdo dessas sob campos elétricos pode ser representado como um capacitor
em série com uma resisténcia (Ri), ambos em paralelo com outra resisténcia (Re). Na
Figura 2.13, Re corresponde a resisténcia do meio extracelular, e Ri a do meio
intracelular. A capacitancia esta dada pela membrana plasmatica (Roth 1997). Tal
circuito pode ser empregado para medir a concentragdo celular, jA& que a corrente

decresce com o aumento celular (Cho et al. 1996).

a) b)
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Figura 2.13. Reator com células e circuito equivalente, considerando cada célula

como uma esfera dielétrica perfeita. Fonte: Roth (1997)

Aplicacdo de campos elétricos em fermentacao
A Tabela 2.4 relne investigacGes que reportam uma rela¢do entre respostas

celulares ou/e o ciclo de vida da cultura sob eletroestimulacao.
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Tabela 2.4. Exemplos de aplicacbes de campos elétricos em processos fermentativos

Microrg./Ref. | Campo elétrico Eletrodos Resposta
Saccharomyces | Voltamogramas com Platina, grafito | As culturas em fase
cerevisiae varredura de 0 a 1Vsce e calomelano | exponencial apresentaram

Cietal. (1997)

(eletrodo de
referéncia)

um pico de corrente em
0,73Vsce.

imersos na
cultura.

S. cerevisiae 0,5;1;,e2V Titanio -Reducéo da estabilidade do

recombinante Imersos na plasmidio recombinante.
cultura. -Fermentacéo aerobica:

Castro et al. Aumento na producdo de

(2011) biomassa (sendo maxima

com 2V); reducéo da fase
lag de cultivo.
-Fermentacao
microaredbica:

Menor taxa de crescimento.

S. cerevisiae 0,75Vsce Platina e Alteracéo do ciclo celular e
calomelano da constante de afinidade

Araujo et al. (eletrodo de pelo substrato (Ks).

(2004; 2007) referéncia), -Variacdo na taxa de
imersos na crescimento e do consumo
cultura. de substrato.

-Aumento do numero de
cicatrizes por célula
(indicando aceleracédo do
ciclo celular)

Yarrowia 0,70Vsce Platina e -Aumento do consumo do

lipolitica calomelano substrato.

(eletrodo de -Reducéo da taxa de

Oliveira et al. referencia), crescimento

(2010) imersos na -Aumento de produtividade
cultura. de lipase.

-Sem influéncia na
morfologia, nem na
viabilidade celular.

Lactobacillus | 15V; 40V, 60Hz, duas A0 inox -Reducéo da fase lag

Acidophilus temperaturas cobertos com | -Inibi¢do do crescimento na
isolante fase tardia em condicdes de

Cho et al. elétrico, temperatura ndo 6tima

(1995) imersos na
cultura.

Lactobacillus | -1 VV/cm durante todo o Platina -Sem influéncia na fase lag
Acidophilus cultivo em batelada e titanizados, nem na taxa de crescimento
-1 V/cm, 60 Hz em imersos na observada.

Loghavy et al. | diferentes etapas do cultura. -Aumento atividade da

(2007) crescimento proteina bactericina.
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Lactobacillus

-0V, 30e37°C

-Ondas senoidais puras a 45

acidophilus -1V/cm (45, 60 e 90 Hz) e 60 Hz provocaram a
30°C reducdo da fase lag.

Loghavyetal. | -45,60 e 90Hz 30°C

(2009) -Maior produgdo de

-45, 60 e 90Hz: Ondas
senoidais puras

60Hz: Ondas harmdnicas
direto da rede elétrica

bactericina a 60 Hz com
harmdénicas quando foram
aplicadas s6 nas primeiras
horas de cultivo.

Lactobacillus 1V/cm, 45 e 60 Hz Platina Sem diferenga com o
bulgaricus titanizados, controle (OV) nos
imersos na parametros de crescimento
Costello cultura.
(2012)
Streptococcus | 1 V/cm, 45 e 60 Hz Platina Reducéo da fase lag com
thermophilus titanizados, 45Hz
imersos na
Costello cultura.
(2012)
S. cerevisiae Inducdo de eletrolises do | Platina, Variagdo na taxa de
meio com correntes entre | imersos na crescimento
Nakanishi, K. | 10 e 100 mA, DC e AC cultura Aumento da producdo de
et al. (1998) etanol

Uma possivel explicacdo da interferéncia do potencial elétrico nos processos

metabolicos seriam as reacdes eletroquimicas como redox ou sintese de ATP (Ci et al.
1997; Hunt et al., 2009). Por exemplo, Ci et al. (1997) aplicaram voltametrias em
culturas de Sacaromyces cerevisieae e observaram um pico de corrente (0,73Vsce) nas
células em etapa de crescimento exponencial, enquanto ndo o observaram nas culturas
senescentes. Feng et al. (1997) encontraram uma relacéo linear entre o pico de corrente
em O,7 Vsce e 0 numero de células em fase de crescimento. Também identificaram uma

relacdo entre o estado fisiologico das células e a resposta eletroquimica.

Araujo et al. (2004; 2007) aplicaram potencial elétrico em cultura de S.
cerevisiae e observaram variacdes no ciclo de vida, no nimero de cicatrizes por célula e
na taxa de consumo de substrato, concluindo que o potencial facilitou o transporte de
glicose para o interior da célula sem aumento da producdo de etanol. Tal potencial
também alterou a taxa de crescimento e a produtividade de uma lipase extracelular de

Yarrowia lipolitica (Oliveira et al., 2007).
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Hé relato da existéncia de janelas de intensidade e frequéncia nas quais 0 campo
elétrico pode estimular ou inibir os processos de fermentacdo (Berg, 1995), com
indugdo de uma resposta fisioldgica por campos elétricos dependendo das condicdes
experimentais. Segundo Berg (1991), os parametros ndo controlados sdo responsaveis
pela diferenca entre resultados reportados. Por exemplo, no trabalho de Castro et al.
(2011) observaram uma dependéncia da estimulagdo com a disponibilidade de oxigénio
no meio de cultivo: o crescimento de S. cerevisiae foi estimulado em cultivos aerobicos
e inibida em condigcdes de microaerobiose (em comparagdo com o controle de OV feito
para ambas as condi¢cdes). O fendmeno se explicaria com uma melhor absor¢do do
substrato em aerobiose, e uma sinergia negativa dos estresses induzidos pela falta de
oxigénio e pelo campo elétrico.

Cho et al. (1996), Loghavy et al. (2007) e Costello (2012) também reportaram
diferencas na resposta a eletroestimulacdo com relacdo as condigbes experimentais.
Enquanto Cho et al. (1996) observaram reducdo da fase lag em Lactobacillus
acidophilus, Loghavy (2007) ndo obteve os mesmos resultados com 0 mesmo campo e
outras condicdes experimentais. Costello (2012) aplicou dois niveis de temperatura e
dois campos elétricos de frequéncias diferentes em L. bulgaricus e Streptococcus
thermofilus e observou variacdo nos parametros de crescimento unicamente em uma

espécie e em uma condicao de temperatura e de frequéncia.

Aplicacdes de campos eletromagnéticos em cultivos de microalgas

Experimentos com aplicacdo de campos eletromagnéticos em microalgas indicam
interferéncia destes com a fotossintese, o qual impactou de forma positiva ou negativa
no crescimento em funcdo da janela de intensidade e de frequéncia aplicadas (Hirano et
al., 1998; Li et al., 2006; Small et al., 2012) (Tabela 2.5).
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Tabela 2.5. Aplicacdo de campos eletromagnéticos em microalgas

Microalga

Tipo de Campo

Aplicagéo

Resultado

S. platensis

Li et al. (2006)

Magnético (0-
0.55T)

Cabos
solenoides fora
do reator (3,5L).

Batelada (9d)

Efeito positivo na fase linear de

crescimento.
Efeito inibitorio na fase estacionaria.

<0.4T estimulagdo da
crescimento

taxa de

>0.5T inibi¢do do crescimento na fase
final.

0.25T provocou o0 aumento da
biomassa em 47% sobre o controle no
quinto dia.

Variagdo da  composicdo  de
aminodcidos e tragos de minerais.

Consumo mais rapido de N. P e CO;

S. platensis

Hirano et al.
(1998)

Magnético.

Intensidade
(medida no
centro da
cultura):

- 0.5, 100, 700
Gauss (Cultivo
heterotréfico)

-0,5Gauss:
Fluxo
geomagnetico

Magnetos
permanentes do
lado do tubo de
cultura (150 mm
cumprimento e
30mm de largo)

Cultura autotrofica:

-Taxa de crescimento: : efeito positivo
em 50-350G e efeito negativo em 400-
700G:

-Contetdo de glicose em massa seca:
aumento entre 100-350 e reducdo em
700G.

-aumento em massa seca de
ficocianina em 100G e reducdo a
700G.

-reducao de glicerolipidios
(constituinte majoritarios da
membrana tilacoide) a 700G.
--Aceleracdo da taxa de evolucdo de
oxigénio

Culturas heterotroficas:

Sem influéncia no crescimento.

Chlorella
kessleri

Small et al.
(2012)

Magnético

Erlenmeyer 2L 0
(control), 5,10 e
15mT

Raceway pond
(3,5L) 10 mT ,

Erlenmeyers:  Maior taxa de

crescimento em 10mT
Raceway:
aumento de

Pequeno proteinas,
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gerado por | carboidrato, clorofila a e clorofila b.

solenoide Aumento na concentracdo de Ca, Mn,

Zn e Ni, e reducéo de Fe e Cu. Sem
variagdo de Mg.

Pequeno aumento de teor de acidos
graxos, com excegéo de 18:1n7 e 15:0.
Variagdo dos Parametros
fotossintéticos: mudancas na
ultraestrutura de granulos
citoplasmaticos.

2.7 Isochrysis galbana

I. galbana pertence a ordem Isochrysidaes, incluida na divisdo Prymnesiophyta
(Lourengo, 2006). Tal divisdo tem espécies unicelulares (isoladas ou em colénias),
apresentam flagelos e possuem uma estrutura conhecida como haptonema entre eles. A
maioria das espécies conhecidas sdo fotossintéticas de ambientes marinhos e
reproduzem-se por divisdo binaria (Lourenco, 2006). Contém cloroplastos rodeados por
quatro membranas (Ishida e Green, 2001). Os pigmentos fotossintéticos caracterizados
nesta divisao sdo clorofilas (a, ¢l e c2) e carotenoides (B-carotenos, fucoxantina,
diatoxantina e diadinoxantina) (Takaichi, 2011; Obata e Taguchi, 2012). A energia é
armazenada em polimeros de glicose (ligagdes B1-3) nos vacuolos, e lipidios neutros em
granulos no citosol. Especificamente, 1. galbana encontra-se isolada com forma esférica
ou piriforme (forma de pera) e mede 5um de didmetro aproximadamente (Lourenco,
2006) ( Figura 2.14).
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Figura 2.14. Resumo dos aspectos gerais de I. galbana.: a) esquema da célula,
observam-se os dois flagelos e o haptonema no meio, e o plastidio (flecha) (Ishida e
Green, 2001); b e c) Fotografia de cultivos, em b) observam-se células com flagelos e
inclusdes mais escuras - granulos de lipidios, € m ¢) observam-se as diferentes
morfologias celulares presentes na fase estacioncaria; d) e e) fotografias eletrénicas
de corte transversal (Liu et al., 2001), obervam- se trés granulos de lipidios em (c), e 0
cloroplasto em (d).

Utiliza-se I. galbana na aquicultura porque possui ®3-EPA (Adarme-Vega et al.,
2012). Adicionalmente, tem potenciais aplica¢cbes para a producdo de SCO de ®3-
PUFA (Adarme-Vega et al., 2012; Marchetti et al., 2012; Alonso et al., 1992), para a
producdo de energia (Picardo et al., 2013b; Sanchez et al., 2013), e para a co- producédo
de fucoxantina (molécula com alto valor nutricional) e lipidios (Kim et al., 2012). Nufio
et al. (2013) indicam | galbana como aditivo alimentar ja que observaram melhorias na
salde de ratos diabéticos alimentados com a microalga (como menos acimulo de TAG,
colesterol e glicose no sangue). Fradique et al. (2013) reportaram que a adi¢do de pastas
de 1. galbana em alimentos cozidos melhora as caracteristicas nutricionais dos mesmos
(por aumento direto de ®3, antioxidante). Devos et al. (2006) destacou que I. galbana e
a dinoflagelado heterotrofico Crypthecodinium cohnii sdo as Unicas espécies de
microalgas conhecidas capazes de produzir DHA como Unico ®3-PUFA - entre 2 e

25% do total de &cidos graxos. Existem trés cepas que foram avaliadas para tais
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finalidades: Parke, T-Iso e Tkl (Chi-Cheng et al., 2010; Devos et al., 2006; Molina
Grima et al., 1995; Alonso et al., 1992; Zhu et al., 1997).

Vérios trabalhos (Renaud et al., 1990; Poisson e Ergan, 2001; Devos et al., 2006;
Molina Grima et al., 1992; Tzovenis et al., 2003) reportam 6 &cidos graxos
preponderantes nas analises (geralmente com mais do 10% cada um) do total do extrato
lipidico de I. galbana: miristico (14:0); palmitico (16:0); esteérico (18:0), oléico (18:1n-
9), dos quais geralmente o oléico resultou majoritario. Exce¢des foram reportadas por
Fidalgo et al. (1998), que obtiveram menos de 2% de oléico do total de &cidos graxos, e
por Yoshioka et al. (2012), que obtiveram maioria del16:0; 16:1n-7; 20:5n-3 e 22:6n-3
(cada um entre 10 e 15% do extrato lipidico). Além disso, varios autores identificaram
entre 1 e 20% do total de &cidos graxos de acido palmitoléico (16:1n-7) e esteraidénico
(18:3n-4) (Renaud et al. 1990; Poisson e Ergan 2001; Yoshioka et al. 2012). Alonso et
al. (1992) reportaram niveis de DHA (22:6n-3) no 6leo de 5% e de EPA (20:5n-3) entre
10 e 15%. Yu et al. (2010) obtiveram percentagens muito inferiores, assim como
também foram obtidos outros 3 e @6 PUFAS de 16, 18 e 20 carbonos em |. galbana
com percentagens menores que 5% (Davos et al., 2006; Renaud et al., 1990; Poisson e
Ergan, 2001).

Os lipidios das membranas tilacdides em T-Isso, principalmente 14:0, 16:0,
18:1n-9, 18:3n-3 e 22:6n-3, os quais também foram encontrados em grandes
quantidades nos TAGs (Tzovenis et al., 2003). A distribuicdo de ®3 PUFA em TAG,
glicolipidios e fosfolipidios de I. galbana apresenta maior percentagem de EPA e/ou
DHA na fracdo dos fosfolipidios (Zhu et al., 1997; Devos et al., 2006; Molina Grima et
al., 1994) e, segundo Devos et al. (2006) na posicdo sn-2. Tzovenis et al. (2003)
consideram que, sob condicdes 6timas de crescimento, a distribuicdo de DHA - o
produto final das vias de dessaturacdo de acidos graxos - em |. galbana é: 15% em
glicolipidios, 35% em fosfolipidios e 50% em TAGs. Adicionalmente, Tzovenis et al.
(2003) reportam que tal cido graxo tem um papel central na fisiologia das membranas,

e que existe um intercambio desse entre 0 TAG e nas membranas.

A composicdo quimica de I. galbana dependera da cepa, do clone isolado dentro
da cepa e condi¢cbes de cultivo empregadas (Alonso et al., 1992; Sukenik e Wahon,
1990). De forma geral, observa-se que a irradiancia aumenta a taxa de crescimento e 0s

niveis de DHA e de acidos graxos saturados, e reduz os niveis de lipidios (Alonso et al.,
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2002; Marchetti et al., 2012; Tzovenis et al., 2003). Tzovenis et al. (2003) reportam
diferengas na composicao de &cidos graxos no extrato lipidico sob diferentes regimes de
luz/escuriddo (fotoperiodo), sendo o ciclo de 12/12 hs o indicado para a produgédo de
PUFA em T-Iso. Durante o crescimento sob limitacdo de luz, observa-se acumulo de
18:3n-3 e 16:1n-7 (Tzovenis et al. 2003). Sob condi¢Oes de saturacdo luminosa,
enquanto o 18:3n-3 permanece constante, a producéo de acidos graxos 18:3n-6 e 18:5n-
5 é reduzida, e 22:6n-3 e 20:5n-3 aumentada, indicando uma provavel mobilizacdo
desses, dos TAGs para as membranas tilacoides seguida de dessaturacdo e elongacdo de
cadeia (Tzovenis et al., 2003). Qi et al., (2002) caracterizaram a dessaturacdo e
elongacdo de cadeia do &cido a-linoleico (18:3n-3) em |. galbana, propondo via de
sintese apresentada na Figura 2.15.

A5 elo A® A°
18:24%42 D 18:3 A%215 - 20:3 AMALT D 20:4 ABHALT H 20:5 ASHHL

woo
(DHA) 226 54,?,10,13.16_19 @ 22§ ﬂ?_.l(}

Figura 2.15. Possivel via de desaturacéo e elongacdo de -3 em I. galbana
Adatado: Qi et al,. (2002)

Sukenik e Wahnon (1990) observaram reducao na concentracao de clorofilasa e c
em |. galbana cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio e com alta intensidade luminosa.
Fidalgo et al. (1998) observaram que os teores de carotenoides e clorofilas reduziram-se
quando as células entraram em fase estacionaria. Em células sob estresse de nitrogénio e
fosforo, Mendieta (2013) observou o contrario, i.e., um aumento na concentracdo de
carotenoides de I. galbana na fase estacionaria em relacéo ao crescimento em condicGes
menos estressantes de tais nutrientes, provavelmente como mecanismo de resposta
contra radicais livres. Jalal et al., (2013) também reportou auemnto de carotenoides na
fase estacionaria de culturas estressadas por deficiencia de N. Observa-se, também, que
a deficiéncia de nitrogénio e alta irradiancia também aumentam a percentagem de
lipidios na biomassa, sugerindo ativacdo das vias de reciclagem de N e sintese de
moléculas de armazenamento de carbono e energia; e que a relacdo entre nitrogénio e
fosforo altera o acimulo de pigmentos e as percentagens de lipidios, carboidratos e

proteinas nas fases exponencial e estacionaria do crescimento (Chagas, 2010; Mendieta,
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2013). Yoshioka et al (2013) avaliaram os efeitos de iluminagdo com luz branca,
vermelha e azul, continua ou intermitente, concluindo que a luz azul intermitente
melhorou o crescimento e o acimulo de lipidios, embora ndo tenha alterado o perfil de
acidos graxos totais na fase estacionaria de cultivos em batelada da microalga (Tabela
2.8).

Cultivos com alta concentracdo de CO, na aeracdo aumentou a taxa de
crescimento e a produtividade de biomassa, e também estimulou a sintese de proteinas,
e lipidios (com pequeno aumento) (Picardo et al., 2013a; Bhatti et al., 2008). 1. galbana
possui uma anidrase carbOnica extracelular que catalisa a conversdo de HCOj3™ (espécie
predominante na dgua do mar entre pH 6 e 9) em CO, (aq) facilitando a incorporacéo de
ambas espécies de carbono na célula. 1sso ocorreria quando o pH da dgua do mar difere
do pH interno da célula (estimado em 7-7,2) (Bhatti et al., 2009), ja que se observou
repressdo da atividade de tal enzima sob elevadas concentracBes de CO, na areacéo,
presumivelmente por causar reducdo no pH do meio, o que possibilita a difusdo passiva

do gas no interior da célula (Picardo et al., 2013a) (Tabela 2.8).

Também foram reportadas diferencas no biovolume celular, como aumento na
fase estacionaria de culturas em batelada (Chagas, 2010) e com o aumento da
intensidade luminosa nas culturas crescidas sob regime de luz continua (Tzovenis et al.,
2003).
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Capitulo 3- Materiais e Métodos
Neste capitulo sdo apresentados os metodos experimentais empregados para
avaliar o impacto da aplicacdo de potencial elétrico em cultivo de Isochrysis galbana

com aeracéo enriquecida de CO,.

3.1 Microrganismo
Os experimentos foram realizados com Isochrysis galbana proveniente da
Colegao de Microalgas “Elizabeth Aidar”, do “Laboratério de fisiologia e Cultivo de

Algas”. Tal espécie pertence a ordem Isochrysidais, incluida na divisdo Prymnesiophyta

(Lourenco, 2006)

I. galbana foi previamente escolhida pelo grupo de trabalho ap6s realizar um
screening de microalgas como fonte de biomassa renovavel para producéo de energia e

metabdlitos de interesse na industria quimica e de alimentos (Picardo et al., 2013a).

3.1.1 Aclimatacao prévia

Inicialmente, 1. galbana foi cultivada para aclimata-la as condi¢es experimentais
e obter a biomassa para o indculo inicial dos experimentos seguintes. No reator de 2L,
realizaram-se dois cultivos em batelada com cortes sucessivos de 10 dias de duracéo
cada um. No primeiro deles, as células foram aclimatadas ao fluxo de areacdo com 5%
de CO; (2L/min). Para isso, incrementou-se a concentracdo de CO, no fluxo de ar de
forma manual diariamente (pH-metro de campo PHTEK), controlando-se a injecdo para
que o pH ndo atingisse valores inferiores a 5,5. O segundo cultivo de aclimatacdo
realizou-se com um inoculo do primeiro, e se aplicaram 0s parametros operacionais
definidos para os demais experimentos. Ambos cultivos foram realizados com o meio
reportado por Guillard (1975) (Tabela 3.1). Foi utilizado 0 meio com uma concentracao
de nutrientes 5 vezes superior a reportada para atingir elevada concentracdo celular,
devido que nos experimentos de eletroestimulacdo foram utilizados cultivos densos (ver

secdo 3.2.1).

3.1.2 Inoculagéo
O inoculo inicial de cada experimento empregou células em fase exponencial
aclimatadas a elevada percentagem de CO, na areacdo, tal como se explica na figura

3.1. Para isso, no término de cada experimento (as 9hs do periodo de luz do décimo dia
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de cultivo), refez-se o volume inicial (2L) com &gua de mar artificial e meio fresco /2
(meio com componentes concentrados 3 vezes mais aos reportados por Guillard (1975)
e descritos na tabela 3.1 na se¢do 3.1.2), e cultivou-se por 32 hs. Apos esse periodo,
retirou-se 1L de cultivo e adicionou-se 0 mesmo volume de dgua de mar artificial e de
meio fresco f/2 3x e cultivou-se por 30hs. Passado esse periodo, o cultivo foi transferido
em capela de fluxo laminar para um erlenmeyer de 4L previamente autoclavado (30min,
latm) com areacdo enriquecida em CO, por 2hs, preparado para o novo cultivo. O

inoculo inicial do novo cultivo de 1. galbana foi obtido do erlenmeyer de 4L.

Q ExperimentoN 1 1. Dia 10 do Experimento N (9hs do periodo de
luz).

€0, (3% do fluxo de areagao)

@’
. 2. Adicionou-se meio fresco (f /2 3x) até os 2L e
Q ﬁ “akls i cultivou-se por 32hs com ar enriquecido em
3

Q e . 3. Renovacdo do cultivo: retirou-se 1L e
30Hs adicionou-se igual volume de meio fresco (f/2
> 2 3x). Cultivou-se por 30hs com ar enriquecido

em CO, (3% do fluxo de areagao)

; 4. Esterilizagao do reator apds a transferéncia da
cultura a erlenmeyer de 4L, em condicdes de
v 4 .

esterilidade.

‘O
G Hs 5 5. Inoculagdo no reator com a cultura do

erlenmeyer e meio f/2 (5x)
B Experimento N-1

Figura 3.1. Procedimento de inoculacdo das culturas de I. galbana.

3.2 Condig¢des de cultivo

3.2.1 Meio de cultivo
Cultivou-se I. galbana em versdo modificada do meio semidefinido f/2 Guillard

(Guillard 1975) (Tabela 3.1). As modificac6es de tal meio foram as seguintes:

- A concentracdo de cada solucdo adicionada foi 5 vezes maior a reportada com o

fim de obter culturas densas. Tal condicdo foi necessaria para obter biomassa seca em
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quantidade suficiente (80- 100mg) para realizar as analises bioquimicas, extraindo

menos do 10% da cultura na amostragem da etapa exponencial de crescimento.

- N&o foi adicionado silicato devido a que € um nutriente necessario apenas para a

sintese da parede celular - estrutura inexistente em I. galbana-.

- A 4gua de mar natural foi substituida por agua de mar artificial, feita com sal
marinha (Ocean Fish®) dissolvida em agua deionizada (33g/L).

A esterilidade do meio foi mantida trabalhando-se em capela de fluxo laminar,
filtrando-se a &gua de mar sintética e as solucdes estoque em membranas de celulose de
0,22um de porosidade (com excecdo da solucdo de metais) e esterilizando esses

materiais (com excec¢do da solucdo de vitaminas) por 30 min a latm na autoclave.

Tabela 3.1. Concentracao final dos componentes do meio f/2 Guillard (Guillard
1975) no meio de cultura (foram desprezados os nutrientes da agua do mar sintética).

Soluces Reportadas (MG/L) Modificadas 5x (mg/L)
NaNO; 75 375
NaH,PO4.H,0O 5 25
FeCl;.¢H20 3,15 15,75
Na,EDTA 4,36 21,8
CuS04.5H20 9,8 49
Na2Mo04.2H20 6,3 31,5
ZnS04.7H20 22 110
CoClI2.6H20 10 50
MnCI2.4H20 180 900
Cianacobalamina (B1,) 0,00025 0,00125
Tiamina 0,05 0,25
Biotina 0,00025 0,00125

3.2.2 Fotobiorreator

I. galbana foi cultivada em reator construido previamente pela equipe do
laboratdrio, apresentado na Figura 3.2, também utilizado por Picardo et al. (2013a). Tal
reator € uma cuba de vidro de 2L de capacidade com aeracdo, temperatura e
luminosidade controladas de forma automatizada. A superficie foi coberta com uma

tampa de acrilico com perfuracGes para instalagdo do banho térmico, tubos de areacdo e
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dois suporte de vidro utilizados para posicionamento dos eletrodos nos experimentos
com aplicagdo de campo elétrico.

Figura 3.2. Fotobiorreator utilizado para cultivo de Isochrysis galbana.

3.2.3 Aeragao

I. gablana foi cultivada com uma vazéo de ar comprimido (2L/min) enriquecido
com CO,. Para promover maior area interfacial gas/liquido, utilizou-se na aeracéo
difusor de vidro com 4 saidas. A porcentagem de CO, empregada na aeracdo foi
aumentada diariamente em intervalos de tempo coincidente com a metade do periodo de
iluminacéo, da forma seguinte: 1,2 % no primeiro dia, 3% no segundo dia, e 5% a partir

do terceiro dia de cultivo.

A vazdo de ar comprimido foi controlado com um rotametro de gas (Moriya, 0-15
L/min). A vazdo de CO, foi controlada por um controlador CD600 (Smar) e um

controlador de vazdo massica (mass flow controller, Alborg, 0-200 mL/min).

3.2.4 Temperatura

A temperatura dos experimentos de cultivo de I. galbana foi mantida em 25 °C
com um banho termostatico (Quimis, Q214M2), dotado de controle automatico de
temperatura, utilizando agua fria circulando por mangueiras de latex e tubo de aco (em

forma de U) imerso na cultura.

3.2.5 luminacéo
As culturas de |. galbana foram iluminadas com lampadas fluorescentes
conectadas a um temporizador analdgico. A intensidade de luz foi medida como fluxo

de fétons incidentes na superficie do reator com um sensor quantico (Li-Cor, Li 190)
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acoplado a um integrador radiométrico (Li-Cor, Li 250A). Durante 0s experimentos, a
intensidade de luz na superficie do reator foi fixada em 200 uE (1 E = 1 mol de

fotons/m?.s) em fotoperiodos de 12h iluminacéo seguidas por 12h escuridao.

3.2.6 Eletroestimulacgdo

As culturas de I. galbana foram eletroestimuladas com um campo elétrico
constante criado por dois eletrodos de platina imersos no cultivo. Os eletrodos foram
construidos com um fio de platina disposto sobre uma superficie de vidro distanciados
um do outro em 4,5 cm. A Figura 3.3 ilustra o arranjo experimental, sem representar os

sensores para acompanhamento on-line de pH, temperatura e irradiancia.

|

- =,
e -
- - 7
=2, 7| @ CE ET®
20 7 *J POTENCIOSTATO

: 3 CE: Contraeletrodo (Pt)

277 | ET:Eletrodo de trabalho (Pt)
s

Figura 3.3. Arranjo experimental simplificado, com aeracéo, eletrodos e potenciostato.

Com o potenciostato (PalmSens BV), conduziu-se experimento com controle de
potencial (com corrente continua), aplicando-se se uma diferenca de potencial entre o
eletrodo de trabalho e o contraeletrodo de 0,65 + 0,1V (DC). O valor de potencial
elétrico foi escolhido apos a realizacdo de analises de estabilidade eletroquimica do
meio f2 Guillard sem células, areado por vazdo de 2L/min de ar enriquecido com 5% de
CO,. A estabilidade eletroguimica foi avaliada por voltametrias ciclicas realizadas com
0 potenciostato acoplado ao sistema de acordo com esquema da Figura 3.3, e software
de aquisicdo e analise de dados (PalmSens®). Durante a varredura de potencial no
intervalo de 0 a +1V, registrou-se a corrente (mA), que decorre de reacdes
eletroquimicas. Portanto, a auséncia de picos de corrente no voltamograma pode ser

interpretada como auséncia de reacfes eletroquimicas e, portanto, como estabilidade
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eletroquimica do meio f/2. A Figura 3.4 apresenta um voltamograma tipico obtido
nesses ensaios onde ndo ha corrente elétrica de amplitude significativa no intervalo
entre 0.4 - 0.7V. Note-se que 0s picos de corrente obtidos nos extremos da faixa de
potencial investigada corresponde a eletrdlise da dgua (evolucgdo de O, e Hy).

Current

T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Potential

Figura 3.4. Voltamograma obtido por voltametria ciclica - corrente (mA) vs. potencial
(V) aplicado entre os eletrodos imersos no meio f2 Guillard (Guillard, 1975) sem
células e com vazdo de ar enriquecido com 5% de CO; (2L/ min).

3.3 Procedimento experimental

Todos os experimentos conduzidos foram cultivos em batelada de I. galbana
com 10 dias de duracdo. Diariamente, foram recolhidas amostras de 3mL do cultivo
para contagem celular e analise de nitrogénio. Nos dias 3, 6 e 10, foram coletados 195

mL para analise bioquimica (composicéo celular) e morfologica (Figura 3.5).

Para avaliar os efeitos do potencial elétrico no cultivo de I. galbana, foram
definidos trés grupos experimentais: sem aplicacdo de potencial elétrico (“0V”);
cultivos eletroestimulados a partir do dia 0 (“0,65V D0”); e cultivos eletroestimulados a
partir do dia 3 (“0,65V D3”). Nos dois ultimos grupos, o potencial permaneceu

constante até o final de cada cultivo (Figura 3.5)
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a) Curvas de crescimento (durag¢ao de 10 dias) e aplicagdo de b) Amostragem:

potencial: Todos os dias:

-Concentracao celular e
1- Grupo: “0,00V” Controle | Nitrato no meio.

Dias3,6e 10
- Morfologia
2- Grupo: “0,65V DO” 8l
FimE -Coleta e liofilizacdo de

_~ 190 mL de cultivo para
’ analise de carboidratos,

3- Grupo: “0,65V D3” proteinas e lipidios
Inicio E: Dia 0 .~ LT F_|m E totais. Analise de
7 FAMEs a partir do
A % L extrato lipidico.
Inicio E: Dia 3

E=0,65V + 0,1V (DC)

Figura 3.5. a) Esquema de curvas de crescimento dos trés grupos experimentais:

controle (0,00V), e eletroestimulados desde o dia O e desde o dia 3, até o final do

experimento (dia 10) com potencial elétrico constante de (0,65+ 0,1)V. b) Dias de
amostragem em fungéo da analise realizada.

3.4 Analise e processamento da biomassa
3.4.1 Coleta e secagem

Para realizar as andlises bioguimicas, que requereram biomassa seca de I.
galbana, foram centrifugados 190 mL de cultura a 1100 G durante 10 minutos em
centrifuga refrigerada (Cientec, CT6000R). Tal volume de cultura foi diluido a metade
da concentracdo com agua deionizada antes da centrifugacdo. Na segunda etapa, a
biomassa congelada foi liofilizada (liofilizador Terroni LT 600, Enterprise) e

armazenada até o momento da analise em dissecadores a vacuo.

3.4.2 Crescimento celular
O crescimento das culturas de I. galbana foi avaliada por contagem de células
fixadas com lugol acético (8 uL de lugol / mL de cultivo) em hemocitdmetro Fuchs-

Rosenthal com ajuda de um microscépio 6tico (Bioval L1000).

3.4.3 Nitrato residual

Determinou-se a concentracdo de NOj3  (proveniente da adicdo de NaNO; a
cultura) dissolvido no meio de cultura a partir da leitura espectrofotométrica a 220nm,
tal como indica Collos et al. (1999) para amostras em agua marinha. Como a matéria

organica também absorve no comprimento de onda de 220nm, utilizou-se um fator de
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correcdo em 275nm, posto que, neste comprimento de onda, 0 NO3™ ndo interfere com a
radiacdo. Além disso, diferentemente de Collos et al. (1999), acidificaram-se as
amostras para reduzir interferéncias de outros ions (como hidréxido ou carbonato)
(Lourenco, 2006).

Foram utilizadas cubetas de quartzo (1cm de caminho 6ético) e 3mL de amostra
diluida com &gua de mar sintética, previamente filtradas em filtros de acetato de
celulose com porosidade de 0,45 um de diametro (Sartorius). Adicionou-se 1uL de HCI
1M a cubeta para medir a densidade 6tica (Bioespectro SP-220). A absorbancia final foi
calculada tal como indica a Equag¢do 3.1. Uma curva padrdo foi construida com
concentracdes de 0 a 0,16 mM de K;NOs.

Abs. final = Absy;p — 2 X AbS,75 (3.1)

3.4.4 Pigmentos

Os pigmentos foram extraidos das células através da maceracdo de amostras de
cultivo diluidas 20 vezes e filtradas em filtros de fibra de vidro (Sartourius), com
cuidados para evitar incidéncia de luz branca no macerado. Na primeira etapa, o papel
de filtro com as células foi macerado em 5mL de metanol em tubo de ensaio coberto por
fita preta, durante 1 minuto e utilizando um bastdo de vidro. O liquido resultante da
maceracdo foi imediatamente transferido para tubo de centrifuga igualmente protegido
contra incidéncia de luz branca. A seguir, foram adicionados mais 3mL de metanol ao
primeiro tubo de ensaio e macerado por outro minuto. Em segunda etapa, o liquido
resultante da maceracao foi coletado em tubo de centrifuga o qual foi armazenado por
30 minutos em geladeira, ja que se observou que esse tempo foi suficiente para a
extracdo de pigmentos em I. galbana (o qual difere com as 24hs reportadas por
Lourenco 2006). Apos esse periodo, centrifugou-se a 1100g por 5 minutos (centrifuga
Cientec, CT6000R) e se prosseguiu a leitura 6tica em cubeta de vidro (Bioespectro SP-
220). As amostras foram novamente centrifugadas sempre que a leitura de absorbancia a

750 nm superasse o valor de 0,002.

Os teores de clorofilas a e ¢ (chla e chic) foram estimados pela férmula de
Jeffrey e Haxo (1968) e, o teor de carotenoides (car) (xantofilas e carotenos) pela

formula de Wellburn (1994), apresentados nas Equacdes 3.2, 3.3 e 3.4.
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[Chla] [ngig/ml_sh,] = 13,8 X AbSeeg - 1,3 X Ab5535 (32)
[ChIC] [ngig/ml_sh,] = 67,3 X Ab5635 - 14,1 X Ab5553 (33)

[Car] [Lgpig/MLey] = (1000 X Abssro- 2,86 X [Chla] - 120,2 X [Chlb]) /221 (3.4)

3.4.5 Morfologia celular

Analisou-se a morfologia celular em microscopio 6tico (Nikon Elipse E200).
Amostras de 3mL de cultivo fresco de I. galbana foram empregados. A amostra foi
corada com o fluoréforo lipofilico Nile Red (0,78M em acetona) 20 minutos antes da
analise (Sigma Aldrich) para observacdo dos granulos de lipidios com microscopia de

fluorescéncia.

Foi desenvolvida uma rotina computacional em ambiente MATLAB (The
Mathworks Inc) para calculo da relacdo entre o menor e o maior comprimento
(“diametros”) fornecendo a grandeza “indice de esfericidade” para cada célula

fotografada.

3.4.6 Lipidios totais

Os lipidios totais foram extraidos da biomassa de |. galbana com solventes
(cloroformio e metanol) e posteriormente analisados por gravimetria, tal como
reportaram Folch et al. (1957). Para tal, pesaram-se entre 80 e 100mg de biomassa seca
em um tubo de ensaio, no qual se colocaram 30 peérolas de vidro (0,2cm de diametro) e
4mL de agua deionizada. Procedeu-se a ruptura das células por agitacdo com vortex
durante 10 minutos. A seguir, adicionaram-se 5mL de metanol ao tubo, o qual foi
agitado por 2 minutos em vortex. Adicionaram-se 10mL de cloroférmio e utilizou-se
vortex por mais 5 minutos. A mistura ja homogeneizada foi filtrada em papel de filtro e
o filtrado colocado em proveta com tampa. Foram adicionados 5mL de metanol e 10mL
de cloroférmio ao tubo de ensaio e filtrado novamente através do papel de filtro e
acrescentados a proveta com tampa, com o fim de lavar o residuo tanto do tubo como do
papel e pérolas de vidro. A seguir, ao volume final da proveta foram adicionados ¥
desse volume de uma solucdo de KCI 0,88% p/p. Apds a separacdo de fases, descartou-
se a superior por aspiracdo. Na sequéncia, foi adicionado ¥ do volume da fase inferior
de uma solucdo metanol:agua (2:1). Novamente, foi descartada a fase superior por
aspiracdo e a fase inferior foi filtrada num papel de filtro enchido (até a metade) com

sulfato de sodio anidro. O filtrado foi recolhido em frasco de vidro e colocado em estufa
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a 40°C. Apos a evaporacdo do solvente, os lipidios extraidos foram ressuspendidos em
5mL de cloroformio e rapidamente distribuidos em 5 vidros reldgios, previamente
pesados (1mL em cada). Deixou-se evaporar o solvente em estufa a 40°C e, a seguir, 0S
vidros foram colocados em dessecadores de vidro para esfriar. Por Gltimo, cada vidro
relégio foi pesado e a percentagem de lipidios na biomassa liofilizada calculada. O
metanol e cloroformio empregados tinham 2ppm de butil-hidroxi-tolueno (BHT) para

evitar a autoxidacdo de acidos graxos.

3.4.7 Metil ésteres de acidos graxos (FAMES)

O extrato lipidico obtido na determinacdo dos lipidios totais de I. galbana foi
transesterificado tal como reportam Jham e Campos (1982). Para isso, o conteudo de
biomassa liofilizada dos 5 vidros reldgios foram ressuspendidos com 5mL de
cloroformio:BHT 20ppm, colocados em um frasco de penicilina e armazenados a
temperatura negativa. No momento da analise, 200 uL dessa solucdo foram transferidos
para tubos de vidro de 20 cm de comprimento. Uma vez evaporado o cloroformio (a
temperatura ambiente), foi adicionado 1mL de uma solucdo de KOH:metanol 0,5M a
cada tubo, e colocados em banho a 100 °C por 5 minutos. Apds esse tempo, a cada tubo
adicionou-se uma mistura de HCI (1M): metanol 4:1 (v/v), que continuaram no banho
por mais 15 minutos. Os tubos foram esfriados com agua fria, e foram adicionados 2mL
de &gua deionizada. Finalmente, foram realizadas duas lavagens com éter de petroleo
(3mL cada lavagem). O éter provocou a separacdo de fases. No momento da analise
cromatografica, o éter de petrdleo foi evaporado e os FAMEs ressuspendidos em 500

uL de n-hexano:BHT (2ppm) e guardados em frascos de penicilina.

Os FAMEs assim obtidos foram analisados por cromatografia gasosa com um
cromatografo acoplado a um espectrofotémetro de massa (GCMS-QP2010, Shimadzu).
A fase estacionaria empregada foi a coluna polar C-18 de 30m x 0,25mm (RTX-25,
Restek). Para alcancar a separacdo dos FAMEs na coluna, aplicou-se uma rampa de
temperaturas (40 °C, 2 min; 100 °C, 2 min; 220 °C, 20 min). A identificacdo se realizou
por comparacdo com padrdes de Sigma Aldrich (FAME Mix RM-3, 4cido

eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaexaenoico (DHA)

50



3.4.8 Carboidratos

Avaliaram-se 0s carboidratos sollveis em &gua (agucares simples,
oligossacarideos, polissacarideos e seus derivados, tal como metil-éteres com grupos
redutores ou potencialmente redutores) da biomassa seca de I. galbana pelo método
fenol-sulfurico descrito por Dubois et al. (1956). Para isso, em frasco tipo vial foram
pesados 1mg de biomassa e adicionados 2mL de acido sulfarico 1M em banho de gelo.
Os frascos em banho foram refrigerados por cerca de 16 a 20hs. Apoés esta etapa, foram
acrescentados 6 mL de agua deionizada, e a preparacao foi filtrada em filtros de fibra de
vidro, previamente tratados em mufla a 400°C por 4h. Recolheram-se 50 pL do filtrado
em tubos de ensaio (20 cm de cumprimento), nos quais se adicionaram 950 uL de dgua
deionizada e 500 puL de fenol 3%. Agitou-se manualmente a mistura e adicionaram-se
2,5 uL de H,SO4 1M. Apo6s 30 minutos, foi medida a absorbancia a 485 nm. A
percentagem de aclcares na biomassa foi deduzida de uma curva de calibracdo feita
com H,SO, e solucdes padrdo de D-glicose (0 a 50 pg.mL™).

3.4.9 Proteinas totais

As proteinas totais foram quantificadas por analise de composicdo elementar
(CHN Perkin-Elmer 2400) com cerca de 5 mg de biomassa liofilizada de I. galbana. A
analise foi feita por cortesia do Instituto de Quimica da UFRJ (IQ/UFRJ). O método
consiste na carbonizacdo das amostras e quantificacdo da condutividade térmica dos
gases formados (C em CO,, H, em vapor de agua e N, em NO,). A partir da quantidade
de N, das amostras foi deduzida a quantidade de proteinas totais aplicando a Equacao
3.5, de acordo com Lourenco (2006). Para determinar a concentracdo de N, nas

amostras, utilizou-se curva padrdo de acetanilina do IQ/UFRJ.

Proteinas (%) = 4,78 x N, (ppm) (3.5)
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Capitulo 4- Resultados e Discussao

A quantificagdo de crescimento celular e demais analises foram conduzidos em,
no minimo, duplicatas. Os resultados experimentais foram analisados estatisticamente
com o software GraphPad Prism (versdo 4, Software IncR). Aplicou-se o teste ANOVA
(p<0,01) com o método de contrastes de Newman Keuls (Rice 1989) a posteriori.

Como etapa preliminar ao inicio dos experimentos, foi necessario aclimatar as
células as condigdes experimentais definidas, com o fim de maximizar a quantidade de
células em um mesmo estado metabolico. Além disso, foi necesséario definir um
protocolo de producdo de indculos iniciais para garantir que todos 0s crescimentos
fossem iniciados com células no mesmo estado metabdlico. Durante a aclimatacdo
celular (dados ndo apresentados no presente trabalho), observou-se que a elevada
concentracdo de nutrientes ndo afetou o desenvolvimento das culturas. No entanto,
houve dificuldades com a aclimatacdo a concentracdo elevada de CO, ja que se
observou que mudancas drasticas na concentracdo de CO; no fluxo de aeracdo (desde a
concentracdo atmosférica de 0,034% até 5%) provocava decréscimo de pH (de 7 a 5
unidades) e consequente morte da cultura. Tal descenso pode levar a morte celular e
inativacdo da anidrase carbbnica, como observaram Tang et al. (2011) para outra
espécie de microalga e, Kaplan et al. (1986), que reportaram que I. galbana tolera pH
entre 5 e 9. Portanto, a adaptacdo realizou-se por pequenos incrementos diarios na
concentracdo de CO, no ar alimentado a cultura, controlando-se o pH em valores
superiores a 5,5 unidades. A aplicacdo dos incrementos foi realizada no meio do periodo
de iluminacdo, onde as celulas se encontram fotossinteticamente ativas, e, portanto, a
concentracdo de CO, atinge valores inferiores aos do periodo escuro, onde cessa a
fotossintese, ocorrendo a respiracdo celular (com producdo de CO,), e além disso,
ocorre a liberacdo ao meio do CO; que néo foi reduzido pela fotossintese (Bhatti et al.,
2002).

4.1 Cinética de crescimento e consumo de NO3-

Na Figura 4.1, apresenta-se a curva de crescimento e 0 consumo de nitrato
residual do meio de cultivo de 1. galbana nos trés grupos experimentais analisados:
controle (0,00V); 0,65V a partir do dia 0 (0,65V DO0); e 0,65V a partir o dia 3 (0,65V
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D3), mantendo os 0,65V constantes até o final do crescimento em ambos grupos
eletroestimulados.
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Figura 4.1 Curva de crescimento de I. galbana (acima) e concentracdo de NO3 no meio
de cultivo (abaixo).

Observa-se que o potencial elétrico ndo provocou diferencas significativas na taxa
de crescimento nem no consumo de nitrato, a diferenca do reportado para leveduras
estressadas com campo elétrico o qual impactou tanto na taxa de crescimento como no
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consumo de agucar (Araujo et al., 2004; Castro et al., 2011; Oliveira et al., 2010) e para
microalgas estressadas com campos eletromagnéticos (Small et al., 2011; Hirano et al.,
1998; Li et al., 2006). A configuracdo de campo elétrico escolhida ndo teria interferido
com o0s processos ou moléculas especificas que levam ao aumento da taxa de
crescimento, como aumento na taxa de consumo de oxigénio e ativacdao da fotossintese
em microalgas (Small et al., 2011; Hirano et al., 1998; Li et al., 2006), e aumento no
consumo de aglcar nas leveduras (Small et al., 2011; Hirano et al., 1998; Li et al.,
2006). Alem disso, Araujo et al. (2004) reportaram maior consumo de acucar
presumivelmente devido a uma maior permeagdo da membrana plasméatica. Como o
campo elétrico de baixa intensidade atua a nivel de transportadores protéicos de
membrana (e ndo por poros formados na bicamada lipidica como ocorre sob alta
intesidade) (Berg et al., 1991), o campo elétrico teria interferido com a nivel de
transportadores de acucar da levedura ou com a parede celular (estrutura inexistente em
I. galbana) no trabalho citado anteriormente. No entanto, o campo elétrico escolhido

neste trabalho n&o teria interferido com transportadores de nitrato.

Os trés grupos experimentais apresentaram uma curva de crescimento
caracteristica dos cultivos em batelada. Na curva de crescimento, pode- se diferenciar: a
fase exponencial entre os dias 1 e 3, a fase de desaceleracdo do crescimento, entre os
dias 3 e 5; e a fase estacionaria, a partir do dia 6. Os cultivos ndo apresentaram fase lag
devido a que as células inoculadas se encontravam em fase exponencial e sob 0s
mesmos parametros de crescimento. Segundo o reportado em bactérias (Costello, 2012;
Loghavy et al., 2009; Cho et al., 1995) e leveduras (Castro et al., 2001), o potencial
elétrico poderia impactar na fase lag -no caso ser induzida-, o qual poderia ser

corroborado em experimentos futuros em microalgas com a intensidade aplicada.

Observa-se na Figura 4.1 que a concentracdo de NO3z™ no meio sofreu reducao nos
primeiros trés dias de cultivo, alcangando valores proximos a 0 ppm, e apresentou um
leve aumento a partir do dia 4 (menos de 10 ppm) em todos 0s grupos experimentais,
resultado também observado em culturas de |. galbana por Picardo et al. (2013)a.
Collos et al. (2005) reportaram que o rapido consumo de nitrato observado nestes
experimentos é um mecanismo de sobrevivéncia de varias espécies de microalgas, as

quais capturam o nitrogénio e o0 armazena na forma de proteinas (por exemplo, Rubisco,
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a proteina mais abundante das celulas vegetais). Tal mecanismo lhes confere vantagens

na competicdo por nutrientes com outras espécies.

A deplecdo de nitrato se correlacionou com o final da fase exponencial das
culturas, devendo ter atuado como fator limitante do crescimento. Outro fator limitante
observado foi a falta de luz nas culturas, ja que no dia 3, com mais de 30.10° cel/mL, a
penetracdo de radiacdo luminosa no interior do reator foi afetada por
autossombreamento celular (Park e Lee, 2001). Neste sentido, segundo o descrito por
Xue et al., (2011) as microalgas se encontravam sob diferentes graus de intensidade
luminosa, indo desde a escuriddo (centro do reator) até a intensidade maxima com uma

frequéncia dependente da agitagdo do meio.

4.2 Andlise de biomassa seca: proteinas, carboidratos e lipidios
A percentagem de proteinas, lipidios e carboidratos totais na biomassa liofilizada
de I. galbana nos cultivos eletroestimulados e sem estimulagéo elétrica, nos trés dias de

amostragem é apresentado na Figura 4.2.

As culturas sem eletroestimulacdo (0,00V) atingiram niveis de proteinas,
carboidratos e lipidios que se correlacionaram com os reportados anteriormente para a
microalga avaliada (Davinson et al., 1992; Chagas, 2010; Zhu et al., 1997; Mendieta,
2012; Picardo et al., 2013a). As pequenas Vvaria¢des obtidas em tais percentagens foram
produto da cepa e das condicdes e estratégia de cultivo, do dia de amostragem e da
técnica de analise empregada (Greenwell et al., 2010). Existe a probabilidade de que a
biomassa seca analizada tenha uma percentagem de sal marina devido a que a somatoria
das percentagens de lipidios proteinas e carboidratos sdo menores ao 70% do total da
biomassa, por tanto outras técnicas de lavagem de sal devem ser avaliadas, cuidando de
que a osmolaridade do meio ndo afete a integridade celular. No dia 10 tal percentagem é
menor, provavelmente devido a acumulacdo de outras moléculas organicas como

osmolitos (Pancha et al., 2014) ou de material inorganico (Chagas 2010).
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Nas culturas sem eletroestimulacao, (0,00V) foram obtidos: 21% de proteinas e de
carboidrato no final da fase exponencial (dia 3) e 18% de lipidios. Ja na fase
estacionaria (dia 6), observou-se aumento nas percentagens das moléculas de reserva
(carboidratos 27% e lipidios 23%) e reducdo no nivel de proteinas em 5% m/m. A
menor disponibilidade de nitrogénio intracelular promove a degradacdo de moléculas
aminadas para uso em outras moléculas vitais. O fluxo de carbono e energia em 1.
galbana é direcionado a formar principalmente moléculas de reserva energética como
lipidios (TAG) e carboidratos (Sukenik e Wahnon, 1990).

O potencial elétrico ndo induziu variagcdes significativas no acumulo de
carboidratos ou de proteinas; ao contrario do observado para lipidios, quando constatou-
se que a eletroestimulacdo alterou o acumulo de lipidios nas células. Enquanto nas
culturas sem eletroestimulacdo (0,00V), a percentagem de lipidios aumentaria entre os
dias 3 e 6, a aplicacdo de potencial manteria tal percentagem constante nesses dias. No

dia 10 fatores de estresse do cultivo estariam mascarando a agédo do campo elétrico.

Além disso, observa-se uma reducéo significativa da percentagem de lipidios no
dia 6 do grupo experimental estimulado desde o dia 0 (0,65V D0) com respeito ao
grupo controle (0,00V). Tal resultado poderia ser correlacionado ao observado por
Hirano et al. (2008), ja que eles reportaram uma reducdo de galactolipidios -lipidios
majoritarios das membranas tilacoides- em culturas estimuladas com campo magnético;
e por Sukenik e Wagnhon (1990) os quais encontraram reducdo de lipidios em
I.galbana estressada com alta luminosidade. Por tanto, presumivelmente a reducao de
lipidios totais na biomassa seca de I. galbana por a¢éo do campo elétrico seja a nivel de
membranas. Tal afirmacéo se correlaciona com o fato de ndo ter observado cambios nos
granulos de lipidios por simples visualizagdo ao microscopio Otico e por reducdo de

pigmentos (apresentada na sec¢do seguinte).

Por outro lado, existe a possibilidade de o campo estar induzindo a excrecdo de
lipidios ao meio de cultivo para tal deveria ser constatada a concentragédo de lipidios no
meio de cultura. No entanto reporta-se a quebra das membranas (e do dielétrico da
solucdo) apos de valores criticos de potencial elétrico, na ordem dos 100V/m, valores
muito superiores ao empregado neste trabalho (0,0014V/m) pelo qual se deduze que a

membrana nao estaria sendo quebrada.

57



No dia 10 de cultivo, provavelmente, a agdo do campo elétrico foi mascarada
pelas condigdes estressantes do cultivo tal como observaram Liang et al. (2006) e
Loghavy et al. (2007) ja que ndo se observaram interferéncias nem na percentagem de
lipdios totais, nem dos carboidratos e proteinas na biomassa seca.

4.3 Pigmentos: clorofila a, c e carotendéides

A quantidade de pigmentos por célula em 1. galbana nos cultivos estimulados
com potencial elétrico desde os dias 0 (0,65V DO0) e 3 (0,65V D3), e sem estimulacao
(0,00V) ¢ exibida na Figura 4.3. No grupo controle (0,00V) observa-se que as clorofilas
diminuiriam entre os dias 3 e 6 e, pelo contrario os carotendides aumentariam. Jalal et
al. (2013) e Mendieta (2013) observaram em |. galbana um aumento de carotendides
em cultivos estressados com deficiéncia de nitrato no meio, tal como foi observado
neste trabalho. As culturas estressadas por falta de nitrogénio degradam as clorofilas (as
quais contem nitrogénio na estrutura) e os complexos protéicos acoplados com tais
moléculas. Por outro lado, os carotendides sdo soliveis nas membranas atuando como
captadores de luz e também como antioxidantes. Tais moléculas sdo cadeias carbonadas
que podem ou ndo conter oxigénio na sua estrutura, por tanto vias de sintesse poderiam
ser ativadas durante estresse por nitrogénio para desviar o fluxo de carbono e energia ou

como mecanismo de defesa contra espécies reativas de oxigénio.

A quantidade de clorofila a por célula foi reduzida significativamente com o
campo elétrico nos dias 3 e 6 de cultivo. A quantidade de carotendides foi reduzida
significativamente por campo elétrico no dia 6 de cultivo. Observa-se que o potencial
aplicado no dia 3 induz uma reducdo na concentracao de pigmentos por célula no dia 6.
Tanto a quantidade por célula de clorofila ¢ como de carotendides no dia 3 de cultivo
também teria sido reduzida por acdo do campo elétrico, mas os resultados ndo foram
estadisticamente significativos. No dia 10 a acdo do campo se encontraria mascarada

por fatores de estresse da cultura.
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59



Tais resultados tém analogias com aqueles obtidos em microalgas estimuladas
submetidas com campo electromagnético, as quais interferiram com o processo de
fotossintese medida pela reducédo de ficocianinas e galactolipidios (Hirano et al., 1998),
aumento de clorofila a e b e variacdo dos parametros fotossintéticos (Small et al., 2012).
Também, o estresse de 1. galbana promovido por altas irradiancias provocou
degradacédo de clorofilas e carotenoides e aumento na relacdo cartenoides/ clorofila a
(Sukenik e Wahnon, 1990). Alem disso, na literatura reportaram-se varios estimulos
como salino, por temperatura, e osmdtico alteram a relacdo de PSI/PSII e a cadeia
transportadora de elétrons (Los e Murata, 2002; Satoh et al., 2014). Por tanto, neste
trabalho o campo elétrico estaria interferindo com a fotossintese, por exemplo, por
interferéncia direta com os cromdmeros dos pigmentos, com a cadeia de transporte de
elétrons, com o ensamblado dos fotossistemas, etc; ou indiretamente através de espécies
reativas de oxigénio, alteracbes na membrana fotossintética, etc. Ao induzir a
polarizacdo de membranas, 0 campo elétrico também poderia estar interferindo com o

gradiente de protons e passagem através da ATPsintase atraves da membrana tilacoide.

4.4 Metil ésteres de acidos graxos (FAMEs)

A composicdo de FAMEs no extrato lipidico de 1. galbana dos trés grupos
experimentais encontram-se na Figura 4.4. Pode se observar que os FAMES majoritarios
da microalga foram os derivados do acido oléico (18:1n-9) e do &cido palmitico (16:0).
O saturados 18:0 e 16:0 decresceram no dia 10, e os FAMEs saturados restantes (14:0,
20:0, 22:0, 24:0) permaneceram constantes no decorrer do crescimento. O
monoinsaturado 18:1n-9 diminuiu no dia 10 em relacdo ao dia 3 e percentagem do
monoinsaturado 24:1n-9 permaneceu constante no decorrer dos dias de cultivo. Os
PUFAs 6mega 3 e 6 -linoleico (18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3)- ndo apresentaram
variacOes. Tais percentagens de FAMEs no extrato lipidico concordam com os
reportados na literatura (Fidalgo et al., 1998; Renaud et al., 1990 e Zhu et al., 1997).
Esses acidos graxos se encontram distribuidos entre TAG e membranas (Tzovenis et al.,
2013), o que impede inferir na degradacdo de membranas ou aumento de TAG no dia 10

em relacdo ao dia 3 a partir da analise dos &cidos graxos avaliados.

Sukenik e Wahnon (1990) reportaram reducdo de &cidos graxos poliinsaturados -
DHA e 18:4n-3- sob estresse de nitrogénio, o que coincide com a tendéncia observada

no caso do DHA no grupo controle (0,00V) e no grupo estimulado desde o dia 3 (0,65V
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D3), os quais foram reduzidos no dia 6 em relagdo ao dia 3. Como ambos &cidos graxos
se encontram nas membranas de |. galbana (sendo distribuido o DHA: 50% em TAG,
15% em glicolipidios e 25% em fosfolipidios) (Devos et al., 2006), a tendéncia na
percentagem desse acido graxo observada neste trabalho indicaria uma maior proporgédo
de TAG do que lipidios de membranas na fase estacionaria das culturas de I. galbana.
Tal afirmacdo é baseada em que sob deficiéncia de nitrogénio I. galbana induze a
acumulacdo de carbono e energia na forma de TAG e de carboidratos (Figura 4.2). A
sintese de TAG se produz por sintese de novo e por reciclagem de membranas (Hu et
al., 2008) as quais seriam degradadas na fase estacionaria do presente trabalho.

I. galbana pode acumular DHA ou EPA (Devos et al., 2006; Molina Grima et al.,
1994). Neste trabalho, a percentagem do derivado do EPA (20:5n-3) foi menor com
0,5% no extrato lipidico, pelo qual se induze que a cepa avaliada é acumuladora de
DHA.

A eletroestimulagdo aumentou significativamente os niveis dos derivados do
acido oléico (18:1n-9) e de DHA (22:6n-3) no dia 6 de cultivo (“0,65V D0” vs
“0,00V”). Sukenik ¢ Wahnon (1990) reportaram aumento dos niveis de DHA e de acido
oléico em culturas de I. galbana estressadas com alta intensidade luminosa, e aumento
de DHA por estresse de baixas temperaturas (Zhu et al., 1997) Small et al. (2012)
relatam aumento da concentracdo de acido oléico em microalga verde estimulada com

campo magnético.

Tsovenis et al. (2003) afirmam que tanto o DHA como o &cido oléico se
encontram distribuidos entre os TAG, fosfolipidios e galactolipidios, podendo ser
intercambiados, e que o DHA tem um papel central nas membranas tilacoides de 1.
galbana T-Isso. Outros tipos de estresse celular como térmico (reducéo de temperatura),
salino e osmotico em cianobactérias também induziram o aumento de DHA nas células
(Los e Murata, 2004). O aumento de &cidos graxos poliinsaturados frente a estresse
térmico, osmatico e salino em cianobactérias ocorreu para evitar danos ao complexo
LHCII e degradacdo de clorofilas frente ao descréscimo de fluides de membrana
induzida (Los e Murata, 1998; Sacamoto e Murata, 2002; Los e Murata, 2004).
Também, observou-se pequeno incremento em PUFAs em microalgas irradiadas com
luz UV (Liang et al., 2006) presumivelmente como mecanismo de defesa de espécies

reativas de oxigénio (Adarme-Vega et al., 2012) .
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Os estudos citados anteriormente tem demonstrado que a qualidade e intensidade
de luz, temperatura, estresse salino e osmotico afetaram as estruturas fotossintéticas,
entre eles, cadeia transportadora de elétrons, e a relacdo entre os complexos PSI e PSII
(Satoh et al., 2014). Além disso, as membranas tilacoides respondem a tais estimulos
através da variacdo dos &cidos graxos (Tsovenis et al., 2013). Tais observa¢Ges podem
ser comparadas aos resultados encontrados neste trabalho por aplicagdo de campo
elétrico. Tal campo induziria o aumento de DHA para evitar dano as estruturas
fotossintéticas, diretamente por ativacdo de desaturases, por alteracdo conformacional
ou de grupos eletroestaticos. O campo poderia estar atuando indiretamente através do
descenso de fluidez de membrana ja que, ao polarizar os lipidios de membrana, poderia
induzir a desaturacdo e elongacdo de cadeia de &cidos graxos através de sensores
protéicos da fluidez de membrana como sugeriram Sacamoto e Murata (2002), ou
atraves de espécies reativas de oxigénio (Adarme- Vega et al., 2012).

O derivado do 18:4n-3 citado em paragrafos anteriores seria bom candidato para
acrescentar analises futuras, junto ao 16:1n-7, j& que foram encontrados em I. galbana
(Renaud et al., 1990; Poisson e Ergan, 1990). Adicionalmente reportou-se que o 16:1n-
7 é importante na organizacdo das membranas tilacoides e interage com proteinas e
pigmentos dos fotossistemas (Sienhelager e Murata, 1998). Entdo seria um candidato
interessante para avaliar em trabalhos de eletroestimulacdo. Os cromatogramas obtidos
no presente trabalho apresentaram trés picos de FAMEs adicionais aos picos
correspondentes aos padrdes empregados. Neles os picos ndo identificados seriam de
16, 18 e 20 carbonos, deduzido a partir do tempo de eluicdo (Visentainer e Franco,
2006). Além disso, 0 FAME de 16 carbonos foi identificado por comparacdo com a
biblioteca do cromatégrafo como o 16:1n-7. O tempo de diluicdo dos &cidos graxos de

18 e 20 carbonos indica que esses seriam poliinsaturados (Visentainer e Franco, 2006).
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Percentagem FAME no extrato lipidico
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Figura 4.4. Composicdo em FAMESs do extrato lipidico de 1. galbana do grupo sem
estimulo elétrico e eletroestimulados desde o dia 0 (0,65V DO) e desde o dia 3 de cultivo
(0,65V D3). As diferencas significativas ANOVA (p<0,01) sdo sinaladas com ().
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4.5 Integridade e morfologia celular

Neste estudo, ndo se observaram alteragdes de integridade celular visiveis ao
microscopio 6tico nem através da coloracdo lipofilica dos granulos de TAG em |I.
galbana por acdo do campo elétrico. As mudancgas nos granulos de lipidios podem ser
observados ao microscopio 6tico e de fluorescéncia tal como reportaram Guihéneuf e
Stengel, (2013) em culturas de Pavlova luthieri estressadas com deficiéncia de
nitrogénios e crescidas em diferentes concentragdes de bicarbonato adicionado ao meio.
Neste estudo avaliamos os granulos de lipidios através da observacdo da fluorescéncia
do corante lipofilico Nile Red. Tal molécula da coloracdo diferenciada aos lipidios
neutros e aos lipidios apolares, obervados com filtros especificos (amarelo e vermelho,
respectivamente) (Guihéneuf e Stengel, 2013). Neste estudo nas fotografias de
fluorescéncia observam-se granulos amarelados, cobertos com a membrana plasmatica
em tons mais vermelhos devido que usou-se um unico filtro, os quais coincidem com as
inclusdes escuras observadas nas fotografias sem fluorescéncia, tal como descreveram
Ishida e Green (2001) (Figura 4.5)

Observamos que as culturas estressadas com campo elétrico estavam conformadas
por mais quantidade de células alongadas (em comparacdo com o controle). Portanto,
decidimos analisar a largura individual das microalgas nas fotografias. Na Figura 4.6b,
se observa que na fase estacionaria (dias 6 e 10), o grupo eletroestimulado desde o dia O
(0,65V DO0) apresentou maior nimero de células alongadas do que o grupo sem
estimulacdo (0,00V). Da figura, obtém-se que o indice de esfericidade de 50% das
células estimuladas (linha vermelha) do grupo 0,00V foi de 0,82, enquanto tal relacdo

nas células estimuladas foi de 0,7.

Por outro lado, na fase exponencial (Figura 4.6a) obteve-se que o 50% das células
controle sdo mais alongadas do que o grupo electroestimulado. Tal discrepancia com os
resultados observados na fase estacionaria pode ser devida a que ndo foi fotografado um
numero suficiente de células do grupo controle, alem disso a etapa exponencial se
caracteriza por ter células mais pequenas de aquelas em etapa estacionaria de
crescimento (Lourengo, 2006), por tanto, 0 campo elétrico poderia ndo interferir na
morfologia observavel apenas por microscopia Otica na etapa exponencial de
crescimento. No entanto poderia ter aumentado o biovolume celular (por simples

observacao das fotografias), o qual deve ser medido em experimentos futuros
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Figura 4.5. Fotografias de I. galbana e de fluorescencia (microscopio 6tico, 100x filtro
vermelho) do grupo sem estimular (“0,00V”), eletroestimulados desde o dia 3 (“0,65V
D3”). (a) distribuicdo no dia 6; (b) distribui¢do no dia 10
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Também, observamos que as células mais envelhecidas adotaram morfologias
cada vez mais alongadas, tanto no grupo controle, como nos grupos eletroestimulados
(dia 3< dia 6< dia 10). Portanto, o campo elétrico poderia estar atuando como um fator
de estresse adicional que leva ao maior alongamento celular. O campo elétrico, por
exemplo, poderia estar induzindo a acumulacdo de moléculas que ajudem na
manutencdo da osmolaridade celular (Pancha et al., 2014), a qual poderia ser induzida
pela alteracdo da permeabilidade de membrana, por inducdo de espécies reativas de

oxigénio, etc.

Tal observacdo pode ser respaldada pelo reportado por Chagas, (2010) que
observou aumento no biovolume de I. galbana em fase estacionaria, assim como por
Tzovenis et al., (2003), que reportaram aumento do biovolume dessa microalga como
resposta ao aumento da intensidade luminica. Em concordancia com tais resultados,
foram reportadas alteracbes morfoldgicas na microalga pleomorfica S. obliquos
submetida a estresse por nitrogénio, a qual agrupou-se em colénias, sintetizou espigas
celulares, aumentou o biovolume e diminuiu a largura, quando foi submetida a
deficiéncia de nitrogénio (Pancha et al., 2014). Também o estresse induzido por campo
electromagnético alterou a estrutura celular detectada atraves de microscopia eletrénica,
uma técnica mais sensivel do que a microscopia 6tica (Small et al., 2012). Chen et al.
(2009) observaram alteragdes morfoldgicas em bactéria (Vibrio parahaemolyticus)
quando a submeteram a estresse por frio e deficiéncia de nutrientes, e comprovaram a

inducdo da expressdo de genes associados ao citoesqueleto bacteriano.

As fotografias (100X) da Figura 4.7 mostram células de Isochrysis galbana
obtidas nos experimentos correspondentes a Figura 4.6. Notam-se células com baixa
esfericidade (alongadas e com maior nimero de granulos no grupo controle) e com alta
esfericidade (circulares e com menor nimero de granulos). Também se observa que as
células eletroestimuladas apresentaram morfologias diversas e ndo apenas mais

alongadas.
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Figura 4.6. Fracdo cumulativa x Indice de esfericidade de I. galbana (didmetro
menor/didmetro maior) dos grupos controle (“0,00V”), e eletroestimulados desde os
dias 0 (“0,65V D0”) 3 (“0,65V D3”). (a) Dia 3; (b) dia 6, (c) dia 10.
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Figura 4.7. Fotografias tipicas de I. galbana (microscdpio 6tico, 100x) do grupo sem
estimular (0,00V), eletroestimulados desde o dia 0 (0,65V DO) e eletroestimulados
desde o dia 3 (0,65V D3). (a) distribui¢do no dia 3; (b) distribuicdo no dia 6, ()
distribuicdo no dia 10
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Capitulo 5- Conclusdes e Consideragoes finais

Este trabalho apresentou respostas celulares de cultivos de microalga Isochrysis
galbana quando eletroestimuladas, avaliando-se as respostas celulares composicao
bioquimica, crescimento e morfologia celular, em batelada aerada com alta
concentracdo de CO; (5% de CO, adicionado ao fluxo de aeracdo). O campo elétrico
aplicado foi de baixa intensidade visando preservar viabilidade celular, taxa de
crescimento e estimular a producdo de metabélitos de alto valor agregado — PUFA @3-
associados a captura de CO,. I. galbana é produtora primaria de EPA e DHA, &cidos
graxos com comprovados efeitos benéficos a salide. Esses podem ser extraidos em etapa
anterior a producdo de biocombustiveis ou poderiam ser utilizados no enriquecimento

de alimentos em pastas da microalga.

Observou-se que a eletroestimulacdo ndo alterou o nimero de celulas ao final do
cultivo, isto &, ndo afetou o crescimento celular. Com a biomassa liofilizada de |I.
galbana, determinou-se a composi¢do bioquimica celular em termos de percentagem de
proteinas totais, carboidratos e lipidios totais. Os resultados experimentais indicaram
que a eletroestimulacdo ndo interferiu no acumulo de carboidratos nem na percentagem
de proteinas. No entanto, o campo elétrico modulou a resposta em lipidios totais das
células: ao contrario do comportamento observado no grupo controle (sem
eletroestimulacdo), no qual a percentagem aumentou na fase estacionaria inicial em
relacdo a fase exponencial, no grupo eletroestimulado o teor de lipidio foi mantido
constante entre as duas etapas de crescimento. Em consequéncia, obteve-se menor
quantidade de lipidios na biomassa eletroestimuladas (aproximadamente de 5% no

grupo estimulado desde o dia 0 do experimento, 0,65VDO0 vs. 0,00V).

A concentracdo de pigmentos por célula foi determinada a partir do cultivo fresco
de I. galbana. Diferentemente do obtido para acumulo de lipidios, o campo elétrico
provocou reducdo de clorofilas e carotenoides na fase estacionaria em relacdo a fase
exponencial. O estimulo elétrico provocou a reducdo no conteddo de pigmentos por
celula no inicio da fase estacionaria, e, também, de clorofila a durante o final das fase

exponencial, quando o potencial € aplicado desde o inicio do cultivo.

O perfil de acidos graxos foi avaliado — e termos de percentagem de FAMES
presente no estrato lipidico apos transesterificacdo — de todos 0s grupos experimentais.

O campo elétrico aplicado desde o inicio do experimento aumentou a percentagem dos
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derivados metilicos do acido oleico (18:1®-9) e do DHA (22:6®-3) na fase estacionaria
inicial.

O campo elétrico ndo afetou a integridade celular visivel ao microscépio 6tico. O
campo elétrico alterou a morfologia celular analisada por microscopia 6ética: as culturas
eletroestimuladas apresentaram maior percentagem de células alongadas. As células
mais alongadas seriam produto de cultivos estressados por acdo do campo elétrico,
concluséo deduzida da observacéo de que células envelhecidas e culturas de microalgas
estressadas por deficiéncia de nitrogénio (Pancha et al., 2014) também apresentaram tal
morfologia.

Neste trabalho concluimos que o campo elétrico modulou ndo apenas o perfil
bioquimico de I. galbana, se ndo também a morfologia celular. O campo elétrico
poderia ser utilizado para direcionar o metabolismo de I. galbana para o aumento de
DHA no extrato lipidico com o fim de aumentar o valor nutricional dos alimentos. Tal
representa um desafio de importancia global ja que o DHA é um &cido graxo
considerado essencial para o ser humano mas insuficiente nas dietas ocidentais, de custo
alto para a populacdo. No contexto de biorefinaria, tal acido graxo poderia ser extraido

prévio & producdo de combustiveis a partir da biomassa de microalga.

Como sugestbes do presente trabalho, experimentos futuros poderiam tambem
avaliar o peso celular, peso organico, conteddo de prolina (osmoregulador celular
avaliado por Pancha et al. (2014) em cultura de microalga) e em cinzas nas células
eletroestimuladas e sem estimulo elétrico, assim como o volume celular e a
ultraestrutura celular para verificar se células mais alongadas seriam resultado de
células mais pesadas ou vacuolos maiores, entre outros. Adicionalmente, a floculacéo de
células eletroestimuladas frente a célula ndo estimuladas por potencial elétrico deve ser

avaliada.

Além disso resulta necessario estudar outras formas de aplicacdo para aumentar a
produtividade na biomassa e minimizar a perda de lipidios, i.e., na forma de pulsos,
menor tempo de duracdo, em cultivos continuos, em sinergia com estimulos que
aumentem a produtividade de lipidios na biomassa, etc. Assim como também o impacto
em outras microalgas autotrdficas produtoras de acidos graxos poliinsaturados de cadeia

longa.
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