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RESUMO

O crescimento celular da microalga Haematococcus pluvialis e a bioproducdo de
carotenoides séo influenciados pelas diferentes condi¢cdes de cultivo. Dentre os
corantes naturais, a astaxantina tem importante aplicacdo farmacéutica, cosmética e
na industria de alimentos. Este pigmento além de colorir, possui propriedades
biolégicas, dentre elas a atividade antioxidante. A producdo de astaxantina através do
cultivo de H. pluvialis pode alcancar até 4% do peso seco da microalga. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o crescimento celular, bem como a producdo de
carotenoides pela microalga Haematococcus pluvialis em diferentes condicbes de
cultivo e a atividade antioxidante dos extratos carotenogénicos. Foram utilizados os
meios autotroficos Blue Green-11 (BG-11), BAR (Barbera Medium) e BBM (Bold Basal
Medium) e os meios mixotroficos BBM e glicose e BBM e acetato de sodio,
empregando 10 ou 20% de indculo em pHs iniciais de 6, 7 ou 8, aeracdo de 0,30
L.min, sob iluminancia de 6 Klx, 24+1°C durante 15 dias em fotobiorreatores de 1 L. A
concentracéo celular foi avaliada diariamente através de leitura de absorvancia a 560
nm. A ruptura celular foi realizada através de 0,05 g de células secas com 2 mL de
dimetilsulféxido e a concentracdo de carotenoides totais determinada a partir de leitura
espectrofotométrica a 474 nm. Os meios de cultivo BG-11, BBM e glicose e BBM e
acetato de sodio apresentaram, respectivamente, o maior crescimento celular e
producdo de carotenoides totais de 0,64, 1,18 e 0,68 g.L™, e 3026,66, 2623,12 e
2635,38 ug.g™*, empregando 10% de in6culo em pH inicial de 7. Com base nesses
resultados, foram selecionados esses trés meios para dar continuidade ao trabalho. O
meio de cultivo BBM e acetato de sodio obteve o melhor valor de concentragéo celular
maxima, com 1,29+0,07 g.L™ e de carotenoides totais 5653,56 pg.g™ empregando pH
inicial de 7 e concentragdo de in6culo de 20%. Este meio foi selecionado para a
realizacdo dos cultivos com injecéo de 30 % de CO, uma vez ao dia durante 1 hora,
realizados durante 22 dias, em pH inicial de 7 e 20% de in6culo, com 30% de injecédo
de CO, uma vez ao dia durante 1 hora. Nestas condicbes o crescimento celular
alcancou 0 maximo de 1,13 g.L™ (10 dias), carotenoides totais especificos de 2949,91
Hg.g* e volumétricos de 764,79 pg.gt.L™* (22 dias). A capacidade antioxidante dos
extratos carotenogénicos também foi avaliada pelos métodos DPPH, FRAP e ABTS,
nao sendo possivel quantifica-la através do DPPH e FRAP. Por outro lado, utilizando o
método ABTS, em 90 minutos de reagdo, o poder de inibicdo encontrado foi de 35,70
% ug™. Assim, a condicdo que mais se destaca é a utilizagcdo do meio de cultivo BBM
e acetato de s6dio, com pH inicial 7, com 20% de in6culo, 0,30 L.min™ de aerac&o, 6
Klx e 24+1°C, uma vez que o crescimento celular e a bioprodugéo de carotenoides foi
significativamente superior quando comparada as demais condi¢des estudadas. Além
disso, os carotenoides produzidos pela H. pluvialis, nesta condicdo, apresentaram
capacidade antioxidativa.

Palavras-chave: microalga, pigmento, condi¢cdes de cultivo.
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ABSTRACT

Haematococcus pluvialis microalgae cell growth and carotenoid bioproduction are
influenced by different culture conditions. Among the natural pigments, astaxanthin has
important application in pharmaceutical, cosmetic and food industry. In addition to
coloring, such pigment has biological properties, among which is antioxidant activity.
Production of astaxanthin by cultivating H. pluvialis can reach up to 4% of the
microalgal dry weight. This study was aimed at evaluating cell growth and carotenoid
production by H. pluvialis microalgae in different culture conditions as well as the
antioxidant activity of carotenogenic extracts. Blue Green-11 (BG-11), BAR (Barbera
Medium) e BBM (Bold Basal Medium) autotrophic media in addition to BBM and
glucose and BBM and sodium acetate mixotrophic media were used, employing 10 or
20% of inoculum at initial pH levels of 6, 7 or 8, aeration of 0.30 L.min™, under
illumination of 6 Klx, 24+1°C for 15 days. Cell concentration was assessed daily by
reading absorbance at 560 nm. Cell disruption was performed using 0.05g of dried
cells with 2 mL of dimethyl sulphoxide and the concentration of total carotenoids was
determined using a spectrophotometer at 474 nm. The growth media BG-11 (Blue ,
BBM and glucose and BBM and sodium acetate showed respectively the highest cell
growth and production of total carotenoids of 0.64, 1.18 and 0.68 g.L™, and 3026.66,
2623.12 and 2635. 38 pg.g*, using 10% inoculum of initial pH 7. Based on such
results, these three media were selected to continue the study. BBM and sodium
acetate culture medium gave the best value of maximum cell concentration, with 1.29
g.L™", and of total carotenoids, 5653.56 pg.g™”, using initial pH of 7 and inoculum
concentration of 20%. This medium was selected for carrying out the cultivation with
injection of CO,, for 22 days, at initial pH of 7 and 20% of inoculum, 30% of CO2
injection for 1 hour once a day. Accordingly, cell growth reached a maximum of 1.13
g.L™ (10 days), specific total carotenoids of 2949.91 and volumetric total carotenoids of
764.79 ug.gt.L* (22 days). The antioxidant activity of carotenogenic extracts was also
measured by DPPH, FRAP and ABTS methods, but it was not possible to quantify it by
DPPH and FRAP. Moreover, with the ABTS method the power of inhibition was found
to be 35,70% pg™ after 90 minutes of reaction. Thus, the culture condition that standed
out was using the medium BBM and sodium acetate, initial pH 7, 20% inoculum, 0.30
L.min™® aeration, 6 Klx and 24+1°C, since the cell growth and bioproduction of
carotenoids were significantly higher than the other conditions studied. Furthermore,
carotenoids produced by H. pluvialis in this condition showed antioxidant activity.

Keywords: microalgae, pigment, culture conditions.
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1. INTRODUCAO

Os carotenoides sdo corantes naturais e estdo amplamente distribuidos na
natureza, sendo encontrados em quase todos os filos nos reinos animal e vegetal,
responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelho de muitos alimentos, como
frutas, vegetais, gema de ovo, salméo e crustaceos (LORENZ & CYSEWSKI, 2000).

Dentre os carotenoides, destaca-se a astaxantina, um pigmento vermelho-
alaranjado que é empregado na avicultura e na aquicultura, sobretudo na inddstria de
producdo de racdes para criacdo de peixes e crustaceos, a qual utiliza principalmente
astaxantina sintética (JOHNSON & AN, 1991; GOODWIN, 1992; LOURENCO, 2006).

Os corantes derivados de fontes naturais possuem propriedades biologicas
importantes, dentre elas a atividade antioxidante. A producdo de carotenoides
utilizando fontes microbianas é uma alternativa para substituir os pigmentos sintéticos,
uma vez que estes contém diferentes isbmeros e estruturas quimicas, acarretando
uma perda na atividade biolégica (RODRIGUEZ-SAIZ, FUENTE & BARRETO, 2010; LI
et al., 2011).

O uso de microalgas como fonte de pigmentos foi vislumbrado como
alternativa importante desde os anos de 1960, mas somente nos anos 1980, ap0s
substancial montante de pesquisas, esta possibilidade mostrou-se viavel. Dos
pigmentos existentes em microalgas, os carotenoides tém sido os mais explorados
comercialmente (LOURENCO, 2006).

Haematococcus pluvialis € uma microalga que, em respostas as condi¢cdes
de estresse, como deficiéncia de nutrientes, pH, alta intensidade de luz ou temperatura
modifica sua morfologia celular, aumentando de tamanho e produzindo cistos
vermelhos. Desta forma, a microalga pode sobreviver por longos periodos sob
condicdes desfavoraveis (RODRIGUEZ-MEIOZO et al. 2010).

Nas células verdes, a coloracéo é conferida devido a presencga da clorofila,
luteina e B-caroteno que predominam no conteudo total de pigmentos. Quando o
encistamento é induzido, a atividade fotossintética diminui e a quantidade de
carotenoides aumenta, podendo a astaxantina constituir até 98% do conteudo total de
carotenoides, atingindo até 4% de peso seco (BOUSSIBA & VONSHAK, 1991,
BOUSSIBA, 2000; RODRIGUEZ-MEIOZO et al., 2010).

No ano de 2010, o valor de mercado de carotenoides utilizados
comercialmente foi estimado em cerca de US$ 1,2 hilhGes, com possibilidade de
crescimento para US$ 1,4 bilhGes até o ano de 2018 (BBC Reseach, 2011). Porém, a



producdo comercial de astaxantina ainda é dominada pela forma sintética. Portanto,
torna-se de suma importancia a busca por pigmentos oriundos de fontes naturais,
como a microalga H. pluvialis, considerada a fonte mais rica em astaxantina (ZHANG
et al., 2009).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o crescimento celular e a
producdo de carotenoides sob diferentes condicdes de cultivo da microalga

Haematococcus pluvialis.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a influéncia dos diferentes meios de cultivo no crescimento
celular e na bioproducéo de carotenoides;

- Determinar a influéncia de diferentes concentracdes de inoculo e pHs
iniciais no crescimento celular e na bioprodugéo de carotenoides;

- Determinar a influéncia do emprego de CO, na aeracdo do cultivo sob o
crescimento celular e a bioproducdo de carotenoides;

- Determinar a producao de carotenoides totais ao término dos cultivos;

- Avaliar a capacidade antioxidativa dos extratos carotenogénicos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Carotenoides

Carotenoides constituem um grupo entre 400 a 700 pigmentos naturais
gque essencialmente sdo produzidos no fitoplancton, nas microalgas e plantas. Esses
pigmentos séo responsaveis pela grande variedade de cores vistas na natureza. Entre
todas as numerosas classes naturais de corantes, os carotenoides sao 0S mais
difundidos. Somente as plantas, microalgas e algumas espécies de fungos e bactérias
sintetizam carotenoides, logo esses pigmentos sdo fornecidos na dieta dos animais,
muitas vezes convertidos em outros carotenoides e sao incorporados dentro de varios
tecidos (LORENZ & CYSEWSKI, 2000; GOSWAMI, 2010; CHAUDHURI & DUTTA,
2010).

Quimicamente os carotenoides séo definidos como tetraterpenoides Cy
(hidrocarbonetos de ocorréncia natural e seus derivados), ou seja, unido de oito
unidades isoprendides (Cs) de cinco atomos de carbono, formando uma cadeia
carbdnica de quarenta atomos de carbono, exceto a crocetina e a bixina, que possuem
menos de quarenta é&tomos de carbono na cadeia carbonica. Ciclizacao,
hidrogenacdo, desidrogenacdo, migragcdo de duplas ligagcdes, encurtamento ou
alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizacéo, introducéo de fun¢cdes com oxigénio
ou a combinagdo destes processos resultam na diversidade de estruturas dos
carotenoides. Sao substancias lipofilicas e geralmente insoliveis em agua (MORAIS,
2006; UENOJO, JUNIOR & PASTORE, 2007).

As moléculas de carotenoides possuem um sistema de duplas ligagbes
conjugadas entre atomos de carbono que constitui o grupo cromoéforo responsavel
pela cor que proporcionam aos alimentos. Para que a cor amarela apareca, sao
necessarias, no minimo sete liga¢des conjugadas. O aumento do namero de ligagdes
conjugadas resulta em maiores bandas de absor¢gdo em maiores comprimentos de
onda, e, neste caso, os carotenoides tornam-se vermelhos (BRITTON et al., 1995;

MORAIS, 2006). A Figura 1 apresenta a estrutura dos principais carotenoides.
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Figura 1: Estrutura dos principais carotenoides.
(Fonte: adaptado de RODRIGUEZ-AMAYA, 2001.)

3.2 Propriedades e fung¢fes dos carotenoides

Carotenoides sao pigmentos naturais responsaveis pelas cores amarelas,
laranja e vermelho de muitos alimentos, tais como frutas, vegetais, gema de ovo,
alguns peixes, como salmao e truta, e crustaceos. Além de colorir, os carotenoides
possuem atividades bioldgicas importantes destacando-se a inibicdo de doengas onde
os radicais livres apresentam papel fundamental, como arteriosclerose, catarata,
degeneracdo macular, esclerose mdltipla, céncer, doencas degenerativas e
cardiovasculares (LORENZ & CYSEWSKI, 2000; BHOSALE, 2004; MALDONADE,
SCAMPARINI & RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).

Nas industrias de alimentos, os carotenoides sao utilizados principalmente
como corantes, com o0s objetivos de repor a cor perdida durante o processamento e
armazenamento, colorir os alimentos incolores e uniformizar a coloracdo de alguns
produtos alimenticios. Com o crescente interesse pela saude, os carotenoides também
tém sido adicionados aos alimentos a fim de enriquecer nutricionalmente o produto.
Sao também precursores de muitos compostos quimicos importantes, responsaveis
pelo aroma de alguns alimentos, fragrancias de algumas flores, coloragéo especifica e
foto protecdo (SANCHEZ-CONTRERAS, JIMENEZ & SANCHEZ, 2000).



Os carotenoides possuem propriedades antioxidantes por reagirem com o
oxigénio singleto, que constitui uma forma altamente reativa do oxigénio molecular, o
qual apresenta dois elétrons de spins opostos ocupando orbitais diferentes ou ndo. Os
carotenoides protegem as células de danos oxidativos provocados por radicais livres e
por espécies reativas de oxigénio que podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocbndrias ou na membrana, atacando lipidios, proteinas, carboidratos e DNA
(SHAMI & MOREIRA, 2004).

Ao combaterem as espécies reativas de oxigénio, os carotenoides podem
interagir de trés maneiras diferentes: transferéncia de elétrons (Reacao 1); remocéao de
ions de hidrogénio (Reacgdo 2) ou adicdo de espécies radicalares (Reagdo 3),
conforme da Figura 2 (MORAIS, 2006).

ROO- + CAR — ROO = CAR-" (Reacdo 1)
ROO- + CAR — ROOH + CAR® (Reacgao 2)
ROO- £ CAR — ROO- CAR* (Reacéo 3)

Figura 2: Reacdes de carotenoides e radicais livres
Legenda: ROOe radical; CAR carotenoide.
(Fonte: MORAIS, 2006)

Os antioxidantes sao supressores dos radicais livres responséaveis pelo
estresse oxidativo gerados através de espécies reativas de oxigénio no corpo, assim
eles previnem ou retardam as espécies reativas de oxigénio que causam doencas
como céancer, Ulcera, diabetes, doencas cardiovasculares entre outras (KAMATH et al.,
2008).

Existe uma correlagéo entre atividade antioxidante de substratos apolares
e capacidade de inibir ou retardar o aparecimento de células cancerigenas, além de
retardar o envelhecimento das células em geral. Antioxidantes também tém aplicacéao
na industria, atuando na protecdo de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a
decomposicdo oxidativa destes pela acdo da luz, temperatura e umidade
(BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006).

Sabe-se que a estrutura dos carotenoides exerce influéncia sobre a atividade
antioxidante. Por exemplo, a cantaxantina e astaxantina apresentam melhores

capacidades antioxidantes que [B-caroteno ou zeaxantina. A atividade antioxidante



aumenta com o aumento do niumero de duplas ligagdes conjugadadas, grupos cetona
e presenca de anéis ciclopentano em sua estrutura (UENOJO, JUNIOR & PASTORE,
2007).

3.21 Determinacéo da atividade antioxidante

Existem muitos métodos para a determinacdo da capacidade oxidativa a
partir de carotenoides de microalgas, os mais utilizados sdo: TEAC (capacidade
antioxidante equivalente de trolox) (RODRIGUEZ-MEIOZO et al., 2010), sequestro do
radical DPPH (KAMATH et al., 2008), inibicdo da oxidag&o de lipoproteina com baixa
densidade (LDL) (KRINSKY, 2001), entre outros métodos (KRINSKY, 2001).

O método DPPH (1,1-difenil-2-picrihidrazil) é baseado na capacidade do
DPPH em reagir com doadores de hidrogénio. Na presenca de substancias
antioxidantes o mesmo recebe H*, sendo entdo reduzido. O ensaio € iniciado pela
adicdo do DPPH e a amostra, em solugédo. A capacidade da amostra de reduzir o
DPPH, ou seja, evitar sua oxidacdo é evidenciada pela porcentagem de DPPH
restante no sistema. Logo, a porcentagem de DPPH restante é proporcional a
concentracdo de antioxidante (BONDET, BRAND-WILLIAMS & BERSET 1997,
SANCHEZ-MORENO, 2002).

O poder de reducgéo do ferro (FRAP- Ferric reducing antioxidant assay) &
baseado no método descrito por Benzie & Strain (1996) e mede a capacidade da
solucéo antioxidante em reduzir o Fe* em Fe*?. Quando isto ocorre, na presenca de
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), a reducdo € acompanhada pela formagdo de um
complexo corado com o Fe*?. Quando o complexo Fe**-TPTZ é reduzido a Fe**-TPTZ
por acdo de um antioxidante em meio acido, € obtida uma intensa coloragdo azul com
méximo de absor¢do em 593 nm. Logo o efeito do antioxidante pode ser avaliado pelo
monitoramento da formac&o do complexo Fe™-TPTZ com espectrofotdmetro.

O método ABTS' também é conhecido como ensaio TEAC (capacidade
antioxidante equivalente de trolox), o conceito desta metodologia € o monitoramento
do decaimento do cation radical ABTS" produzido pela oxidacdo do ABTS, gerado pela
adicdo do extrato contendo antioxidantes. E utilizado para medir a atividade em
produtos naturais, incluindo carotenoides, compostos fendlicos e plasma (MOON &
SHIBAMATO, 2009). A Figura 3 ilustra a interagé@o do carotenoide com o radical ABTS.
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Figura 3: interagdo do antioxidante com o radical ABTS"
(Fonte: adaptado de RUFINO et al., 2007)

3.3 Micro-organismos produtores de carotenoides

Existem diversas fontes de obtencdo de biopigmentos, como o0s
carotenoides, 0s quais podem ser sintetizados por microalgas, bactérias, fungos
filamentosos e leveduras (ZENI, 2008).

Muitos micro-organismos produzem carotenoides, porém apenas alguns
sao biotecnologicamente interessantes, destacando-se a produg¢ao de B-caroteno pela
microalga Dunaliella salina e a producdo de astaxantina pelas microalgas
Haematococcus pluvialis, Chlorococcum sp., Chlorella vulgaris e pela levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous (WANG, YU & ZHOU, 2006; SILVA, 2009; ONCEL et
al., 2010; SILVA, 2010; FONSECA et al., 2011).

Ha& um grande interesse em microalgas, pois elas sao fontes naturais de
novos compostos como antioxidantes. Algumas microalgas vivem em habitats
complexos submetidos a extremas condi¢cdes, como por exemplo, alteragbes de
temperatura, nutrientes, pH e radiacdo, portanto, devem adaptar-se rapidamente as
novas condicdbes ambientais para sobreviver, produzindo uma variedade de
metabdlicos secundarios (compostos biologicamente ativos), que ndo sdo encontrados
em outros organismos. Além disso, considerando a diversidade da taxonomia, as
investigacdes relacionadas com a busca por novos compostos biologicamente ativos a
partir de microalgas ainda é pequena (RODRIGUEZ-MEIOZO et al., 2010).

Na Tabela 1 estdo apresentados 0os micro-organismos com potencial para

serem empregados na bioproduc¢éo dos principais carotenoides.



Tabela 1: Micro-organismos produtores de carotenoides

Espécies Principais carotenoides

1. Cianobactéria

Anabaena variabilis Cantaxantina
Aphanizomenon flos-aqua Cantaxantina
Nostoc commune Cantaxantina

2. Microalgas

Chlorela pyrenoidosa Luteina
Spongiococcum excetricum Luteina
Haematococcus pluvialis Astaxantina
Dictycoccus cinnabarinus Cantaxantina

3. Bolores e Leveduras

Blakeslea trispora B-caroteno e licopeno

Rhodotorula sp. Toruleno e B-caroteno
Rhodosporidium sp. Toruleno e B-caroteno

Dacrymyces deliguescens Luteina

Rhodotorula glutinis Toruleno e torulahodina

Phaffia rhodozyma Astaxantina

Sporobolomyces Toruleno e B-caroteno
Sporidiobolus sp. Tolureno, torulahodina e 3-caroteno

(Fonte: adaptado de MALDONADE, 2003).

Dentre estes micro-organismos diferentes cepas da levedura Phaffia
rhodozyma, visando a producdo de astaxantina, vem sendo estudadas pelo
Laboratério de Engenharia de Bioprocessos. No trabalho de Fonseca et al. (2006),
avaliou-se a influéncia dos acgUcares sacarose e glicose no crescimento celular e
producdo de astaxantina das leveduras Phaffia rhodozyma NRRL-Y 17268, NRRL-Y
10921 e NRRL-Y 10922, nas mesmas condi¢cdes do trabalho anterior, obtendo uma
concentracdo celular maxima para a cepa NRRL-Y 10922 de 3,43 g/L em glicose e

4,14 g/L em sacarose. No entanto, as maiores concentracfes de astaxantina foram
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obtidas com a cepa NRRL-Y 17268 alcancando 130,68 ug de astaxantina/g de células
e 0,43 yg de astaxantina/mL de meio, utilizando o meio de cultura YM com glicose.

Silva (2010) avaliou a bioproducéo de carotenoides por Phaffia rhodozyma
utilizando glicerina e a 4gua de parboilizacdo de arroz, concluindo que a temperatura
de 25°C é a melhor para essa bioproducdo e a concentracdo de glicose e glicerina
bruta foram as variaveis de maior influéncia na producéo de carotenoides especificos
e no conteudo de biomassa.

Otero (2011) realizou um screening de leveduras silvestres produtoras de
carotenoides utilizando coprodutos agroindustriais. Foram identificadas trés leveduras
como sendo as mais promissoras, sendo uma amarela, uma laranja e uma vermelha.
As leveduras selecionadas foram identificadas como Sporobolomyces pararoseus,
Pichia fermentans e Rhodotorula mucilaginosa. O meio YM permitiu a obtengdo das
maiores produtividades do bioproduto de interesse tanto para Sporobolomyces
pararoseus quanto para Pichia fermentans porém, o mesmo ndo ocorreu para
Rhodotorula mucilaginosa que alcangou valores mais elevados em meio contendo
agua de parboilizagédo e melaco.

Cipolatti (2012) obteu carotenoides microbianos com capacidade
antioxidativa a partir de coprodutos agroindustriais, como agua de mareceracao de
milho, melago e glicerol, concluindo que dentre os extratos carotenogénicos de Phaffia
rhodozyma, Sporobolomyces pararoseus, Pichia fermentans e Rhodotorula
mucilaginosa, os extratos de P.fermentans no meio de cultura adicionado de 4gua de
maceragdo de milho e melago foram mais promissores com relacdo a atividade
antioxidante para os métodos DPPH, ABTS e FRAP.

Ha um crescente histérico de producdo de carotenoides a partir de
leveduras. No entanto, o cultivo de microalgas para a produgéo de carotenoides é uma
linha de pesquisa nova no laboratério de Engenharia de Bioprocessos. Atualmente,
estd em andamento uma tese de doutorado intitulada Extragdo e Encapsulamento de

Astaxantina de Haematococcus pluvialis.
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3.4 Astaxantina

A astaxantina (3,3’-diidroxi, 4,4’-diceno, B-caroteno), um carotenoide
oxigenado, € um pigmento e um antioxidante extremamente potente, amplamente
distribuido na natureza e esti presente em tecidos de animais marinhos, incluindo
crustaceos e salmonideos (JOHNSON & AN, 1991).

Na avicultura é empregada em ra¢des visando um aumento na producao e
coloracdo da carne de galinha e gema de ovos, mas sua principal aplicacdo é na
aquicultura. No uso comercial de peixes e na criagdo de crustaceos, € adicionada aos
alimentos para animais a fim de compensar a falta de uma fonte natural e nutricional
do pigmento. A astaxantina ndo s6 proporciona pigmentacdo em peixes e crustaceos,
mas também ¢é essencial para seu crescimento adequado e sobrevivéncia
(GOODWIN, 1992; TORRISSEN & CHRISTIANSEN, 1995. YUAN et al., 2011).

A astaxantina (Figura 4) € um cetocarotenoide que contém 40 atomos de
carbono, tem estrutura quimica caracterizada por uma longa cadeia
hidrocarcarbonada, com duplas liga¢cdes conjugadas com um anel aromatico em cada
extremidade da cadeia. A astaxantina ocorre em varias formas diferentes que podem
ser classificadas de acordo com estereoisdbmeros, isdbmeros geométricos e livres ou
formas esterificadas (GOSWAMI et al., 2010).

OH
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Figura 4: Estrutura da astaxantina
(Fonte: RICHMOND, 2004.)

Inimeras propriedades farmacoldgicas incluindo atividade antioxidante,
anti-inflamatéria, imunoduladora, anticancerigena, antidiabetes, prevencao de doencas
cardiovasculares, prevencéo de catarata e na bioatividade contra Helicobacter pylori,
sdo apresentadas por este carotenoide. Entre tais propriedades, sua atividade

antioxidante parece ser responsavel pelas demais. Essa atividade tem levado a sua
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introdugdo no promissor mercado de nutracéuticos, sendo comercializada em
capsulas. Estudos in vitro demonstraram efeito contra a foto-oxidacdo induzida por
radiagéo UV superior ao B-caroteno e luteina. Também demonstrou excelente acao na
protecdo de lipidios contra peroxidacdo (HIGUERA-CIAPARA, FELIX-VALENZUELA &
GOYCOOLEA, 2006). A FDA (Food and Drug Administration), nos EUA, aprovou a
astaxantina em abril de 2009 como um aditivo de cor para usos especificos em
alimentos de animais e peixes (RODRIGUEZ-SAIZ, FUENTE & BARRETO, 2010).

A propriedade antioxidante desta molécula é devido a sua estrutura
especial, com 11 duplas ligacdes carbono-carbono conjugadas. Tal propriedade é 10
vezes maior que a do B-caroteno e até 500 vezes maior que a da vitamina E.
Entretanto, em func@o de ser uma molécula altamente saturada, a astaxantina pode
ser facilmente degradada pela luz e calor, o que pode causar a perda das
propriedades biolégicas (CHEN, 2007).

A astaxantina é uma xantofila amplamente usada como um pigmento em
aquicultura. O isébmero trans é encontrado na natureza juntamente com pequenas
guantidades de isbmeros 9-cis e 13-cis. Cantaxantina e astaxantina sédo formadas via
introducdo de grupos ceto em C4; e Cy com ou sem hidroxilacdo em C; e Cz. O
esquema de formacdo dos ceto carotenoides de [-caroteno e cantaxantina € bem
caracterizado nas microalgas, fungos e bactérias fotossintetizantes (GOSWAMI,
CHAIDHURI & DUTTA, 2010).

Além disso, a astaxantina € um composto opticamente ativo e seu ponto
de fusdo é de aproximadamente 224°C, é insollivel em solu¢des aquosas, mas pode
ser dissolvida a temperatura ambiente em diclorometano (~30g/L), cloroférmio
(~10g/L), acetona (~0,2g/L), dimetilsulfoxido (DMSO) (~0,5g/L) e outros solventes
apolares. Seu espectro de absorcdo representa a sua estrutura poliénica conjugada,
com A= 489nm em cloroférmio, 478nm em etanol, e 480nm em acetona (JOHNSON
& AN, 1991).

A astaxantina apresenta diferentes formas 6pticas, quando biossintetizada.
Possui dois carbonos assimétricos nas posicées 3 e 3’ e pode existir em quatro
configuragdes, incluindo os enantiémeros (3R, 3'R), (3S,3’'S) e a forma meso (3R, 3'R)
(Figura 5) (JOHNSON & AN, 1991).
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Figura 5: Isbmeros configuracionais de astaxantina
(Fonte: SCHMIDT et al., 2010.)

35 Producéo de carotenoides

Carotenoides produzidos naturalmente compreendem apenas uma fragédo
do mercado mundial. Embora haja usos crescentes de carotenoides em alimentos,
produtos farmacéuticos e ragbes, had predominio de formas sintéticas. Uma vez
dominado o processo, a sintese de carotenoides envolve custos menores e elimina a
necessidade de realizacdo de cultivos para obtencdo de biomassa e separagdo de
substancia de interesse, reduzindo a carga de trabalho e o tempo de producédo. Essas
caracteristicas acarretam menor preco de venda (LOURENCO, 2006).

Carotenoides  obtidos  sinteticamente  apresentam  propriedades
diferenciadas nos isbmeros produzidos, no caso do B-caroteno, apenas a forma trans
da molécula pode ser produzida sinteticamente, ao passo que nas substancias
naturais ha mistura de isdmeros trans e cis. Acredita-se que a presenca dos dois

isbmeros misturados pode acarretar atividade biolégica acentuada. Além disso, a
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demanda do consumo de alimentos naturais estda aumentando, rejeitando assim
formas sintéticas de diversas substancias. Portanto, verifica-se um mercado disponivel
para carotenoides obtidos de forma natural, o que vem estimulando a abertura de
empresas em varios paises (LOURENCO, 2006; YUAN et al., 2011).

A sintese quimica da astaxantina € complexa e de elevado custo.
(BONFIM, 1999). Devido ao elevado valor comercial da astaxantina e as desvantagens
praticas em sua sintese quimica total, existe um grande interesse no uso de fontes
biolégicas de astaxantina. A producdo biotecnolégica de astaxantina tem sido
desenvolvida com a microalga Haematococcus pluvialis e a levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous também denonimada Phaffia rhodozyma, sendo que
a levedura produz uma concentracdo de astaxantina consideravelmente menor que a
microalga (JOHNSON & AN, 1991; HE, DUNCAN & BARBER, 2007; RODRIGUEZ-
SAIZ, FUENTE & BARRETO,2010).

Estudos tém sido conduzidos investigando o cultivo de H. pluvialis, a
selecdo de linhagens adequadas para a cultura em massa e a acumulagdo de
astaxantina, relatando um teor de astaxantina que pode variar de 1 a 4% do peso seco
(ZHANG et al.., 2009).

A forma livre de astaxantina € particularmente suscetivel a oxidacao.
Portando, a astaxantina encontrada na forma natural é conjugada com proteinas ou
esterificada com um ou dois acidos graxos para formar monoésteres e diésteres. Na
microalga Haematococcus pluvialis a astaxantina € encontrada esterificada através da
combinacédo de varios acidos graxos com diferentes isdbmeros de astaxantina. Dentre
os pigmentos produzidos pela H. pluvialis, a astaxantina pode representar até 98% do
conteudo total de carotenoides (BOUSSIBA, 2000; YUAN et al. 2011).

Segundo a BBC Research (2011), o valor de mercado de carotenoides
utilizados comercialmente foi estimado em US$ 1,2 bilh6es no ano de 2010. Espera-se
que o mercado cresca em 2018 para US$ 1,4 bilhdes. O valor de mercado para o B-
caroteno, foi estimado em cerca de US$ 250 milhdes em 2007 e aumentou para U$
261 milhdes em 2010. J4 para a astaxantina, o valor estimado em 2010 foi de
aproximadamente US$ 225 milhdes e deve chegar a 250 milhdes em 2018. Embora
mais de 90% do mercado consuma carotenoides sintéticos, como B-caroteno e
astaxantina, a procura por produtos oriundos de forma natural faz com que os
pigmentos sintéticos sejam menos desejaveis e oferece uma oportunidade para a

producdo de carotenoides biotecnologicamente (LOURENCO, 2006).
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3.6 Microalgas

As microalgas sdo micro-organismos unicelulares fotossintéticos, vivem em
ambientes salinos ou de 4gua doce que convertem luz, 4gua e dioxido de carbono
para biomassa microalgal. Existem duas principais populacbes de microalgas:
microalgas filamentosas e fitoplancton, as quais séo classificadas em quatro classes
principais: diatomaceas, microalgas verdes, microalgas verde-azuladas e microalgas
douradas. Bidlogos tém classificado as microalgas em uma variedade de classes, que
principalmente distinguem-se pela sua pigmentacéo, ciclo de vida e estrutura basica
celular. As trés classes mais importantes de microalgas em termos de abundancia sédo
as diatoméaceas (Bacillariophyceae), as microalgas verdes (Chlorophyceae), e as
microalgas douradas (Chrysophyceae). As cianobactérias (Cyanophyceae) também
sao referidas como microalgas. As diatomaceas sédo a forma de vida dominante de
fitoplancton e, provavelmente, representam o maior grupo de produtores de biomassa
na terra (DEMIRBAS, 2010).

As microalgas tém sido utilizadas para fins terapéuticos e sua avaliagdo
sistemética de substancias biologicamente ativas comecou desde os anos de 1950.
No entanto, na Ultima década tornaram-se o foco para uma extensa triagem de novos
compostos com atividades biol6gicas interessantes. O fato de que as microalgas
podem produzir antibiéticos ja € bem conhecido, pois um grande numero de extratos
microalgais e/ou produtos extracelulares demonstraram ter atividade antimicrobiana
(SANTOYO et al., 2009).

A biomassa obtida a partir dos cultivos microalgais pode ser também
utilizada na formulacdo de alimento humano e ra¢do animal, além de ser utilizada para

extracéo de pigmento e vitaminas (MORAIS, 2006).

3.6.1 Microalga Haematococcus pluvialis

Certas microalgas do subfilo Chlorophycea produzem astaxantina como
principal carotenoide. Dentro deste subfilo encontra-se a microalga Haematococcus
pluvialis, caracterizada por ser unicelular, flagelada e produzir cistos, os quais s&o
considerados geralmente como uma resposta as condicoes desfavoraveis do meio. A
formacao de cistos é frequente e acompanhada por uma mudanca da cor verde para
alaranjada ou vermelha. Seu habitat natural sdo cavidades rochosas periodicamente

preenchidas com agua da chuva. Este habitat € tipico em banhos de passaros, outros



16

ornamentos de jardim e recipientes contendo &gua da chuva. Pode ser encontrada
também em piscinas rochosas, mas é pouco tolerante a altas salinidades.
Ocasionalmente, a microalga H. pluvialis ocorre em grande quantidade em rios ou as
margens de lagos, quando a seca expde grande &rea de rochas ricas em fissuras
(CANTER-LUND & LUND, 1995).

A microalga de agua doce Haematococcus pluvialis € a principal fonte
natural de astaxantina, cujo processo de cultivo em grande escala foi desenvolvido no
final dos anos 1990. Desde entdo, diversas plantas de producdo de H. pluvialis foram
instaladas nos EUA, na india, em Israel, na Holanda e no Chile. A producio de H.
pluvialis vem aumentando rapidamente e a espécie pode se tornar a quarta microalga
em volume de producéo por processos fotoautotréficos (LOURENCO, 2006).

Sua forma é facilmente reconhecida por apresentar um protoplasto muito
afastado da parede celular. Entre a parede celular e o protoplasto existe uma camada
de mucilagem atravessada por delicados filamentos de citoplasma dificilmente visiveis
com microscopia. Uma vez que as condi¢cdes tornam-se desfavoraveis, a forma
vegetativa rapidamente se diferencia numa estrutura de resisténcia néo flagelada, o
aplanosporo. Em poucos dias, as células aumentam seu volume drasticamente e
entram numa fase de repouso em que a célula é cercada por uma parede de celulose
pesada e resistente. Este processo é denominado encistamento. Os protoplastos séo
entdo acentuados por uma cor vermelha, devido a presenca do carotenoide
astaxantina (BOUSSIBA, 2000).

A producdo de astaxantina por H. pluvialis € estimulada pelo cultivo em
duas fases, que leva a uma concentragdo do pigmento nas células, que pode alcancar
de 1 a 4% (p/p) do peso seco. A primeira fase do cultivo pode ser realizada sob
condigbes adequadas que levam a producdo de elevadas densidades de células.
Quando ocorre o preparo do meio de cultivo, ha produgédo das células vegetativas
tipicas da espécie: células verdes, dotadas de dois flagelos e com parede celular fina.
No final da etapa de cultivo em fotobiorreator, quando o meio de cultura dispde de
menor quantidade de nutrientes, as células comecam a assumir coloragédo
avermelhada. A segunda fase de cultivo é caracterizada pelo acumulo intenso de
astaxantina, alcangada sob condi¢Bes desfavoraveis como intensidade luminosa,
temperatura, pH e preferencialmente com meio de cultura pobre em nutrientes. Em
resposta a essas condi¢des, formam-se cistos, que sao células vermelhas dotadas de
parede celular grossa e sem flagelos. Os cistos de H. pluvialis sdo densos, assim, se a

agitacao do cultivo for interrompida, eles decantam rapidamente. Esse fato contribui
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bastante para a coleta de biomassa final formada, pois menores volumes de meio de
cultura sao recolhidos juntamente com os cistos (LOURENCO, 2006). A Figura 6
mostra o aspecto de H. pluvialis em sua forma vegetativa (primeira fase de cultivo) e
em cistos (segunda fase de cultivo).

Figura 6: (a) Células vegetativas de H. pluvialis crescendo ativamente. (b) Cistos de
H. pluvialis que acumularam astaxantina (Aumentado 400 Xx).
(Fonte: RICHMOND, 2004).

A biossintese de astaxantina na H. pluvialis segue a via geral de
carotenoides até a formagao do B-caroteno, conforme ilustra a Figura 7.
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Figura 7: Via de sintese de carotenoides secundarios em H. pluvialis. A designacao

da enzima esta de acordo com o gene correspondente: PSY, sintase fitoeno; PDS

desaturase fitoeno; ZDS, desaturase y-caroteno; CRTISO, isomerase de carotenoides;

LCY, ciclase licopeno; BKT, c etolase B-caroteno; CHY, hidroxilase - caroteno.
(Fonte: VIDHYAVATHI et al., 2008.)

Segundo Guerin, Huntley & Olaizola (2003), a microalga H. pluvialis é a
fonte natural de astaxantina mais abundante. Comercialmente, o crescimento de H.
pluvialis pode acumular mais de 30g de astaxantina por Kg de biomassa seca.

A producao comercial de astaxantina proveniente de H. pluvialis € recente.

A acumulacao de astaxantina ocorre sob condi¢des de crescimento estressante, assim



19

produtores que cultivam em grande escala adotaram a estratégia de dois estagios, em
que o primeiro estagio, a biomassa de Haematococcus € produzida em
fotobiorreatores fechados, seguido pela segunda fase, na qual a carotenogénese é
induzida sob condi¢cdes desfavoraveios do ambiente de cultivo. Finalmente, a
biomassa € seca e pode ser encapsulada ou adicionada em formulacdes nutracéuticas
(GUERIN, HUNTLEY & OLAIZOLA, 2003; YUAN et al., 2011).

3.6.2 Condic@es de cultivo de Haematococcus pluvialis

A microalga Haematoccus pluvialis no estado vegetativo apresenta o
pigmento B-caroteno e uma mistura de xantofilas, principalmente Iluteina. A
astaxantina é encontrada na forma encistada da H. pluvialis juntamente com pequenas
quantidades de B-caroteno e luteina. O encistamento e a producéo de astaxantina sdo
decorrentes da intensidade de luz e da falta de nitrogénio assimilavel ao meio
(GOODWIN & JAMIKORN, 1953).

Um dos aspectos fundamentais do cultivo de microalgas € o conhecimento
dos nutrientes necessarios a seu desenvolvimento. Todos os meios de cultura devem
contemplar as necessidades nutricionais das microalgas (LOURENCO, 2006).

Os cultivos de microalgas podem ser realizados para pesquisa,
manutencdo de cepas ou producdo de biomassa com finalidade comercial (SOARES,
2010). Na producgdo de microalgas, o conhecimento das mesmas € muito importante
para obtencdo das melhores condicbes de processo como o pH, temperatura,
concentragéo de nutrientes, entre outros (HENRARD, 2009). As condi¢bes de cultivo
influenciam consideravelmente na composicdo das microalgas, sendo importante seu
estudo, a fim maximizar os bioprodutos alvos. Os meios de cultivo S&o compostos por
vitaminas e nutrientes, que contém macroelementos como carbono, nitrogénio,
oxigénio, hidrogénio, fésforo, calcio, magnésio, silicato, enxofre e potédssio e
microelementos como ferro, manganés, cobre, molibdénio, cobalto, zinco, entre outros
(SOARES, 2010).

A intensidade luminosa e o comprimento de onda da fonte de iluminagéo
influenciam diretamente o crescimento de microalgas. Os cloroplastos, responsaveis
pela fotossintese, podem ser irreversivelmente destruidos a altas intensidades de luz
ultra violeta, por longos periodos de tempo (RICHMOND, 2004).

De acordo com a intensidade e qualidade da fonte luminosa, o contetdo

de pigmentos das microalgas pode sofrer variagbes (HENRARD, 2009). O aumento de
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carotenoides esté relacionado a uma adaptagdo necesséria da célula a fim de proteger
as moléculas de clorofila (GOODWIN, 1980).

A temperatura € um dos fatores que mais afetam a taxa metabdlica dos
organismos. A temperatura do ambiente deve ser escolhida em funcdo das
necessidades das espécies presentes e da finalidade dos cultivos (LOURENCO,
2006). Um dos efeitos mais importantes da temperatura no metabolismo das células é
a influéncia na respiracdo, cuja taxa aumenta exponencialmente com a temperatura e
consequentemente, provocando variacbes na producdo de biomassa algal
(RICHMOND, 2004).

A temperatura tem grande influéncia na composi¢cdo quimica das
microalgas, como na concentragdo de acidos graxos e na formacgéo da estrutura de
proteinas e lipidios (RICHMOND, 2004).

A agitagdo nas culturas de microalgas esta relacionada a alguns fatores
que influenciam no crescimento celular. A agitacdo deve impedir a formacgédo de
aglomerados celulares, garantindo incidéncia luminosa suficiente as células (GRIMA et
al.., 1996), permitir a captacdo de CO, da atmosfera, liberacdo de O, do interior do
meio liquido, diminuir os gradientes gasosos e de nutrientes do meio (JIMENEZ et al..,
2003).

Dominguez-Bocanegra et al. (2004) reportaram que 0 maximo crescimento
das células vegetativas (3,5 x 10° células.mL™) com a cepa NIES-144 de
Haematococcus pluvialis foi obtida com o meio BBM, quando comparado a outros
meios como BG-11, FAB e BAR, a 28°C e com iluminancia continua de 13 KIx. No
entanto, as maiores producdes de astaxantina foram para o meio BG-11 com 1,98
mg.g* e para o meio BAR 3,3 mg.g", sem aeracdo, com alta intensidade de
iluminancia (345 pmol féton/m?.s) e com adicéo de acetato de sodio nos 15 dias de
cultivo.

Sarada, Tripathi & Ravinshankar (2002) observaram que o crescimento de
H. pluvialis é influenciado pelo tipo de meio de cultura. Em seu estudo, meios de
cultivo autotréficos (BBM), heterotréfico (KM1) e mixotrofico (BBM e acetato de sédio)
foram testados para formag&o de biomassa e producéo de astaxantina, nas condi¢bes
de pH inicial dos meios de 6, 4 Klx, a 25°C por 20 dias. Entre os meios utilizados, o
meio BBM foi o melhor para crescimento celular (1,5x10° células.mL™), enquanto que
nos demais houve crescimento lento. As culturas com meio KM1 acumularam mais

astaxantina (8,1 mg.L™) que os outros meios.
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Varios fatores induzem a formacao de astaxantina nas células vegetativas,
como: alta iluminéncia, deficiéncia de nitrogénio, deficiéncia de magnésio, deficiéncia
de fosfato, adicdo de sal, elevada temperatura, entre outros. Boussiba (2000) utilizou a
cepa K-0084 de H. pluvialis e selecionou o meio BG-11 como o mais apropriado para a
producdo de astaxantina. O mesmo autor reportou que para o estado de encistamento
a temperatura maxima € de 35°C, sendo que os melhores resultados foram obtidos a
32°C sob alta intensidade de iluminancia (12 KIx).

Ghiggi (2007) reportou que para cepa SAG 34-1b da microalga H. pluvialis
as condicbes Otimas requeridas para a producdo das células vegetativas sao
temperatura moderada (25+1°C), iluminancia de 1,5 a 2,7 Klx, pH entre 6-7 e adicédo
de até 0,1% de NacCl utilizando meio BBM modificado. Para a producgdo de astaxantina
(0,7 de absorvancia), as melhores condi¢des séo iluminancia de 3,5 a 7 Klx, salinidade
entre 0,5 e 0,7%, pH inicial 8 e 9, aeracdo de 400 mL.min™*

Tripathi, Sarada & Ravishankar (2002) usaram a cepa SAG 19-a da
microalga H. pluvialis e estudaram a influéncia do pH inicial no meio de cultivo,
empregando meio heterotréfico, a 25°C, 1,5 Kix por 7 dias. O maior crescimento
celular foi observado em pH 7 (0,90 g.L™) e 0o menor em pH 9 (0,4 g.L™). Nesse estudo
também ocorreu a investigacdo do efeito de diferentes concentragbes de sal em cultivo
mixotréfico, sendo que altas concentracoes de NaCl (>0,1%) foram letais as celulas.

Orosa et al. (2005) usaram a cepa CCAP 34/7 da micralga H. pluvialis e
observaram que a exposicdo a meios deficientes em nitrogénio tem sido uma condicéo
eficiente para o aumento do acumulo de astaxantina. Diferentes concentracdes de
NaNO; foram testadas (0, 0,15, 0,25, 0,5, 0,75 e 1g.L™) sendo a melhor condi¢céo para
producéo da astaxantina com 0,15g.L™ de NaNOs.

Oncel et al. (2010) realizaram uma comparacédo de diferentes cultivos e
intensidades de luz de H. pluvialis. Os autores observaram que a adi¢édo de glicose ao
meio de cultivo BBM apresentou a maior velocidade especifica maxima de
crescimento (0,60 dia™) e a maior produtividade em célula (0,53 g.L™.dia), utilizando
12 Kix de iluminancia a 25°C, com aeragdo de 1% (v/v) de CO, e concentracdo de

indculo de 10%.
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O fluxograma apresentado na Figura 8 mostra a sequéncia do

desenvolvimento deste estudo que compreende o crescimento celular da microalga

Haematococcus pluvialis bem como a producao de carotenoides.

Obtencao da microalga
Haematococcus pluvialis

Manutencao da cepa da microalga

Preparo do inoculo

Cultivos da microalga em diferentes
condigbes

Extragcé@o do carotenoide

Determinagao de carotenoides ao
final do cultivo

Avaliagéo da atividade antioxidante

v

Acompanhamento
do crescimento
celular

Figura 8: Etapas de desenvolvimento do trabalho.
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4.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a microalga Haematococcus
pluvialis, cedida através da Colecdo de Microalgas Elisabeth Adair do Departamento

de Biologia Marinha da Universidade Federal Fluminense (UFF).

4.2 Manutencéo da cepa da microalga

A cepa foi mantida em meio de cultivo Bold Basal Medium (BBM) descrito
na Tabela 2, o qual teve pH inicial ajustado em 7 utilizando as solu¢ées de 0,1 N de
NaOH e/ou 0,1 N de HCI, em fotobiorreatores de 1L a 24+1°C, sob constante
iluminancia de 1,5 KIx. Os repiques foram realizados a cada 14 dias. A Figura 9 mostra

os fotobiorreatores de manutengéo da cepa.

Figura 9: Fotobiorreatores de manutencdo de Haematococcus pluvialis.

4.3 In6culo

O in6culo foi cultivado em meio de cultivo BBM em fotobiorreatores de 1L
contendo 700 mL de meio sob constante iluminancia (1,5 Klx), a 24+1°C durante 14
dias (adaptado de DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al., 2004).
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4.4 Condic@es de cultivo

Estudos foram realizados com variagbes nas condigbes de cultivo,
alterando os nutrientes do meio de cultivo utilizado, a aeragéo, a concentragao inicial
do inéculo e o pH inicial do meio. Os experimentos foram realizados com o propdsito
de avaliar o crescimento celular e a producdo de carotenoides a partir da microalga H.
pluvialis frente as diferentes condi¢des de cultivo.

Inicialmente para os cultivos foram utilizados cinco diferentes meios: BBM,
BBM e acetato de sédio, BBM e glicose, BG-11 e BAR, descritos na Tabela 2. Os
experimentos foram conduzidos por 15 dias, com a concentragdo inicial do inoculo de
10%, todos os meios foram ajustados a pH inicial 7, com aeracédo de 0,30 L.min* e sob
ilumin&ncia constante de 6 KIx.

Sequencialmente experimentos foram conduzidos com os meios de cultivo
BBM e acetato de sédio, BBM e glicose e BG-11, estudando a concentracao inicial do
in6culo empregando-se 10 ou 20%, bem como o pH inicial do meio de cultivo, o qual
foi ajustado inicialmente em 6, 7 ou 8, com aeracdo de 0,30 L.min™, sob iluminancia
constante de 6 Klx por 15 dias.

No meio de cultivo BBM e acetato de sédio, com 20% de inoculo, pH inicial
7,0, sob iluminancia constante de 6 Klx por 22 dias, a aeracdo também foi analisada
empregando-se aos cultivos ar atmosférico enriquecido de 30% CO, (v/v). O CO, foi
injetado nos meios de cultivo durante 1h uma vez ao dia.

Todos o0s experimentos foram realizados em fotobiorreatores com
capacidade de 1L, a temperatura de 24+1°C. Deste modo, as condi¢des de cultivo que
apresentaram maior crescimento celular e producdo de carotenoides ao final do cultivo

foram selecionadas, conforme demonstra a Figura 10.
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Constituintes BBM BBM e BBM e BG-11 BAR
(mg.L")  acetato de glicose (mg.L™) (mg.L™)
sodio (mg.L™
(mg.L™
KH,PO, 175 175 175 40 175
CaCl,.2.H,0 25 25 25 36 25
KoHPO, 75 75 75 - 75
MgS0O,.7H,0 75 75 75 75 75
NaNO; 250 250 25 1500 250
NacCl 25 25 25 - 25
HsBO;3; 115 115 115 2,9 -
FeS0,4.7H,0O 4.9 4.9 4.9 - -
EDTA.Na, 10 10 10 115 25
CH3;COONa - 2000 - - 1000
CeH1206 - - 5000 - -
FeCeHsO+.(NH,), - - - 6 -
CsHsO4 - - - 6 -
Na,CO; - - - 20 -
MnCl,.4H,0 - - - 1,8 0,73
ZnS0,4.7H,0O - - - 0,22 0,44
NaMoO,.7H,0 - - - 3,9 0,35
CuS0,4.5H,0 - - - 0,079 0,77
Co(NOs),.6H,0 - - - 0,049 -
FeCl;.6H,0 - - - - 2500
CoCl; - - - - 0,23

FONTE: BBM (DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al., 2004), BBM e glicose (ONCEL et
al., 2010), BBM e acetato de soédio (TRIPATHI et al., 1999), BG-11 (RIPPKA et al.,
1979), BAR (DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al., 2004).
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Figura 10: Representacdo esquematica da selecdo das diferentes condicdes de
cultivo abordadas neste trabalho.
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4.5 Métodos analiticos

45.1 Determinacédo do pH

A determinacdo do pH foi realizada através da leitura da amostra em
potencidmetro segundo AOAC (2000).

452 Anélise da concentracao celular

A concentracdo celular foi avaliada diariamente através de leitura de
absorvancia a 560 nm utilizando espectrofotdmetro (Biospectro SP-220, China)
(ONCEL et al.,, 2010). A conversdo de absorvancia em concentracdo celular foi

realizada utilizando uma curva padrao para a microalga apresentada no Apéndice 1.

4.5.3 Determinacédo de carotenoides totais

A ruptura celular foi realizada a partir de 0,05 g de células secas (12 h a
30°C), com 2 mL de dimetilsulféxido (DMSQO) pré-aquecido a 55°C, a mistura foi
homogeneizada em agitador mecéanico (Biomexer, QL-901, Brasil), deixando a reacao
ocorrer durante 1h (adaptado de Fonseca et al., 2011). ApG6s a ruptura foram
adicionados 6 mL de acetona para facilitar a extragdo do carotenoide. A amostra foi
centrifugada a 1800 g por 10 minutos para a separagdo da fase solvente. O
procedimento de ruptura foi repetido por dois ciclos. Na fase solvente foi adicionado 10
mL de cloreto de sédio 20% (p/v) e 10 mL de éter de petréleo. Apos agitagédo e
separacdo de fases o excesso de agua foi retirado com sulfato de sodio (Na,SO,),
dando origem aos extratos carotenogénicos (MICHELON et al., 2012). A determinacgdo
da concentragdo de carotenoides totais nos extratos foi realizada em
espectrofotbmetro (BIOSPECTRO SP-220, China) a 474 nm (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001) e os valores da quantificacdo obtidos pela Equacdo 1 (DAVIES, 1976),
expressos em termos de seu carotenoide majoritario astaxantina em éter de petréleo
com coeficiente de absortividade molar de 2100 (SEDMAK, WEERASINGHE &
JOLLY, 1990).
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*\/ *1N6
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(Eq. 1)

Onde: C, = carotenoides totais especificos (ug.g™*), A = absorvancia; V = volume (mL);
1%
m = biomassa seca (g); = ™= coeficiente de absortividade molar.

A Figura 11 mostra a extracao carotenogénica da biomassa de H. pluvialis.

Figura 11: Extracdo carotenogénica da biomassa proveniente de H. pluvialis.

45.4 Determinacdo da atividade antioxidante dos extratos
carotenogénicos

Os extratos carotenogénicos utilizados para determinar a atividade
antioxidante foram obtidos ao final de 15 dias de cultivo utilizando meio BBM e acetato
de sadio, com 20% de in6culo, pH inicial 7 sob iluminancia de 6 Klx & 24+1°C.

O método ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi
realizado de acordo com Rufino et al. (2007). Foi preparada uma solugéo estoque de 7
mM de ABTS, a partir desta foi preparado o radical ABTS", que consiste da reacdo
entre 5 mL da solugéo estoque com 88 pL de uma solucdo de persulfato de potéssio
140 mM. Esta mistura foi mantida ao abrigo da luz & temperatura ambiente por 16 h.
Em ambiente escuro, o radical ABTS" foi adicionado em tubos de ensaio, juntamente

com extratos carotenogénicos com concentracdes conhecidas de modo a completar 4
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mL em cada tubo. A reacdo foi monitorada a cada 15 min, totalizando 75 min de
analise, as leituras foram realizadas a 734 nm (CIPOLLATI, 2012).

Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH,
aliquotas dos extratos carotenogénicos foram colocados em contato com solucao de
DPPH em metanol (5.10° M), e deixados em repouso ao abrigo da luz. A absorvancia
foi medida a 515 nm em intervalos de 60, 120 e 180 min, calculadas as porcentagens
de inibicdo do DPPH (CIPOLLATI, 2012).

O poder de reducdo do ferro foi medido com base no protocolo
desenvolvido por Benzie & Strain (1996). O reagente FRAP foi preparado a partir de
uma solucéo de 0,1M de tampao acetato (pH 3,6), 10 mM TPTZ, e 20 mM cloreto
férrico (10:1:1 v/viv). O reagente foi aquecido a 37°C, o extrato foi adicionado (CHANG
et al.,, 2007), e a reacdo monitorada a cada 15 min durante 210 min (CIPOLATTI,
2012).

Como padrdo de atividade antioxidante foi utilizado astaxantina (SIGMA-
ALDRICH) nos métodos acima descritos. Este foi dissolvido em acetona, na
concentracdo de 5 pg.mL™ (CIPOLLATI, 2012).

4.6 Parametros de cultivo

As respostas avaliadas nos diferentes cultivos foram concentragdo celular
maxima (g.L™), carotenoides totais volumétrico (ug.L™) e especifico (ug.g™) (Equacéo
1), produtividade em biomassa (g.L™".dia®), produtividade em carotenoides totais
volumétrico (ug.L™.dia™) e especifico (ug.g™.dia™) e a velocidade especifica maxima
de crescimento (dia™).

O célculo dos carotenoides totais volumétricos foi realizado através da
razdo dos carotenoides totais especificos (ug.g™) pela concentracdo celular (g.L™)
correspondente no tempo final de cultivo.

Através da Equacéo 2 foi possivel calcular P produtividade em célula (g.L
! dia™), onde X, é a concentracdo celular maxima (g.L™") no tempo t de cultivo (dia) e X,
a concentraco celular (g.L™) no tempo inicial de cultivo t, (dia) (SCHMIDELL, LIMA &
BORZANI, 2001).
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p_ (Xt—XrJ}/(t_m} (EqQ. 2)

A produtividade do produto P, (ug.g™*.dia™) e P, (ug.L™.dia™®) também foram
calculadas, respectivamente, pelas Equacées 3 e 4, onde C, (ug.g™) é a concentracéo
especifica de carotenoides totais atingida no tempo final de cultivo t; (dia), C, (ug.L™) é
a concentracao volumétrica de carotenoides totais atingida no tempo final de cultivo t;
(dia) e C, é a concentracdo de carotenoides no inicio do cultivo (considerada

inexistente = 0).

pc = (Ce- C(% (Eq. 3)
pe = (CV - C‘% (Eq. 4)

A velocidade especifica méxima de crescimento (Hms) em (dia™) foi obtida
na fase exponencial, correspondendo ao coeficiente angular da curva In (X) versus
tempo (SCHMIDELL, LIMA & BORZANI, 2001).

4.7 Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, sendo os resultados
correspondentes & média dos valores obtidos de cada amostra, para realizagdo de
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05), para indicagdo das
condicdes de cultivo mais promissoras quanto ao crescimento celular e a bioproducgéo
de carotenoides. Para avaliacdo das duas diferentes concentracdes de inéculo foi

realizado o teste estatistico t de Student (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Influéncia dos diferentes meios de cultivo no crescimento
celular e na bioproducéo de carotenoides

Na Figura 12 e na Tabela 3 estdo apresentados, respectivamente, o
acompanhamento do crescimento celular da microalga H. pluvialis para os diferentes
meios de cultivo estudados e os parametros dos cultivos como concentracdo celular
maxima, produtividade em célula, velocidade especifica maxima de crescimento, e
apés 15 dias de cultivo, concentracbes de carotenoides e produtividades em
carotenoides.

A concentracéo celular méaxima alcancada foi de 1,18+0,36 g.L™ no meio
de cultivo BBM e acetato de sédio, diferindo estatisticamente ao nivel de 95% de
confianga dos demais meios analisados. Os meios de cultivo BBM e glicose, BAR, BG-
11 e BBM nédo apresentaram diferenca estatistica entre si, sendo que os resultados
encontrados para a concentracdo celular maxima foram, respectivamente, 0,68+0,37,
0,46+0,34, 0,64+0,08, 0,46+0,38 g.L™.

1,4

Concentragao Celular (g/L)

0,0

Tempo (dias)

Figura 12: Cinética de crescimento de H. pluvialis com 10% de in6culo, 6 Klx, a 25°C,
com pH inicial de 7 nos meios de cultivo (o) BBM e glicose, (o) BBM e acetato de
sédio, (m) BAR, (A) BG-11 e () BBM.
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Tabela 3: Parametros dos cultivos de H. pluvialis em meios BBM e glicose, BBM e acetato de sédio, BG-11, BAR e BBM, com pH inicial
de 7, 10% de in6culo, 6 Klx, a 25°C.

Parametros BBM e Glicose BBM e Acetato de BG-11 BAR BBM
Sodio
Xinax 0,68+0,37° 1,18+0,36° 0,64+0,08° 0,46+0,34° 0,46+0,38°
(g.L™)
P 0,09+0,01° 0,39+0,122 0,03+0,02° 0,05+0,01° 0,03+0,02°
(g.L™.dia™)
Himax 0,20+0,02° 0,30+0,042 0,22+0,02° 0,10+0,02° 0,11+0,03¢
(dia™)
Ce 2635,38+397,92° 2623,12+183,15° 3026,66+286,95% 1300,38+153,16"° 1295,55+237,55°
(Mg.g™)
Pc 175,69+26,52% 174,87+12,212 201,77+19,13? 86,69+12,50° 43,18+7,91°
(ug.g™.dia™)
C, 1603,62+186,212 1646,79+85,04° 1164,35+84,03° 792,19+87,63° 315,46+43,51°
(Mg.L™)
P 106,90+12,412 109,79+5,66% 77,62+5,60° 52,81+5,84° 21,03+2,90°

(ug.L™.dia™)

Médiatdesvio-padrdo (exceto para Umax). Letras mindsculas diferentes na mesma linha representa que ha diferencas significativas (p<0,05).

Xmax: concentracdo celular maxima; P: produtividade em célula; umsx: velocidade especifica maxima de crescimento; Ce: carotenoides totais especificos; Pe:

produtividade dos carotenoides totais especificos; C,: carotenoides totais volumétricos; Py: produtividade dos carotenoides totais volumétricos.
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Segundo Thipathi et al. (1999), modificagbes nos meios de cultura de
H.pluvialis s&o utilizados para melhorar a produtividade da biomassa e do carotenoide
produzido. Varios estudos tém sido conduzidos no objetivo de aumentar a taxa de
crescimento da microalga, os mesmos autores obtiveram melhores resultados de
crescimento celular em meios mixotréficos, como o meio BBM adicionado de acetato
de sodio (3,0x10° células.mL™) e o meio BBM adicionado de L-asparagina (3,25x10°
cél.mL™) sob iluminancia de 1,5 KIx & 25°C, com 7% de in6culo durante 12 dias de
cultivo.

Sarada, Tripathi & Ravishankar (2002) cultivaram H. pluvialis para avaliar o
efeito das diferentes condi¢des de cultivo na producdo de astaxantina. A microalga foi
cultivada em meio heterotréfico com adicdo de NaCl e acetato de so6dio durante um
periodo de 16 dias a 25+1°C, com 10% de inéculo sob iluminancia de 5,14x10’ erg.m’
s e pH ajustado para 6,8. O melhor resultado observado para o crescimento celular
foi de 0,9 g.L™* em 12 dias de cultivo.

Resultados inferiores ao deste trabalho foram encontrados por Yoshimura
et al. (2006), que cultivaram a microalga em meio Kobayashi’s basal medium,
contendo em sua composicdo acetato de sddio, extrato de levedura, L-asparagina e
compostos inorganicos como MgCl,.6H,0, FeS0O,.7H,0 e CaCl,.2H,0, por 14 dias, a
20+1°C, 740 Ix, em fotobiorreatores de 200 mL, alcangando o0 maximo em biomassa
de aproximadamente 0,5 g.L™, em 7 dias de processo.

Um meio autotréfico foi utilizado em cultivos de H. pluvialis por Garcia-
Malea et al. (2009) a 20°C, pH controlado em 8; com injecdo de CO,, concentragéo de
inoculo de 0,3 g.L™, durante 1-2 semanas, sob iluminancia de 12h escuro/12h claro
(2500 PE/m?s), atingindo a concentrac&o celular méaxima de 0,8 g.L™.

Em virtude do maior crescimento celular da microalga no meio BBM e
acetato de sédio (Figura 12) ter ocorrido mais rapidamente que os demais (2 dias) isto
promoveu consequentemente uma maior produtividade em célula (Tabela 3) de
0,39+0,12 g.L'.dia™, diferindo estatisticamente dos demais meios de cultivo
estudados, que apresentaram valores significativamente inferiores de 0,09+0,01 (BBM
e glicose), 0,03+0,02 (BG-11), 0,05+0,01(BAR) e 0,03+0,02 g.L™.dia™ (BBM).

Oncel et al. (2010) também observaram variacdo nos valores encontrados
para a produtividade em biomassa que foi de 0,22 g.L™.dia® para o meio de cultivo
BBM e 0,69 g.L™.dia™ para o meio de cultivo BBM e glicose, utilizando 10% de indculo,

a 25°C, sob iluminancia de 30 uE.m™?.s™ e com aeragéo enriquecida com 1% de CO..



34

Jeon, Cho, & Yun (2006) analisaram meios enriquecidos com 30 mM de
acetato de sodio a 20 pE.m?s™ de iluminancia, 25°C, concentracéo de indculo de 0,03
g.L™, obtendo produtividade de 0,243 g.L™.dia™. Portanto, os resultados encontrados
nesse trabalho para a produtividade em células apresentam-se semelhantes aos
encontrados na literatura.

A maior velocidade especifica maxima de crescimento celular (Tabela 3)
foi encontrada para o meio mixotréfico BBM e acetato de sodio com 0,30+0,04 dia™,
apresentando os minimos valores nos meios autotréficos BBM e BG-11. Em outros
estudos, cultivos de H. pluvialis exibem resultados similares. Kobayashi et al. (1992)
encontraram valores de 0,60 dia™ em cultivos mixotréficos e 0,22 dia® em cultivos
autotréficos, em pH inicial ajustado para 6,8, sob iluminancia de 4,5 Klx a 20°C, com
10% de in6culo. Oncel et al. (2010), utilizando como fonte de carbono glicerol
encontraram velocidade especifica maxima de crescimento de 0,47 dia® em cultivos
de H. pluvialis, com 10% de in6culo, a 25°C sob iluminancia de 30 uE.m™?.s™ e aeracéo
enriquecida com 1% de CO,.

H. pluvialis utiliza fontes de carbono organicas, como o acetato de sédio,
uma vez que este composto promove o crescimento celular mais rapidamente quando
comparado a cultivos autotrotréficos, como os meios de cultivos BG-11 e BAR.
Suplementar o meio de cultivo com acetato de sddio pode estimular o crescimento
celular e a formagédo de carotenoides. O acetato de sédio pode promover a formacao
de cistos e melhorar a sintese de carotenoides, porém em grandes quantidades o
acetato pode inibir o crescimento celular da microalga, podendo até levar as células a
morte (KOYABASHI, KAKIZONO, & NAGAI, 1991; JEON, CHO, & YUN, 2006).

Meios mixotréficos suplementados com glicose também sdo usados como
fonte de carbono. Oncel et al. (2010) relatam que ocorre mudanca de coloragéo
desencadeando a formagdo de carotenoides em meios enriquecidos com glicose, além
de promover um crescimento celular superior quando comparado a meios autotroficos.
Entretanto, a utilizacdo de meios adicionados de alta concentracdo de glicose implica
em riscos de contaminagdo no cultivo. Além disso, H. pluvialis possui pouca
capacidade de metabolizar a glicose, promovendo uma baixa producdo de biomassa
e, consequentemente, baixa producdo de carotenoides (GHIGGI, 2007), néo
observado neste trabalho.

A Figura 13 apresenta o comportamento do pH ao longo dos 15 dias de
cultivo em diferentes meios. Os maiores valores de pH encontrados neste trabalho

foram para os meios BBM e acetato de sodio, BAR e BBM, respectivamente. O pH
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exerce influéncia na bioproducédo de carotenoides, uma vez que em pHs alcalinos
ocorre a formacéo de carotenoides e degradacéo da clorofila. Células de H. pluvialis
produzem astaxantina em resposta ao estresse, seja por fatores ambientais e/ou
nutricionais, protegendo a célula contra os danos oxidativos. Sob condi¢cbes de
estresse, o conteldo de clorofila diminui drasticamente em pH elevados (SARADA,
THIPATHI & RAVINSHANKAR, 2002).

Lababpour et al. (2004) analisaram o efeito do pH nos cultivos de H.
pluvialis. Os experimentos foram ajustados em pH inicial de 6,8 e ap6és 150 h o pH
atingiu valores acima de 10, porém a taxa de crescimento foi semelhante quando o pH
foi mantido em 6,8 durante todo o processo, com base nesses resultados os autores

optaram por ndo controlar o pH ao longo dos cultivos.
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Figura 13: Acompanhamento do pH ao longo dos cultivos de H. pluvialis com 10% de
indculo, 6 Klx, a 25°C, com pH inicial de 7 nos meios de cultivo (o) BBM e glicose, (o)
BBM e acetato de sddio, (m) BAR, (A) BG-11 e () BBM.

Dentre 0os meios estudados, as maiores producdes carotenogénicas
(Tabela 3) ocorreram nos meios BBM e Glicose, BBM e acetato de sédio e BG-11, ndo
apresentando diferenca significativa entre eles ao nivel de 95% de confianga. J& os
meios BAR e BBM também ndo apresentaram diferenca significativa entre si,

entretanto com relacdo a producdo dos carotenoides totais, estes apresentaram
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resultados aproximadamente 2 vezes ou mais inferiores quando comparados aos
meios destacados anteriormente em relagdo a concentracdo de carotenoides
especificos e 3,7 vezes ou mais inferiores em relagédo a concentragdo de carotenoides
volumétricos. O meio de cultivo que promoveu a carotenogénese mais rapidamente foi
BBM e acetato de sddio, tendo alcancado a segunda fase celular no 3° dia de cultivo,
gque € periodo onde as células ficam encistadas indicando o comeco da producéo de
carotenoides.

Segundo Ghiggi (2007), a astaxantina compreende 85-88% do contetdo
de carotenoides totais presentes na biomassa de H. pluvialis. De acordo com isto 0s
resultados encontrados para a astaxantina no desenvolvimento deste trabalho
mostram-se similares aos encontrados na literatura, que relatam valores entre
2000+140 e 3300+100 pg.g™, utilizando 10% de indculo, iluminancia constante de 177
pmol.fétons.m?2.s™ a 28°C. (DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al.., 2007).

Os valores encontrados para produtividade especifica em carotenoides nos
meios de cultivo BBM e glicose, BBM e acetato de s6dio e BG-11 n&o apresentaram
diferenga significativa entre si. No entanto, estes meios apresentaram valores
significativamente superiores quando comparados aos meios autotréficos BAR e BBM.
Para produtividade volumétrica os melhores desempenhos ocorreram nos meios de
cultivo mixotréfico BBM e glicose e BBM e acetato de sédio, ndo apresentando
diferenca significativa entre si.

Com base nos resultados encontrados de crescimento celular,
produtividade em célula, velocidade especifica maxima de crescimento, producao de
carotenoides volumétrico e especifico, produtividade em carotenoides volumétrica e
especifica, selecionou-se trés meios de cultivo: um meio autotréfico (BG-11) e dois
meios mixotroficos (BBM e glicose, BBM e acetato de sddio) para dar continuidade a
este trabalho, uma vez que estes meios apresentaram melhores resultados quando

comparados aos meios BAR e BBM.

5.2 Influéncia de diferentes concentragcbes de in6culo e pHs
iniciais no crescimento celular e bioproducéo de carotenoides

As cinéticas de crescimento celular em diferentes concentracbes de
in6culo (10 ou 20%) e pHs iniciais dos meios de cultivo (6, 7 e 8) foram realizadas

visando selecionar as melhores condi¢c6es destas variaveis, nos meios de cultivo BBM
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e glicose, BBM e acetato e BG-11, conforme Figura 14 e Tabela 4 que mostram o
crescimento celular maximo.

A concentracdo de 10 ou 20% de in6culo ndo exerceu influéncia sob o
crescimento celular, ndo diferindo significativamente (p>0,05) para todas as condi¢fes,
exceto no meio BBM e glicose (pH=6 e 10% de in6culo) que apresentou 0 maior
crescimento celular (1,31 g.L™) superior ao obtido com 20% de in6culo. Esta condicéo
nao diferiu também do desempenho obtido no meio BBM e acetato de sédio (pH=8 e
10% de inbéculo) com 1,04 g.L*. No meio BG-11 o crescimento celular foi
significativamente menor, alcancando seu méaximo de 0,58 g.L™em pH 6.

A concentracdo celular maxima € um parametro de crescimento
importante, pois a viabilidade econdmica do processo estad relacionada a este
indicativo. O aumento da concentragdo de inoculo pode estar relacionado & menor
disponibilidade de nutrientes nos cultivos inoculados com o maior nimero de células,
devido ao seu consumo no decorrer do tempo (ANDRADE, 2005).

O meio BG-11 é utilizado na manutencao de diversas microalgas, inclusive
as de agua doce ou de origem térmica, porém para algumas cepas este meio pode
ndo apresentar os requisitos ibnicos necessarios para o crescimento celular. Um
exemplo sdo as cepas que fixam nitrogénio, a manutengcdo prolongada dessas
microalgas mantidas em BG-11 leva a selecdo de cepas mutantes que perdem a
capacidade de fixar nitrogénio aerobicamente e algumas formam heterocistos
anormais (RIPPKA, 1979).

O incremento do pH inicial para cada meio estudado ndo proporcionou
influéncia estatisticamente significativa no crescimento celular, nas diferentes
concentragdes de indculo, com exce¢do do meio BBM e glicose (pH=6 e 10% de
inoculo) que apresentou o maior crescimento celular (1,31 g.L™) superior aos obtidos

nopH?7es8.
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Figura 14: Cinética de crescimento de H. pluvialis, a 25°C, 6 KIx em: (a) BBM e glicose pH 6 (e), pH 7 (m) e pH 8 (A) com 10% de
in6culo; (b) BBM e acetato de sédio pH 6 (e), pH 7 (m) e pH 8 (A) com 10% de indculo; (c) BG-11 pH pH 6 (e), pH 7 (m) e pH 8 (A) com
10% de in6culo; (d) BBM e glicose pH 6 (o), pH 7 (m) e pH 8 (A) com 20% de indculo; (e) BBM e acetato de s6dio pH 6 (e), pH 7 (m)
pH 8 (A) com 20% de in6culo; (f) BG-11 pH 6 (o), pH 7 (m) € pH 8 (A) com 20% de indculo.
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Tabela 4: Crescimento celular maximo em meios de cultivo BBM e glicose, BBM e
acetato de sdodio e BG-11, com 10 e 20% de indculo e pH inicial de 6, 7 e 8.

Meio de pH Concentragado de in6culo 10%  Concentragao de indculo 20%
cultivo
Xmax (g-L-l) Kmax (ng)

BBM e 6 1,31+0,06% 0,86+0,18%"®
glicose 7 0,68+0,37%A 0,91+0,03%A
8 0,92+0,04% 1,03+0,05%""
BBM e 6 0,78+12%A 0,92+0,13%
acetato de 7 1,18+0,36™ 1,29+0,07*
sédio 8 1,04+0,06%° 0,85:+0,33%A
BG-11 6 0,580,042 0,860,247
7 0,64+0,08%* 0,83+0,36"
8 0,41+0,02°A 0,41+0,01°"

Médiatdesvio-padrdo. Letras minUsculas iguais representam que ndo ha diferencas significativas na
coluna (p<0,05) e letras mailsculas iguais representam que ndo ha diferengas significativas na linha
(p<0,05). Xmax: concentragdo celular maxima.

Os valores encontrados para a produtividade em célula e a velocidade
especifica maxima de crescimento, para as diferentes condi¢cdes de cultivo, estdo
apresentados na Tabela 5, Dentre os meios de cultivo analisados em diferentes
condi¢cbes, o meio BBM e acetato de sodio com pH inicial 7, utilizando concentracao
de in6culo de 10%, apresentou a maior velocidade maxima especifica de crescimento
de 0,30 dia™.

As maiores produtividades em célula ocorreram nos cultivos mixotréficos
com concentracdo de in6culo de 10%, no meios BBM e acetato de sodio em pH 8
(0,17+0,01 g.L™*.dia™), BBM e glicose em pH 6 (0,16+0,01 g.L™.dia™) e pH 8 (0,15+0,01
g.L™.dia™), ndo havendo diferenca significativa entre eles. Com o aumento para 20%
de in6culo, houve uma diminuicdo na produtividade celular, sendo as maximas
alcancadas nos meios BBM e acetato de sodio pH 7 (0,12+0,01 g.L™.dia™) e BG-11 pH
6 (0,09+0,02 g.L'l.dia’l), ndo havendo diferenca significativa entre eles.

Varios autores tem relatado a velocidade especifica méxima de
crescimento e a produtividade em célula de H. pluvialis sob diferentes condi¢des de

cultivo, variando entre 0,22 a 0,60 dia® e 0,05 a 0,19 g.L™.dia", respectivamente
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(KOYABASHI et al., 1992; JEON, CHO & YUN, 2006; ONCEL et al., 2010). Portanto, a
velocidade especifica maxima de crescimento e a produtividade em célula obtidas
neste estudo encontram-se dentro da faixa esperada.

Tabela 5: Produtividade em célula e velocidade especifica maxima de crescimento
nos meios de cultivo BBM e glicose, BBM e acetato e BG-11, em concentracao de

in6culo de 10 ou 20% e pH inicial de 6, 7 e 8.

Concentracédo de inéculo 20%

Meio de pH Concentragédo de in6culo 10%

cultivo
P (g.L " dia™) Hmax (dia™) P (g.L " dia™) Hmax (dia™)
BBMe 6 0,16+0,007** 0,150,002  0,05+0,01"®  0,12+0,03**
glicose 7 0,09+0,01"  0,20+0,02***  0,06+0,002°®  0,18+0,03*
8 0,15+0,007**  0,16x0,01°*  0,07+0,003*®  0,11+0,006"®
BBM e 6 0,06+0,008°* 0,14+0,005™" 0,06+0,008"*  0,12+0,01**
acetato de 7 0,390,128 0,30+0,04**  0,12+0,006*  0,11+0,004"
sédio 8 0,17+0,01*  0,05+0,004®®  0,06x0,02°®  0,12+0,01**
6 0,05+0,003°*  0,09+0,04°*  0,09+0,02***  0,09+0,01°*
BG-11 7 0,03+0,02**  0,10+0,02°*  0,05+0,02*  0,12+0,003***
8 0,03+0,001**  0,09+0,003°*  0,03+0,001"*  0,09+0,01"*

Médiatdesvio-padrdo, exceto para 0 Pmax. Letras minUsculas iguais representam que ndo ha diferencas
significativas na coluna (p<0,05) e letras mailsculas iguais representam que nao h& diferencas
significativas na linha (p<0,05). Xmax: concentragdo celular méxima; P: produtividade em célula.

O pH do meio de cultivo pode afetar o crescimento celular, bem como a
producdo de carotenoides. Sarada, Tripathi & Ravinshankar (2002) estudaram a
influéncia do pH no crescimento celular e na producdo de astaxantina por H. pluvialis.
Os autores utilizaram um meio autotréfico e ajustaram o pH para 5, 6, 7, 8 ou 9 com
uma concentragdo de in6culo de 10% durante 10 dias de cultivo, a 25°C sob
iluminancia de 1,5 Kix. A contagem de células méaxima foi observada no pH 7 (4,9x10°
células.mL™), ndo havendo crescimento no pH 5 e no pH 9 o menor crescimento
celular. J& os teores de pigmentos foram maiores em pH 7 (8,3 mg.L™) e pH 8 (10,7
mg.L™), e significativamente menor em pH 6 (4,9 mg.L™).

Ghiggi (2007) também investigou a influéncia de diferentes pHs iniciais,
visando a otimizagédo da producdo de biomassa e pigmento, indicando que a faixa de

pH inicial 6-7 apresentou os melhores resultados de crescimento.
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A Figura 15 apresenta a variagdo do pH dos meios BBM e glicose, BBM e
acetato de sédio e BG-11 ao longo dos 15 dias de cultivo, com concentracdo de
in6culo de 10% ou 20%. O pH exerce influencia sobre o crescimento celular de H.
pluvialis. Durante o cultivo, o pH tende a sofrer um consideravel e rdpido aumento,
possivelmente devido ao consumo pela microalga dos anions que sao nutrientes
(GHIGGI, 2007).

As elevacbes de pH podem ocorrer em funcédo do metabolismo autotrofico,
onde o ion bicarbonato do meio se desidrata formando CO, para a fotossintese e OH-.
Enquanto que quedas no pH ocorrem devido a liberacdo respiratéria de CO,
(SHIRAIWA, GOYAL & TOLBERT, 1993). A biossintese de carotenoides naturalmente
ocasiona mudancgas do pH do meio de cultivo, como consequéncia do crescimento de
micro-organismos. Normalmente, o pH do meio decresce nas primeiras horas de
bioproducéo, seguido de uma elevacdo durante a fase intensa de carotenogénese. A
partir dai, o pH permanece constante indicando o final da bioproducéo, fato esse, que
de modo geral, foi observado neste trabalho (VALDUGA et al., 2009)

O pH também é importante na producao de cistos de H. pluvialis, uma vez
gue o pH combinado com outras condi¢cbes de estresse, como alta intensidade de luz,
deficiéncia de nutrientes ou aumento da temperatura do cultivo promove a

carotenogénese mais rapidamente.
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Figura 15: pH ao longo de 15 dias de cultivo de H. pluvialis, a 25°C, 6 Kix em (a) BBM e glicose pH 6 (o), pH 7 (m) € pH 8 (A) com 10%
de in6culo; (b) BBM e acetato de sédio pH 6 (e), pH 7 (m) e pH 8 (A) com 10% de in6culo; (c) BG-11 pH 6 (e), pH 7 (m) e pH 8 (A) com
10% de indculo; (d) BBM e glicose pH pH 6 (o), pH 7 (m) e pH 8 (A) com 20% de indculo; (e) BBM e acetato de sédio pH 6 (e), pH 7 (m)
e pH 8 (A) com 20% de in6culo; (f) BG-11 pH 6 (), pH 7 (m) e pH 8 (A) com 20% de in6culo.
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Em relac&o a producdo de carotenoides (ug.g™ e ug.L™) e a produtividade
em carotenoides (ug.g*.dia® e pg.L™.dia?') as Tabelas 6, 7, 8 e 9 apresentam os
resultados nos meios de cultivo BBM e glicose, BBM e acetato de soédio e BG-11, com
concentracéo de inéculo de 10 ou 20% e pH inicial 6, 7 ou 8.

A producdo de carotenoides, apds 15 dias de cultivo, diferentemente do
crescimento celular foi influenciada pela concentragéo inicial de inéculo e o pH inicial
do meio, dependendo das condi¢bes de cultivo empregadas.

Na Tabela 6 observa-se que para o0 meio BBM e glicose o uso de 10% de
in6culo (pH 6 e 7) proporcionou maiores producdes de carotenoides, quando
comparado a concentracéo inicial de 20%, exceto para o pH 8 que néo foi influenciado
por esta variavel alcangando menores producdes do carotenoide. No entanto para o
meio BBM e acetato de sddio, ocorreu um comportamento inverso, onde as maiores
producdes carotenogénicas foram observadas com 20% de in6culo nos pHs 7 e 8, e 0
pH inicial do meio de cultivo 6 apresentou maior producéo de carotenoides com 10%
de inéculo. No meio BG-11 as producdes de carotenoides também ocorreram na
presenca de maiores concentracdes de inoculo (20%) em pHs 6 e 8. Na condicdo de
10% de in6culo, os meios BG-11 em pH 7,0 e BBM e glicose em pH 6,0 apresentaram
as maiores producdes de carotenoides (3026,66+218,43 pg.g™* e 3870,63+481,43 ug.g°
1), ndo diferindo estatisticamente entre si. Porém, empregando 20% de in6culo, 0 meio
BBM e acetato de sodio proporcionou uma producdo de carotenoides
significativamente superior as demais (5653,56+235,27 pg.g' em pH 7 e
4638,72+215,09 pg.g™* em pH 8).

Analisando os pHs iniciais para cada meio estudado, com concentracdo de
in6culo de 10%, observou-se que o emprego do pH 6 ao meio de cultivo BBM e
glicose proporcionou a melhor concentracdo celular maxima, de 1,31 g.L™*. O meio
BBM e acetato de sodio apresentou melhor concentragdo maxima utilizando pH inicial
de 8,0. No entanto, o incremento do pH ao meio BG-11 ndo proporcionou influéncia
estatisticamente significativa no crescimento celular.

Na concentragdo de inéculo de 20%, no meio BBM e glicose, o pH néo
exerceu influéncia no crescimento celular. No meio BG-11, o menor crescimento
celular foi observado em pH 8 (0,41+0,01 g.L™") e no meio BBM e acetato de sédio,
utilizando pH 7 obteve-se a maior concentracdo celular (1,29+0,07 g.L™") dentre os
meios analisados.

Os resultados da concentragcdo dos carotenoides especificos estédo

refletidos na andlise da Tabela 7, onde a producao volumétrica de carotenoides obtém
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valores expressivamente superiores ao utilizar o meio de cultivo BBM e acetato de
sédio, com concentragdo de in6culo de 20%, em pH inicial de 7 ou 8 alcangando
3803,75+176,35 ug.L™* e 4798,98+197,62 pg.L™?, respectivamente, apds 15 dias.

Tabela 6: Carotenoides totais especificos (ug.g™) nos meios de cultivo BBM e glicose,

BBM e acetato e BG-11, em concentracao de indculo de 10 ou 20% e pH inicial de 6, 7

ou 8.
Meio de pH Concentrag&o de in6culo 10% Concentracao de inéculo 20%
cultivo
Carotenoides Totais (ug.g™)
BBM e 6 3870,63+481,43* 2708,28+261,67°®
glicose 7 2635,38+306,01™ 1166,41+36,87°®
8 680,29+82,74%* 746,17+312,17%
BBM e 6 2838,61+249,92™" 1612,27+75,37%®
acetato de 7 2623,12+135,46™ 5653,56+235,27*
sédio 8 1013,70+303,51°° 4638,72+215,09%
6 1564,82+222,194°® 3156,92+515,32"
BG-11 7 3026,66+218,43*" 1981,61+777,91°%"
8 1573,48+136,53°° 3262,27+657,79°*

Médiatdesvio-padrdo. Letras mindsculas iguais representam que ndo ha diferengas significativas na
coluna (p<0,05) e letras mailsculas iguais representam que ndo ha diferengas significativas na linha
(p<0,05).
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Tabela 7: Carotenoides totais volumétricos (ug.L™) nos meios de cultivo BBM e
glicose, BBM e acetato e BG-11, em concentracao de in6culo de 10 ou 20% e pH
inicial de 6, 7 ou 8.

Meio de pH Concentracéo de in6culo 10% Concentracao de inéculo 20%
cultivo
Carotenoides Totais Volumétricos
(Mg.L™)
6BBM e 6 2593,32+322,56* 1841,63+177,93°8
glicose 7 1739,35+201,96™ 921,46+29,12%"
8 489,80+56,57°® 679,01+284,07°*
BBM e 6 624,49+54,98°® 1426,98+41,78%"
acetato de 7 1678,79+86,69"° 4798,98+197,62**
s6dio 8 193,23+57,24® 3803,75+176,37**
6 156,48+22,21% 1767,70+288,35"%
BG-11 7 696,13+50,24°* 1288,04+505,64°"
8 582,19+50,51°® 1109,17+223,64°*

Médiatdesvio-padrdo. Letras minUsculas iguais representam que ndo ha diferencas significativas na
coluna (p<0,05) e letras mailsculas iguais representam que ndo h& diferencas significativas na linha
(p<0,05).

Investigando os efeitos das condicbes de cultivo em relacdo a
produtividade em carotenoides totais, os maiores valores encontrados (Tabela 8)
foram para os meios BBM e acetato de sodio (pH 6, 7 e 8), BG-11 (pH 6, 7 e 8) com
20% de in6culo e BBM e glicose (pH 6), com 10% de inéculo. Os meios BBM e glicose
(pH 6) e BG-11 (pH 7), em 10% de in6éculo, apresentaram valores expressivamente
maiores quando comparadas as outras condi¢cdes analisadas. J& para a produtividade
volumétrica em carotenoides totais (Tabela 9), o meio BBM e glicose em pH 6,0 se
diferiu estatisticamente dos demais meios de cultivo (17,20+2,13 pg.L .dia™),
utilizando 10% de inéculo. Ainda analisando os efeitos das condi¢des de cultivo em
relacdo a produtividade volumétrica em carotenoides, quando utilizou-se 20% de
indculo, 0 meio BBM e acetato de sodio em pH inicial de 7 e 8 apresentou valores
significativamente superiores (316,59+13,17 e 253,58+11,75 ug.L'l.dia'l), ao nivel de

95% de confianca.
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Tabela 8: Produtividade volumétrica em carotenoides totais (pug.g™.dia™®) nos meios de
cultivo BBM e glicose, BBM e acetato e BG-11, em concentracao de in6culo de 10 ou
20% e pH inicial de 6, 7 ou 8.

Meio de pH Concentracdo dein6culo 10%  Concentracao de indculo 20%
cultivo

Produtividade em carotenoides totais especificos

(ug.g™.dia™)
BBM e 6 258,04+32,09* 139,86+43,85%°8
glicose 7 175,69+26,52°* 80,051,098
8 45,35+5,51% 58,64+32,68"
BBM e 6 189,24+16,67° 193,34+114,60%A
acetato 7 174,87+12,21® 351,06+42,2%
de sédio 8 67,80+20,08® 279,36+54,19%A
6 104,32+14,81%* 176,92+56,68%°A
BG-11 7 201,77+19,13%* 166,68+51,84%°A

8

104,89+9,10°%®

217,49+43,85%°A

Médiatdesvio-padrdo. Letras mindsculas iguais representam que ndo ha diferengas significativas na
coluna (p<0,05) e letras mailsculas iguais representam que ndo h& diferengas significativas na linha
(p<0,05).
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Tabela 9: Produtividade em carotenoides totais (ug.L™.dia™) nos meios de cultivo BBM
e glicose, BBM e acetato e BG-11, em concentracdo de inéculo de 10 ou 20% e pH
inicial de 6, 7 ou 8.

Meio de pH Concentrac&o de in6culo 10% Concentracao de inéculo 20%
cultivo
Produtividade em carotenoides totais volumétricos
(ng.L*dia™)
BBM e 6 17,20+2,13% 122,77+1,86™
glicose 7 11,71+1,36"® 61,43+1,94°*
8 3,02+0,36° 45,26+18,93%"
BBM e 6 12,61+1,11°® 95,13+2,78"*
acetato de 7 11,65+0,60°® 316,59+13,17*
sédio 8 4,52+1,33%® 253,58+11,75
6 6,95+0,98°° 117,84+19,22°*
BG-11 7 13,45+0,97"® 85,86+33,70""
8 6,99+0,60°° 73,94+14,90°*

Médiatdesvio-padrdo. Letras minUsculas iguais representam que ndo h& diferengas significativas na
coluna (p<0,05) e letras mailsculas iguais representam que ndo h& diferencas significativas na linha
(p<0,05).

Células de Haematococcus pluvialis expostas a diferentes condicdes
ambientais e nutricionais podem sofrer alteracdes extremas em sua morfologia e no
teor de pigmentos (HE, P., DUNCAN, J. & BARBER, J., 2007). A acumulagcédo de
astaxantina por H. pluvialis foi observada em células encistadas sob condi¢des de
crescimento desfavoraveis como suplementacdo com acetato de sodio e mudancga do
pH do meio de cultivo.

O papel que as condi¢des nutricionais exercem sobre a acumulacgdo de
astaxantina tem sido investigado por varios pesquisadores. O acimulo de astaxantina
de H. pluvialis na conversdo de células verdes para vermelhas sob condigBes de
cultivo induzidas envolvem mudancas fisiologicas que incluem mudancas nos
constituintes da célula e na atividade celular.

A conversdo de células verdes mdéveis para aplandsporos vermelhos é
acompanhada pelo aumento no teor de carboidratos, que pode atingir até 63% do
peso seco. Isso reflete na entrada da fase de repouso (baixo metabolismo) e a sintese

de compostos requer menos energia, uma vez que o teor de proteinas diminui com



48

esse processo (BOUSSIBA, 2000). Também foi observado por Boussiba & Vonshak
(1991) que o teor de lipideos se correlaciona com o teor de pigmento, 0 que ocorre
provavelmente devido a necessidade de alojamento do pigmento nos glébulos de
lipideos, sugerindo que a acumulagéo de astaxantina esté relacionada com a sintese
de acidos graxos. Nas células verdes ha presenca de pigmentos como clorofilas,
luteinas e B-caroteno. No entanto, nas células encistadas, a quantidade de astaxantina
aumenta drasticamente a partir de poucas microgramas para centenas ao final do
cultivo. Nesta fase, a astaxantina constitui até 98% dos carotenoides totais e pode
atingir até 6% do peso seco total (BOUSSIBA, 2000; KATSUDA et al., 2004; ZHANG
et al., 2009).

Zhang et al. (2009) reportam que cultivando H.pluvialis com o objetivo de
produzir astaxantina, o teor desse carotenoide atingiu 0,8% de biomassa seca e a
produtividade em astaxantina foi de 5,6 mg.L™.dia™, utilizando as seguintes condicdes
de cultivo: meio BG-11 modificado, iluminancia de 7,4 Kix a 20°C, com ar enriquecido
com CO; (2 L.min™) e pH inicial de 6.

Del Rio et al. (2005) encontraram valores similares aos deste trabalho, de
5600 pg.g™ de astaxantina. No estudo, os autores realizaram o cultivo da microalga H.
pluvialis utilizando fotobiorreatores de coluna, a 25°C, pH inicial de 7 em cultivos
autotréficos com injecdo de CO, sob iluminancia de 1220 pE.m?.s™,

Por outro lado, utilizando cultivos com injecdo de CO,, Kang et al. (2005)
encontraram valores superiores (77,2 mg.g?) para o conteido de astaxantina
produzida por H. pluvialis, empregando meio mixotréfico NIES, 3,7 Kix de iluminancia,
pH inicial de 7,5 a 23°C e 5% de CO, aos meios de cultivo. Este estudo indica que a
suplementacdo de CO, pode melhorar a acumulagéo de astaxantina.

Associando a produgdo de carotenoides e o crescimento celular, bem
como as produtividades do processo, o0 meio BBM e acetato de sodio, com
concentracéo de indculo de 20% e pH inicial 7 foi selecionado, pois nessas condi¢ées
a microalga H. pluvialis apresentou valores significativamente superiores em termos de
producédo de biomassa (1,29+0,07 g.L™") e de carotenoides (5653,56+235,27 ug.g™* e

4798,98+197,62 ug.L™), quando comparada as outras condi¢des de cultivo analisadas.
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5.3 Influéncia do emprego de CO, na aeracdo do cultivo sob o

crescimento celular e a bioproducao de carotenoides

As microalgas, por serem fotossintéticas, absorvem e utilizam CO, como a
principal fonte de carbono no crescimento celular. A biossintese de astaxantina pode
ocorrer pela limitacdo do nitrogénio em presenca de excesso de fontes de carbono,
como a utilizacdo de CO; ou acetato e glicose em cultivos mixotroficos (GHIGGI, 2007,
ONCEL et al., 2010).

Neste estudo, avaliou-se o efeito da suplementagdo de CO, ao meio de
cultivo BBM e acetato de sodio em pH 7 e com concentracdo de 20% de inéculo,
condicbes previamente selecionadas. Os experimentos foram conduzidos com ar
enriquecido ou ndo de 30% de CO,, injetado durante 1h uma vez ao dia durante 22
dias de experimento, sob iluminancia de 6 Klx a 25°C.

Na Figura 16 estdo apresentados a cinética do crescimento celular e o
comportamento do pH da microalga H. pluvialis. A Tabela 10 apresenta os parametros
de cultivo estudados, como concentragdo celular méxima, produtividade em célula,
Hmax, € ap0s 22 dias concentracdo de carotenoides e produtividade em carotenoides.

A concentragdo celular maxima alcancada foi de 1,13+0,04 gL?, no
décimo dia de cultivo e a producéo de carotenoides totais foi de 2949,91+988,65 ug.g™
para os especificos e de 764,79+223,51 ug.L™ para os volumétricos.

As trocas de CO, entre a atmosfera e o meio de cultivo também sao
influenciadas pelo pH. A migracdo de CO, da atmosfera para o meio liquido é
facilitada pelo aumento do pH do meio (RICHMOND, 2004).
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Figura 16: Cinética de crescimento celular e pH em meio de cultivo BBM e acetato de sédio, com 20% de indculo, 6 Kix a 25°C e pH
inicial de 7 (@) Crescimento celular; (m) pH.

Tabela 10: Parametros estudados para o meio de cultivo BBM e acetato de sédio, pH 7, com 20% de inéculo, 6 Kix a 25°C e aeracéo
enriquecida com 30% de CO,.

Xmé)i 1P 1 Hmax Ce 1 C 1 l-jfe L1 l-:fv 1
(9.L7) (gL dia”) . (Mg.97) (Mg.L™) (Mg.g™.dia”) (Hg.L™.dia™)
(dia™)

1,13+0,04  0,11+0,004 0,04+0,02 2949,91+988,65 764,79+223,51 193,13+56,44 34,76+10,15

Médiatdesvio-padrdo,exceto para pmax-
Xmax: concentracdo celular maxima; P: produtividade em célula; pmax: velocidade especifica maxima de crescimento; Ce: carotenoides totais especificos; Pce:
produtividade dos carotenoides totais especificos; C,: carotenoides totais volumétricos; P.,: produtividade dos carotenoides totais volumétricos
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A Tabela 11 apresenta a comparacéo dos cultivos com adi¢cdo ou ndo de
CO, dos parametros estudados neste trabalho. A suplementacédo de CO, como fonte
de carbono dissolvida no meio de cultivo de H. pluvialis sé ndo influenciou no
crescimento celular e na produtividade em células. Porém, a velocidade especifica
maxima de crescimento, a producdo de carotenoides e a produtividade em
carotenoides foram afetadas negativamente com a adicao do CO,. Confrontando os
resultados, 0 Umax diminui 84%, os carotenoides totais em 52% e a produtividade em
carotenoides em 55%, quando comparados ao cultivo sem injecao de CO.,.

Provavelmente, a estratégia de suplementacdo adicionada do CO,
escolhida neste trabalho néo tenha sido a mais eficiente. Uma outra justificativa € que
em cultivos mixotréficos, o CO, e a fonte de carbono orgénico sao assimilados
simultaneamente pelo metabolismo respiratério e fotossintético, porém, algumas
espécies de microalgas ndo tém essa capacidade (PEREZ-GARCIA et al., 2010).
Ainda é relatado que algumas cepas da microalga H. pluvialis toleram até 12% de CO,
nos cultivos (KOBAYASHI, KURIMURA & TSUJI, 1997; GHIGGI, 2007).
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Tabela 11: Comparacdo dos parametros estudados nos cultivos com ar enriquecido ou nédo de 30% de CO, do meio BBM e acetato de

sédio, pH 7, concentracdo de indculo de 20%, iluminéncia de 6 Klx a 25°C.

Parametros Com CO, Sem CO,
Xinax 1,13+0,004° 1,29+0,07%
(g.L™)
P 0,11+0,0042 0,12+0,006%
(g.L™".dia™)
Himéx 0,04+0,02° 0,11+0,004%
(dia™)
Ce 2949,91+988,65° 5653,56+235,272
(Mg.g™)
= 193,13+56,44° 351,06+42,20%

(ug.g™.dia™)

C, ) 764,79+223,51°
(Mg.L7)
P 34,76+10,15°

(ug.L™.dia™)

4798,98+167,62%

316,59+13,17%

Médiatdesvio-padrdo (exceto para Umax): letras mailsculas iguais representam que néo ha diferencgas significativas na linha (p<0,05).

Xmax: concentracdo celular maxima; P: produtividade em célula; pmax: velocidade especifica maxima de crescimento; Ce: carotenoides totais especificos; Pece:

produtividade dos carotenoides totais especificos; C,: carotenoides totais volumétricos; Py: produtividade dos carotenoides totais volumétricos.
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5.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos

carotenogénicos

Dentre as fontes microbianas existentes, a microalga Haematococcus
pluvialis € capaz de acumular uma quantidade superior de astaxantina quando
comparada a outras fontes. Os corantes derivados de micro-organismos sao bioativos,
como €é o caso da astaxantina e do B-caroteno. Dentre as atividades biol6gicas mais
importantes, destaca-se a atividade antioxidante, substancias antioxidantes sao
capazes de retardar ou reprimir a oxidacdo (UENOJO, JUNIOR & PASTORE, 2007,
ZHANG et al., 2009)

A capacidade antioxidante dos carotenoides obtidos de H. pluvialis ainda E
pouco investigada. Neste trabalho a atividade antioxidante dos extratos
carotenogénicos (meio de cultivo BBM e acetato de sédio com 20% de in6culo e pH
inicial 7) foi avaliada por trés métodos: capacidade de interagir com os radicais DPPH
e ABTS e o poder de reducéo do ferro FRAP. Para todos os ensaios foram utilizados
volumes totais de 4 mL, variando as quantidades de reagentes e de extratos
carotenogénicos. Foram testados os volumes de 0,1; 0,2; 0,4 e 0,6 mL de extrato para
os ensaios do DPPH e ABTS. Para o método FRAP foram testadas volumes de 0,2 e
0,4 mL de extrato carotenogénicos. Essas variacbes foram realizadas a fim de
encontrar a concentracdo de extrato ideal para cada método.

Os extratos carotenogénicos obtido a partir da microalga H. pluvialis n&o
demonstraram resultados pelos métodos DPPH (Tabela 12) e FRAP, indicando que a
capacidade de sequestrar radicais livres ndo esta diretamente relacionada com a
concentracdo de carotenoides totais, e sim com o tipo de carotenoide presente no
extrato carotenogénico de cada micro-organismo. Outra explicacdo para estes
resultados poderia ser porque quando o extrato da microalga foi adicionado ao radical
DPPH observou-se uma coloracdo castanha escura e ndo violeta como esperado pelo
método. Essa modificagcdo colorimétrica afeta a leitura em espectrofotdmetro e pode
ser justificada pela alta quantidade de carotenoides presentes no extrato que confere

efeito reverso a oxidacéo (FU et al.2010).
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Tabela 12: Atividade antioxidante dos extratos carotenogénicos de H. pluvialis e dos
padrdes de B-caroteno e astaxantina pelo método do DPPH (%inibi¢do.ug™) nos
tempo de 60, 120, e 180 minutos.

Tempo (minutos)

60 120 180
B-caroteno 1,4+0,2 1,6+0,2 1,6+0,2
Astaxantina 0,0+0,0 7,8£0,5 8,1+1,4
Extratos 0,00,0 0,00,0 0,00,0

carotenogénicos

Médiatdesvio padrao.

A Tabela 13 apresenta os resultados da atividade antioxidante dos extratos
pelo método do ABTS" em % de inibicdo. ug’. O extrato carotenogénico de H.
pluvialis possui poder de inibicdo de reacdo do ABTS* de 35,70% ug™ em 90 minutos
de reagdo, observa-se que com o aumento do tempo de contato dos carotenoides com
o reagente, h4 um aumento do potencial analisado.

Estudos relatam a atividade antioxidante de astaxantina com relacdo aos
outros carotenoides, além disso a astaxantina possui uma capacidade antioxidante
mais segura, mesmo em altas concentracbes de oxigénio, diferentemente do f-
caroteno, que apresenta comportamento de pré-oxidante sob concentracdes altas de
O,. No entanto, a maior parte das pesquisas com relagdo a atividade antioxidante de
astaxantina tem sido empregada em fontes sintéticas puras, apenas alguns estudos
utiizam fontes microbianas, tal como H. pluvialis. A astaxantina sintética esta
disponivel como a forma livre de astaxantina enquanto que a astaxantina proveniente
da microalga esta disponivel em mono ou diésteres de astaxantina. Carotenoides
livres ou esterificados possuem atividade antioxidantes diferentes (RODRIGUEZ-
MEIOZO et al., 2010). Estudos de Yuan et al. (2011) reportam que a astaxantina
produzida por H. pluvialis esta disponivel em forma de diésteres. Isto pode explicar o
fato de que a astaxantina livre analisada neste trabalho apresentou um valor
significativamente inferior quando comparada ao extrato carotenogénico da microalga,
0 qual apresentou resultados superiores quando comparadas a astaxantina e ao f3-

caroteno.



Tabela 13: Atividade antioxidante de extrato carotenogénico de H. pluvialis pelo
método do ABTS (%inibigéo. pg™).
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Tempo (min) Extrato Astaxantina B-caroteno
carotenogénico
15 24,60+1,70% 4,01+0,05° 4,33+0,07°
30 27,78+1,372 4,87+0,16° 4,85+0,25°
45 30,56+0,872 5,48+0,32° 5,41+0,40°
60 32,26+0,822 5,83+0,46° 6,03+0,71°
75 34,36+0,832 6,30+0,51° 6,66+0,94°
90 35,70+0,642 6,57+0,60° 7,03+1,18°

Médiatdesvio-padrdo. Letras minusculas iguais representam que néo ha diferengas significativas na linha

(p<0,05).

A capacidade antioxidativa dos extratos carotenogénicos da microalga
Haematoccus pluvialis podem ser provenientes de uma mistura de carotenoides, como
astaxantina, B-caroteno e luteina. A microalga H. pluvialis apresenta dois principais
picos de absorcdo, observados na Figura 17, que ilustra o espectro de varredura
realizado. Estes picos podem estar associados a mistura de pigmentos responsaveis
pela atividade antioxidante.
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Figura 17: Espectro de varredura da microalga H. pluvialis em éter de petroleo
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5 CONCLUSAO

Dentre os meios de cultivo BBM e glicose, BBM e acetato de sédio, BG-11,
BAR e BBM, sob condictes de inéculo de 10% e pH inicial de 7 foram selecionados os
meios de cultivo BBM e glicose, BBM e acetato de sédio e BG-11 para a microalga H.
pluvialis. Estes meios apresentaram maior concentracdo celular de 0,68+0,37,
1,18+0,36 e 0,64+0,08 g.L", respectivamente. A producdo de carotenoides foi de
2635,38+397,92, 2623,12+183,15 e 3026,66+286,95 ug.g™ para BBM e glicose, BBM e
acetato de sédio e BG-11, respectivamente.

A partir desta sele¢éo, os experimentos foram conduzidos empregando 10
ou 20% de in6culo em pH iniciais de 6, 7 ou 8. O meio de cultivo BBM e acetato de
sédio obteve o melhor valor de concentracéo celular méaxima, de 1,29+0,07 g.L™ e de
carotenoides totais, de 5653,56 pg.g™*,empregando pH inicial de 7 e concentracdo de
indculo de 20%, sendo selecionado para a realizacdo dos cultivos com injecéo de CO,.

No cultivo com aeracdo enriquecida com 30% de CO, foi encontrado
valores inferiores de concentracéo celular méaxima (1,13+0,04 g.L™") e bioproducéo de
carotenoides totais (2949,91+988,65 pg.g™).

Com base nesses resultados, conclui-se que em relagcdo ao crescimento
celular e a producao carotenogénica, as melhores condi¢gdes sdo a utilizacdo do meio
BBM e acetato de sodio em pH inicial 7, concentracdo de in6culo de 20% e aeracao
sem adi¢éo de CO,.

Os extratos da microalga H. pluvialis ndo apresentaram resultados frente a
capacidade antioxidativa pelos métodos DPPH e FRAP. Por outro lado, pelo método
ABTS, a microalga apresentou poder de inibicdo de 35,70%. ug™ em 90 minutos de

reacao.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar os cultivos de Haematococcus pluvialis com batelada alimentada
com fonte de carbono;

- Acompanhar o pH ao longo do cultivos;

- Utilizacdo do meio de cultivo BG-11 adicionado de fonte de carbono
organico, visto que este meio foi o0 melhor autotréfico dentre os meios analisados;

- Acompanhar os carotenoides ao longo do cultivo;
- Determinacg&o dos carotenoides;

- Estudar outras varidveis como temperatura, iluminancia, agitacdo que
podem influenciar nos cultivos.
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Concentragéo Celular (g.L‘1)

Apéndice 1 — Curva padréo da microalga Haematococcus pluvialis
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