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RESUMO - A microalga Dunaliella tertiolecta € dos poucos microrganismos
fotossintéticos capaz de produzir simultaneamente grandes quantidades de
carotenoides e lipidios em determinadas condicGes de estresse ambientais, como
luminosidade e concentragdo salina do meio de cultivo. Porém estas condicdes
normalmente diminuem a velocidade de crescimento das microalgas. Neste trabalho
foi investigado o efeito do aumento da luminosidade e da concentragdo salina durante
os cultivos a fim de promover a maior sintese destes bioprodutos. Para isso, 0s cultivos
foram realizados em duas fases: (1) producdo de grande numero de células nas
condicdes ideais de crescimento e, posteriormente, (2) aplicacdo de condicGes de
estresse salino e luminoso. Os melhores resultados foram a 30 klx, obtendo-se 1,24 +
0,06 g L'* de biomassa, 5,08 + 0,04 mg L™ de carotenoides no meio de cultivo,
correspondendo a uma concentracio 4,34 + 0,38 mg g de biomassa seca, e 10,21 +
0,03 % de lipidios na biomassa, em 210 h de cultivo.

1. INTRODUCAO

As microalgas sdo fontes naturais de acidos graxos insaturados, carotenoides, xantofilas,
vitaminas, proteinas, minerais e enzimas. O potencial comercial das microalgas para a producéo
industrial de alimentos funcionais a partir destes metabdlitos é amplamente reconhecido.
Consequentemente, o cultivo em massa de microalgas, visando o aumento da producdo desses
compostos bioquimicos, essenciais para a saude humana, é de grande interesse pratico (Inbaraj et
al., 2006; Raja et al., 2007).

Os carotenoides provenientes de microalgas tém sido utilizados como aditivos alimentares
na forma de corantes, antioxidantes e vitaminas e, também, nas industrias de cosméticos e
farmacéutica. O uso desses compostos em aplicagOes terapéuticas como agentes na prevencdo de
doencas degenerativas e do cancer e estimuladores do sistema imunologico é resultado de sua
habilidade de protecéo contra os radicais livres (Del Campo et al., 2000; Baker e Gunther, 2004).
O grande interesse na aplicacdo de produtos provenientes de algas marinhas na formulagdo de
drogas e alimentos é também devido a composicao lipidica diversificada de &cidos graxos poli-
insaturados (Elenkov et al., 1996; Gill e Valivety, 1997; Medina et al., 1998). Além disso, 0s
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lipidios de microalgas sdo quimicamente similares aos Oleos vegetais, tornando-os fontes
potenciais para a producédo de biodiesel a partir da transesterificacdo do 6leo (Chisti, 2007; Chiu et
al., 2009; Tang et al., 2010) ou dleo combustivel através da liquefacdo direta da massa de células
de microalgas (Francisco et al., 2010; Johnson e Admassu, 2013; Yeh et al., 2013).

Entre as microalgas marinhas, células da espécie Dunaliella sdo conhecidas por sintetizar
quantidades significativas de carotenoides e lipidios em cultivos submetidos a condigdes de
estresse salino e luminoso. E esperado algum efeito do aumento da salinidade sobre o metabolismo
destes microrganismos, especialmente sobre constituintes importantes da membrana celular tais
como os lipidios (Elenkov et al., 1996). Um aumento na composicdo lipidica da microalga D.
tertiolecta foi reportado como sendo resposta ao aumento da salinidade ambiental (Takagi et al.,
2006). Por sua vez, o acumulo de carotenoides pode ser uma resposta ao estresse oxidativo
produzido pelo excesso de luz. Os carotenoides sdo reconhecidos como antioxidantes eficazes
contra o dano oxidativo, pois sdo capazes de eliminar formas radicais de oxigénio ativo,
protegendo as células contra um excesso de luminosidade (Orosa et al., 2000; Hu et al., 2008;
Mogedas et al., 2009).

As condicGes de estresse normalmente ndo coincidem com as condi¢cdes Otimas de
crescimento da maioria das microalgas, diminuindo suas taxas de crescimento (Chen et al., 2011).
Além disso, a combinacdo de parametros ambientais e a configuracdo do sistema de producdo das
microalgas a fim de produzir uma densidade celular elevada e consideravel conteudo lipidico e de
carotenoides sdo bastante complexos (Tang et al., 2010). Neste contexto, o objetivo principal deste
trabalho é elucidar o efeito da intensidade luminosa e da salinidade do meio no acumulo de
carotenoides e lipidios pela microalga D. tertiolecta cultivada em fotobiorreator airlift. A fim de
minimizar a influéncia destes parametros sobre a reducdo na producdo de biomassa, 0s cultivos
foram realizados em duas fases: nas primeiras 140 h o crescimento das células ocorreu nas
condicdes ideais de crescimento e, posteriormente foram aplicadas condicdes de estresse salino e
luminoso até o final dos cultivos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo e Meio de Cultivo

O microrganismo utilizado neste estudo foi a microalga unicelular Dunaliella tertiolecta,
cedida pelo professor Sérgio Lourenco do Laboratério de Fisiologia e Cultivo de Algas do
Departamento de Biologia Marinha da Universidade Federal Fluminense (Rio de Janeiro / Brasil).

As células foram cultivadas no meio Guillard f/2 (Guillard, 1975) modificado, consistindo
de 4gua destilada, 34 g L™ de sal marinho (Red Sea), 16,5 g L™* NaCl, 300 mg L' NaNOs, 5 mg L
! NaH,P03.H20, 30 mg L™ NazSiOs.9H,0, 1 mL L™ solugdo de metais traco com 9,8 mg L™
CuS04.5H20, 22 mg L ZnS04.7H;0, 10 mg L CoCl,.6H-0, 180 mg L MnCl,.4H,0, 6,3 mg
Lt NazM004.4H,0, 4,36 mg L™ Na,;EDTA e 3,15 mg L FeCl3.6H.0, 1 mL L? de solucdo de
vitaminas com 100 mg L Tiamina, 0,5 mg L™ Cianocobalamina e 0,5 mg L™ Biotina. O pH do
meio foi ajustado para 7,2 pela adicdo de 40 mM de Tris (2-amino-2-[hidroximetil]-1-3-
propanediol). O meio de cultivo foi esterilizado em autoclave a (121 °C / 15 min), exceto a
solucéo de vitaminas que foi esterilizada por microfiltracdo (0,22 um, Millipore, Barueri, Brasil).

As microalgas foram mantidas no meio de cultivo Guillard f/2 (Guillard, 1975) a
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temperatura controlada (20 °C) e com fotoperiodo de 12 h fornecido por ldmpada eletrbnica de
30 W, correspondente a uma intensidade luminosa de aproximadamente 5,8 kix.

2.2. Experimentos em Fotobiorreator

A fim de obter um volume de 200 mL de cultura para inocular os fotobiorreatores, uma
aliquota de 20 mL de microalgas da cultura mae do banco de cultivo foi inoculada em 180 mL de
meio de cultivo estéril em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Estes frascos foram colocados em
incubadora com agitacdo orbital com temperatura controlada de 28 = 1 °C e iluminacdo
permanente através de lampada eletrénica de 30 W, correspondente a uma intensidade luminosa de
aproximadamente 5,8 klx, durante 12 dias. Apos este periodo, os pré-indculos foram considerados
prontos para serem utilizados nos fotobiorreatores.

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de placa do tipo airlift (Kochem et al.,
2014), confeccionados em acrilico, com 450 mm de altura, 108 mm de largura, 30 mm de
profundidade do riser, 20 mm de profundidade do downcomer e com volume util de 2,2 L.

Para realizar a limpeza/assepsia dos reatores, os mesmos foram totalmente preenchidos com
agua destilada e 10 mL de solucdo comercial de hipoclorito de sédio (2,5 %). Apo6s 15 min, foram
adicionados 2,5 mL de solucéo de tiossulfato de sodio 250 g L para a completa neutralizagdo do
cloro. Apos 2 h esta solucéo foi descartada e os reatores foram preenchidos com 2,0 L de meio de
cultura estéril.

Os pré-inoculos (200 mL) foram inoculados nos fotobiorreatores, totalizando um volume de
2,2 L. A temperatura dos cultivos foi mantida constante em 28 °C através da passagem de agua de
banhos térmicos conectados por mangueiras a camisa interna de aquecimento/resfriamento de cada
fotobiorreator, com area de 635 cm?. A aeracdo foi realizada com vazdo 0,5 L min? de uma
mistura de ar comprimido e CO; filtrados com membrana de 0,22 pum (Midisart®2000 / Sartorius
Stedim Biotech) utilizando-se duas pedras porosas conectadas em mangueiras inseridas pelo topo
dos reatores até o fundo dos mesmos. As vazdes da mistura ar-CO> foram controladas utilizando-
se rotametros (Dwyer). A quantidade de CO> adicionada ao ar comprimido variou entre 1 e 2 % a
fim de manter o pH da cultura entre 7,5 e 8,5 durante todo o cultivo. Os fotobiorreatores foram
iluminados continuamente na secdo riser a 17,5 kIx por um painel de lampadas eletrénicas (24 x
13 W, luz branca, Tashibra).

Os experimentos foram realizados em duplicata totalizando oito cultivos realizados
simultaneamente. Nos cultivos submetidos ao estresse salino, uma solucdo concentrada de NaCl
(5,0 M) foi adicionada no final da fase log, ap6s 140 h de cultivo. Nesse mesmo tempo (140 h),
também foi aumentada a intensidade luminosa na secéo riser nos cultivos submetidos ao estresse
luminoso. Portanto, ap6s 140 h, dois cultivos continuaram sendo realizados nas mesmas
condicbes, sem adicdo de NaCl e aumento da intensidade de luz (0,715 M NaCl e 17,5 kiIx). Apo6s
0 mesmo intervalo de tempo, outros dois cultivos foram submetidos apenas ao estresse salino
(1,215 M NaCl e 17,5 kIx), mais dois cultivos foram submetidos apenas ao estresse luminoso
(0,715 M NaCl e 30 KklIx) e dois cultivos foram submetidos ao estresse salino e luminoso (1,215 M
NaCl e 30 klx).

A temperatura dos cultivos foi monitorada com termdmetros de mercdrio e a intensidade
luminosa com auxilio de um luximetro digital (MS6610, Akso, Brazil). O pH foi medido através
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de fita indicadora de pH (Alkalit®Merck, Alemanha). O crescimento das microalgas foi
acompanhado através de medidas de densidade Otica a 750 nm com espectrofotdometro Amersham
Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro e relacionadas com biomassa por medida de peso-seco.

As medidas de temperatura, intensidade luminosa, pH e densidade Gtica foram realizadas
duas vezes ao dia com intervalos aproximados de 12 h. Além disso, nestes mesmos intervalos,
foram retiradas duas aliquotas de 2 mL de cada fotobiorreator, uma para a realizacdo de medidas
da densidade otica (750 nm) dos cultivos e outra para anélise de nitrogénio do meio de cultura e de
carotenoides sintetizados pelas células. Essa tltima aliquota foi centrifugada (16000 x g / 5 min) e
0 sobrenadante (meio de cultura) foi removido com auxilio de uma pipeta Pasteur. O sobrenadante
e o precipitado (pellet) foram congelados separadamente para determinacdo de nitrogénio e
carotenoides totais respectivamente.

A duracdo média de cada cultivo foi de 210 h. Finalizados os cultivos, as células de cada
fotobiorreator foram separadas do meio de cultura por centrifugacdo e posterior liofilizag&o.
Amostras do material liofilizado obtido em cada experimento foram utilizadas para determinacéo
do teor de lipidios totais em extrator Soxhlet.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias forma
comparadas pelo teste de Tukey utilizando o software Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA).

2.3. Analises da Biomassa

O teor de lipidios totais na biomassa foi determinado por diferenca apds extracdo com éter
de petréleo (135 °C) utilizando-se extrator Soxhlet (Foss/Soxtec 2055TM).

O teor de carotenoides totais foi determinado por espectrofotometria. Em tubos de ensaio,
2,0 mL de acetona (Synth) foram adicionados ao precipitado de microalgas (descongelado). Apos
12 h em refrigerador (-4 °C), o material foi centrifugado (16000 x g / 5 min). Com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, o extrato (sobrenadante) foi transferido para uma cubeta de vidro. Foram
medidas as absorbancias (A) nos comprimentos de onda 661,6, 644,8 e 470 nm. Medidas de
turbidez foram realizadas em 750 e 520 nm. As concentragdes de clorofilas a e b (Cchia € Cchip) € @
concentracdo de carotenoides totais das células (Cct) foram calculadas com as Equagdes 1, 2 e 3
(Lichtenthaler e Buschmann, 2001), onde a concentracdo de pigmentos ¢ dada em mg L de
solucgéo do extrato.

CChIa = 11’24A661.6 - 27O4A644.8 (1)

CCth = 20’13A644.8 - 4’19A661.6 (2)

C - 1000A,,, —1,90C,,,, —63,14C, 3)
@ 214

2.4. Analise de NaNO3z no Meio de Cultivo

As concentracdes de nitrato de sodio foram determinadas por espectrofotometria utilizando-
se teste colorimétrico para determinacdo de nitrato de sédio em agua de aquario (Mydor, Ft.
Lauderdale, EUA). Foram medidas as densidades éticas (OD) em 517 nm, comprimento de onda
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no qual se observou a maior absorbancia do nitrato de sodio. As concentracdes de NaNOs dos
meios de cultivo foram determinadas a partir de reta padrdo relacionando concentracdes
conhecidas de NaNOz e densidades Oticas a 517 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A microalga D. tertiolecta apresenta diferentes curvas de crescimento e quantidades de
carotenoides totais (mg L™ e mg g*) produzidas pelas células de acordo com as condicdes de
estresse salino e/ou luminoso submetidos aos cultivos (Figura la,c,d). O consumo de NaNOs
durante os cultivos ndo foi influenciado pelas diferentes condi¢des de estresse, pois as curvas de
concentragdo de NaNOs em fungdo do tempo para todos os cultivos realizados foram muito
semelhantes (Figura 1b). Outros autores também ndo identificaram diferencas significativas nas
concentracdes de nitrato no decorrer dos cultivos submetidos a diferentes concentrac@es salinas
(Takagi et al., 2006).

As condigdes de estresse ndo diminuiram a producdo de biomassa quando comparados aos
cultivos ndo submetidos a estas condi¢cdes. A comparacdo das médias através do teste de Tukey
mostrou que os valores de biomassa obtidos nas condi¢cdes normais de crescimento e em condi¢fes
de estresse salino e luminoso ndo diferem entre si ap6s 210 h de cultivo (Tabela 1).
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Figura 1 — (a) Biomassa, (b) consumo de nitrato de sodio, (c) concentracdo de carotenoides
(mg L) e (d) concentracéo de carotenoides (mg g™) nos cultivos de Dunaliella tertiolecta em
fotobiorreator airlift em condicGes de estresse salino e luminoso.
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Tabela 1 — Biomassa e concentragdes de carotenoides e lipidios nos cultivos de Dunaliella
tertiolecta em fotobiorreator airlift em condicdes de estresse salino e luminoso em 210 h.

Salinidade, Biomassa Concentracdo  Concentracéo Teor de
intensidade de luz de carotenoides de carotenoides lipidios
(M NaCl; klx) QL) (mg L) (mg g?) (%)
0,715; 17,5 1,19 + 0,002 4,34 +0,00? 3,64 £ 0,007 8,93+0,13*
1,215; 17,5 1,16 + 0,072 4,82 + 0,00 4,18 + 0,262 7,98 +0,09°
0,715; 30 1,24 + 0,062 4,93 + 0,09 4,00 £ 0,252 10,21 £ 0,03°
1,215; 30 1,18 + 0,112 5,08 + 0,04° 4,34 +0,28? 9,20 £ 0,117

A andlise estatistica dos dados experimentais mostrou que a iluminacdo e a salinidade
afetam significativamente a producéo de carotenoides (mg L) (p = 0,028) e lipidios (p < 0,0001)
pela microalga D. tertiolecta. Quanto maiores as condi¢fes de estresse salino e luminoso, apos a
fase de crescimento das microalgas, maior a sintese de carotenoides (mg L™) (Figura 2a). A
comparacdo das médias através do teste de Tukey mostrou que as quantidades de carotenoides (mg
L) obtidas nos cultivos sob condicdes de estresse sdo diferentes das obtidas nas condicdes
normais de crescimento durante todo o periodo (Tabela 1). Para os valores de carotenoides (mg g
1), o teste de Tukey demonstrou que os resultados obtidos ndo diferem entre si (Tabela 1). Com
relacdo ao teor lipidico total, o aumento da iluminacdo provoca maior sintese de lipidios pela
microalga D. tertiolecta, porém esta é diminuida com o aumento da salinidade (Figura 2b). A
comparacdo das médias através do teste de Tukey mostrou que os valores de lipidios obtidos nas
diferentes condicdes testadas neste trabalho diferem e entre si (Tabela 1). Outros autores também
obtiveram conteldos lipidicos mais elevados nas células de microalgas submetidas a maiores
intensidades luminosas (Tang et al., 2010).

Intensidade de luz (kix)
Intensidade de luz (kix)

||
||
- ° )
=
=
—J

06 07 08 09 10 11 12 13 4
Salinidade (M NaCl) Salinidade (M NacCl)

06 07 08 0.9 10 11 12 13

Figura 2 — Superficie de resposta da (a) concentracio de carotenoides em (mg L) e do (b) teor de
lipidios totais em 210 h de cultivo em funcédo da salinidade e intensidade luminosa.
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Estudos realizados com D. salina demonstraram que a melhor salinidade para a obtencéo de
concentracdes mais altas de carotenoides (mg L™) foi 1,5 M NaCl (Farhat et al., 2011), resultado
semelhante ao obtido neste trabalho, 1,215 M NaCl. Porém, os resultados obtidos por Farhat et al.
(2011) demonstram que uma vez atingido o crescimento das células, um acréscimo maior de sal
poderia aumentar o rendimento em carotenoides, da mesma forma como foi comprovado neste
trabalho de acordo com a Figura 2a. Os autores cresceram as microalgas nas concentracoes de 0,6,
1,5, 3,0 e 4,5 M NaCl durante todo o tempo de cultivo e a concentracdo maxima de carotenoides
obtida em todos tratamentos ndo ultrapassou 1 mg L. A maior concentracdo de carotenoides
obtida neste trabalho (5,08 + 0,04 mg L) pode ser atribuida a adicdo complementar de NaCl no
final da fase log de crescimento das células, pois salinidades em torno de 0,5 M NaCl sédo
consideradas mais apropriadas para a obtencdo de maiores concentracdes celulares da microalga
D. tertiolecta (Jahnke e White, 2003).
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