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CULTIVO DE Haematococcus pluvialis SOB CONDICOES DE ESTRESSE E EM
CONSORCIO MICROBIANO VISANDO OBTER MAIOR RENDIMENTO DE
ASTAXANTINA

RESUMO - A microalga Haematococcus pluvialis é conhecida como o
microrganismo que apresenta maior rendimento final de astaxantina em sua biomassa,
quando submetida a fatores de estresse celular eficientes. Contudo ainda apresenta
uma caracteristica de crescimento desfavoravel quando comparada a outras espécies
de microalgas cultivadas em escala comercial, visto que possui uma taxa de
crescimento intrinseca, resultando em baixa densidade celular ao final dos cultivos.
Assim, o rendimento final do pigmento é relativamente baixo. Neste sentido, este estudo
teve por objetivo avaliar a resposta de Haematococcus pluvialis ao processo de inducao
a carotenogénese por meio de estresse luminoso e nutricional, € promover 0 aumento
de biomassa vegetativa da microalga através da adicdo da rizobactéria promotora de
crescimento em plantas, Azospirillum brasilense V6, estirpe produtora do fito hormonio
AlA (&cido indol — acético), em cultivos estanques, visando obter maior rendimento final
de astaxantina. O trabalho foi dividido em duas fases. Primeiramente, no cultivo
referente ao controle (contendo apenas H. pluvialis) foram aplicadas duas combinacdes
de fatores de estresse celular para indugdo a sintese de astaxantina pela microalga,
visando a escolha do método de estresse a ser aplicado na fase seguinte. As células de
H. pluvialis foram submetidas ao estresse por alta intensidade luminosa (350 pmol
photons m s) ou ao mesmo estresse luminoso aliado a suplementacdo com COz2 (4%)
na aeracdo fornecida na fase exponencial de crescimento. Avaliou-se, entre outros
fatores de resposta celular, a concentracdo final de astaxantina na biomassa apos 10
dias de estresse. As concentracbes do pigmento foram 4,15 e 17,66 mg g¥,
respectivamente, para as culturas submetidas ao estresse luminoso e para as que
receberam o mesmo estresse luminoso aliado ao aumento da relacdo C/N no meio de
cultura. Sendo assim, para a etapa experimental seguinte, decidiu-se optar pela
combinacao de fatores estressantes para indugcédo a carotenogenese. A segunda fase



Xii

do trabalho foi conduzida com o objetivo de promover o aumento da densidade celular
de H. pluvialis através do cultivo em consércio com a rizobactéria produtora do
horménio acido indol acético (AlA), A. brasilense, visando maior rendimento final da
biomassa e do pigmento astaxantina. Os cultivos foram realizados em frascos com
capacidade de 1L, contendo 900mL de meio WC e aeracdo com ar atmosférico
sintético filtrado com fluxo de 100 mL min. As culturas foram mantidas em intensidade
luminosa de 50 umol photons m? s, fotoperiodo de 12hs e temperatura de 23°C. O
meio de cultura contido nos frascos foi inoculado com uma concentracéo final de 10.000
céls mL?! de H. pluvialis e 204.500 UFC mL ! de A. brasilense V6. O desenho
experimental foi conduzido com 6 tratamentos, tendo trés deles a adicdo de 100 ug mL™*
de triptofano e trés sem adicdo deste aminoacido, para controle, visto que esse
composto é precursor da sintese de AIA na bactéria A. brasilense. O experimento foi
conduzido durante 25 dias, sendo nos primeiros 15 dias avaliados a maxima densidade
celular obtida, clorofila a, biomassa seca, e a quantificacdo do AIA e nitrato no meio de
cultivo. Apds esse periodo, as células foram expostas a combinacdo de fatores
estressantes determinadas anteriormente, durante 10 dias, para inducdo a
carotenogenese. Ao final, foi mensurada a quantidade de astaxantina na biomassa
obtida. Durante a fase vegetativa de crescimento, ndo foi observada diferenca
significativa na maxima densidade celular e concentragcdo de clorofila a, entre os
tratamentos contendo a microalga. Contudo houve diferenca na concentracédo final de
nitrato dissolvido no meio, e apds o periodo de estresse 0s valores de astaxantina na
biomassa também apresentaram uma diferenca estatistica. As concentracdes do
pigmento foram 17,66 e 13,62 mg g, respectivamente, para as culturas controle
contendo apenas microalgas e para as culturas consorciadas com adi¢ao de triptofano.
O cultivo da microalga H. pluvialis consorciado com a bactéria A. brasilense V6, na
presenca do horménio acido indol-acético, ndo promoveu um aumento do crescimento
celular microalgal e nem da quantidade de astaxantina na biomassa submetida a

fatores de estresse celular.
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CULTURE OF Haematococcus pluvialis UNDER STRESS CONDITIONS AND IN A
MICROBIAL CONSORTIUM AIMING TO OBTAIN HIGHER YIELD OF ASTAXANTHIN

ABSTRACT - The microalgae Haematococcus pluvialis is known as the
microorganism that has a highest final yield of astaxanthin in its biomass, when induced
by efficient stress factors. However, still presents a characteristic of unfavorable growth
when compared to other species of microalgae grown on a commercial scale, once it
has an intrinsic growth rate that provides low cell density in the culture. Thus, the final
yield of the pigment is relatively low. Thus, this study aimed to evaluate the response of
Haematococcus pluvialis submitted to carotenogenesis induction process through light
and nutrient stress, and promotion of vegetative microalgae biomass increase through
the addition of the growth promoter bacteria in plants, Azospirillum brasilense V6, a
strain that produce the phyto hormone IAA (indole - acetic acid). The experiments were
performed in “batch” systems, aiming to obtain higher final yield of astaxanthin. The
work was divided into two phases. First, to the control (containing only H. pluvialis) it
was applied two combinations of stress factors to induce cellular synthesis of
astaxanthin by the microalgae, to define the method of stress to be applied in the next
phase. The cells of H. pluvialis were submitted to stress by high light intensity (seven
times the original) or the same light stress combined with CO2 supplementation (4%) in
the aeration provided in the exponential growth phase. We evaluated, among other
factors of cellular response, the final concentration of astaxanthin in the biomass after 10
days of stress. The pigment concentrations were 4.15 and 17.66 mg g, respectively, for
cultures submitted to light stress and to those who received the same light stress add
with the increase of C / N ratio in the culture medium. So, for the next experimental
phase, the combination of stress factors for inducing carotenogenesis was used. In the
second phase the work has the objective to promote increased cell density of H. pluvialis
by the consortium growth with the bacteria A. brasilense, aiming to increase the final
yield of biomass and pigment astaxanthin. The cultures were performed in erlenmeyer
flask with 1L capacity containing 900ml of WC medium and aeration with filtered

atmospheric synthetic air at a flow of 100 ml min-t. The cultures were maintained in light
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intensity of 50 mol photons m? s, a photoperiod of 12 hours and 23° C. The culture
media were inoculated with a final concentration of 10,000 cels ml?* of H. pluvialis and
204,500 CFU mL™? of A. brasilense V6. The experimental design was conducted with six
treatments, three of them with the addition of 100 mg mL? of tryptophan and three
without the addition of this amino-acid, for control, since this compound is a precursor of
IAA synthesis in the bacterium A. brasilense. The experiment was conducted for 25
days, and in the first 15 days it was evaluated the maximum cell density obtained,
chlorophyll a, biomass, and quantification of IAA and nitrate in the culture medium. After
this period, cells were exposed to a combination of stress factors as determined before,
during 10 days, for induction of carotenogenesis. At the last day, the amount of
astaxanthin in the biomass was determined. During the vegetative stage of growth, there
was no significant difference in maximum cell density and chlorophyll a concentration
among the treatments containing the microalgae. However there was a difference in the
final concentration of dissolved nitrate in the medium, and after the stress factors the
values of astaxanthin in the biomass also showed a statistical difference. The pigment
concentrations were 17.66 and 13.62 mg g, respectively, for control cultures containing
only microalgae, and for consorted cultures with tryptophan added. The cultivation of
microalgae H. pluvialis consorted with the bacterium A. brasilense V6 in the presence of
the hormone indole-acetic acid, did not promote an increase of microalgal cell growth

and astaxanthin amount, in the biomass submitted to cellular stress factors.

Keywords: promoting growth bacteria, carotenoid, Azospirillum brasilense, microalgae,

light and nutrient stress, indole-acetic acid



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O crescente interesse no estudo de microrganismos como microalgas, bactérias
e fungos deve-se a essencial importancia destes nas diversas cadeias tréficas e na
possibilidade da aplicacdo comercial em distintas areas como na nutricdo, na saude
humana e animal, no tratamento de aguas residuais, controle biologico, na producéo de
energia e na obtencdo de compostos de interesse das industrias alimentar, quimica e
farmacéutica.

Atualmente, as pesquisas em biotecnologia alimentar empregando microalgas
vém ganhando especial atencdo, visto que esses organismos sintetizam compostos
anicos, de acordo com a particularidade de cada microalga. Algumas espécies séo
cultivadas industrialmente em varios paises e a biomassa produzida tem sido utilizada
como fonte de produtos para aplicacdo na industria nutracéutica e farmacoldgica.

Dentre os compostos bioativos de interesse, os carotendides se destacam devido
a sua excelente propriedade antioxidante. Recentemente diversas pesquisas Vvém
enfatizando o potencial da astaxantina, em especial, uma vez que possui a maior
atividade antioxidante ja relatada quando comparada com a vitamina E, B-caroteno,
luteina e licopeno, por exemplo.

A astaxantina é produzida mundialmente por via sintética (BASF, Hoffman-La
Roche), majoritariamente. Contudo, a sintese quimica além de ser uma forma cara de
producdo devido ao fato da molécula ser muito complexa, invariavelmente pode conter
moléculas com configuragdo diferente da natural, fato que diminui a estabilidade do
produto. Adicionalmente, observa-se uma tendéncia mundial de exclusdo de compostos
sintéticos da cadeia alimentar.

Existem algumas iniciativas de obtencdo através da rota microbiologica,

principalmente extraida da microalga Haematococcus pluvialis, nos EUA (Cyanotech,



Mera Pharmaceuticals), Israel (Algatech), e no Japao (Fuji Chemical Industry). Contudo,
a maior dificuldade encontrada nesse segmento é a obtencéo de grande quantidade de
biomassa celular, visto que esta espécie apresenta baixa taxa de crescimento, o que
resulta em baixa produtividade final de astaxantina.

Por esse motivo, o cultivo desta microalga apresenta algumas dificuldades que
necessitam ser vencidas quando comparadas a outras espécies de microalgas
mundialmente produzidas em escala industrial. Durante décadas estudos de cinética
continuam a ser conduzidos com objetivo de determinar as condi¢des ideais de cultivo
da célula vegetativa e posterior inducdo da sintese de astaxantina. Caracteristicas
como sistemas de cultivo, meios de culturas, fotoperiodos, intensidade luminosa,
temperatura, relacdo C/N, deprivacdo de nutrientes e estresse osmoético como a adicao
de NaCl foram investigadas, visando aumentar o rendimento em biomassa ao final do
cultivo vegetativo e em seguida melhorar a eficiéncia na inducdo a sintese de
astaxantina por H. pluvialis.

Alguns estudos sugerem que a resposta da aplicacdo de rizobactérias,
conhecidas como promotoras de crescimento de plantas, em cultivos de microalgas
verdes trazem beneficios para o crescimento populacional microalgal, sendo relatados
aumentos significativos na taxa de reproducéo e de clorofila, por exemplo. A resposta
das microalgas esta relacionada com horménio secretado pelas bactérias, abrindo uma
nova frente promissora de investigacdo. No entanto, os efeitos de hormonios
promotores de crescimento em microalgas sdo pouco estudados.

Pesquisas com microalgas estdo em crescente expansao no Brasil e no mundo.
Explorar seu amplo potencial permite aprimorar a obtencdo de compostos de interesse
a partir da engenharia biotecnoldgica para futuras aplicagdes na industria, atendendo a
crescente demanda do mercado. Neste contexto, é possivel que o cultivo consorciado
da microalga com a rizobactéria traga um aumento dos indices produtivos dos cultivos
microalgais. Essa idéia esta fundamentada nos beneficios que o hormdnio secretado
pela bactéria possa ocasionar no desempenho das células de microalgas durante o
crescimento vegetativo e posteriormente, quando as células forem submetidas a fatores

estressantes para inducdo da sintese de astaxantina.



Neste sentido, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a resposta de
Haematococcus pluvialis ao processo de inducdo a carotenogénese por meio de
estresse luminoso e nutricional, e promover o aumento de biomassa vegetativa da
microalga através da adicdo da rizobactéria promotora de crescimento de plantas,
Azospirillum brasilense V6, estirpe produtora do fito horménio acido indol-acético (AlA),

em cultivos estanques, visando obter maior rendimento final de astaxantina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia das microalgas

As microalgas sdo microrganismos aquaticos encontrados tanto em ambientes
dulcicolas, como em salobros, marinhos e hipersalinos. Sdo seres fotossintetizantes,
contudo, podem apresentar comportamento heterotréfico (SIGEE, 2004). Apresentam
taxas de crescimento elevadas e constituem um dos mais eficientes 'sistemas
biolégicos’ de transformacao de energia solar e CO2 em compostos organicos, atraves
da fotossintese.

Historicamente, o fitoplancton € conhecido como a base da cadeia alimentar
aguatica, sendo portanto o alimento inicial da maioria dos organismos deste ambiente.
Muitos ainda dependem dessa fonte de alimento direta ou indiretamente durante o resto
do seu ciclo de vida. Também s&o ministrados como alimento de diversos animais
aguaticos cultivados, podendo ser fornecido diretamente em forma de cultivos frescos,
liofilizado adicionada a ragéo, ou ainda em forma de pastas e concentrados (NUNES et
al., 2009).

Atualmente, as microalgas estdo sendo mundialmente reconhecidas por estarem
relacionadas a diversas finalidades ligadas desde o tratamento eficaz de diferentes
tipos de efluentes como da industria de laticinio, parabolizacdo do arroz, vinhaca e
aguas residuarias (QUEIROZ et al., 2007; MARIANO, 2006; de-BASHAN et al., 2002),
até destinos mais refinados como a producédo de cosmeéticos, alimentos, suplementos
vitaminicos e protéicos, produtos nutraceuticos e farmacologicos, fins terapéuticos e
medicinais (BOROWITZKA, 1995; OLAIZOLA, 2003).

Compreendem um dos microrganismos mais promissores dentro do mercado da
biotecnologia, visto que produzem compostos primarios e secundarios altamente
valorizados como metabdlitos especificos e polissacarideos, pigmentos de interesse

como a clorofila, carotendides e ficocianinas, esteroéis, acidos graxos poliinsaturados



(PUFA), proteinas especificas, toxinas, etc (BOROWITZKA, 1995; CARDOZO et al,
2007).

Ha mais de 10 mil espécies de microalgas conhecidas, porém poucas sao
comercialmente cultivadas. Os principais géneros cultivados para fins de consumo
humano sdo Spirulina sp., Chorella sp., Dunaliella sp. e Haematococcus sp.
(OLAIZOLA, 2003; DONG & ZHAO, 2004).

2.2. A microalga Haematococcus pluvialis

A alga verde Haematococcus pluvialis pertence a divisdo Chlorophyta, ordem
Volvocales, familia Haematococcaceae e caracteriza-se por ser unicelular, biflagelada,
mével, possuindo tamanho médio de 10um. E considerada cosmopolita e pode ser
encontrada em todo o mundo, principalmente em aguas continentais e costeiras
(LORENZ, 1999). Apresenta um ciclo de vida bastante complexo, que demanda
conhecimento das condi¢des 6timas para crescimento (fase vegetativa) e producéo de
astaxantina (indug¢ao ao encistamento).

O ciclo de vida da célula vegetativa (Figura 1) compreende trés etapas: sob
condicbes favoraveis, as células (ainda menores e méveis) perdem seu flagelo (F),
aumentam substancialmente seu tamanho e volume celular (P) e comecam a se dividir.
A célula Theca (mé&e) pode gerar até 16 células filhas flageladas, moveis, que
posteriormente perderdo seu flagelo e recomecarao o ciclo.

Figura 1 - Ciclo de vida da microalga Haematococcus pluvialis. O tamanho da barra indica 50

mm. Fonte: http://www.bgu.ac.il/~aflaloc/images/LiCy.gif



Em situagbes em que as condi¢gbes de cultivo se tornem desfavoraveis e/ou
tornem o meio estressante, as células desta microalga param de se dividir e crescer de
forma vegetativa, e encistam (Figura 2). Assim acumulam rapidamente grandes
guantidades de astaxantina, e mudam sua coloracéo para vermelho. Entretanto, mesmo
apos longos periodos de dorméncia, quando as condigbes se tornarem propicias
novamente, estes cistos podem voltar a ser células vegetativas, fato que confere uma

caracteristica de resisténcia devido ao acumulo de astaxantina nesta espécie.

(b)

Figura 2. Fases do ciclo de vida da microalga Haematococcus pluvialis: (a) célula vegetativa
biflagelada; (b) cistos ricos em astaxantina. Fonte: LORENZ & CYSEWSKI, 2000.

A Haematococcus pluvialis é capaz de sintetizar uma grande quantidade de
astaxantina comparado a outras fontes naturais, uma vez que é capaz de acumular 4%
de astaxantina em relagdo ao seu peso seco (BECKER, 2004).

No entanto, esta espécie de microalga apresenta algumas caracteristicas
desfavoraveis quando comparada a outras microalgas cultivadas com éxito em escala
industrial, como a Dunaliella sp. e a Spirulina sp. (CIFUENTES et al., 2003). A maior
dificuldade esta relacionada a sua lenta velocidade de crescimento (u) durante a fase
vegetativa 0,5 — 0,9 div/dia (HAGEN et al., 1993; FAN et al., 1994; OROSA et al., 2005).

Este parametro esta diretamente ligado a baixa densidade celular obtida nos cultivos



comerciais, que excepcionalmente alcanca valores préoximos a 55 x 10* células/mL
(KOBAYASHI, 1993).

Diversos estudos de cinética sdo relatados, direcionados a propiciar condi¢cdes
ideais de cultivo da célula vegetativa para obtencao de grande quantidade de biomassa,
e posterior inducdo da sintese de astaxantina através da promocao de estresse nas
células. Os principais fatores estudados para otimiza¢do do crescimento vegetativo de
H. pluvialis estdo relacionados com sistemas de cultivo, manipulacdo de nutrientes
disponiveis para a célula, fotoperiodo, intensidade luminosa e temperatura (FABREGAS
et al., 2001; HATA et al., 2001; IMAMOGLU et al, 2007).

Dentre as formas de estresse celular mais funcionais para obtencdo de
astaxantina podemos destacar privacéo de nutrientes especificos, como o nitrogénio ou
fosforo (FABREGAS et al., 2003; IMAMOGLU et al. 2009); adicdo de NaCl
(KOBAYASHI et al., 1997); estresse oxidativo, promovido através da adicdo de ferro e
espécies reativas de oxigénio (EROs) (KOBAYASHI et al., 1993); aumento da relacéo
C/N disponivel para a célula (KANG et al.,, 2007) ou ainda aumento substancial da
intensidade luminosa (WANG et al., 2003; TORZILLO et al., 2005).

Além da biosintese de astaxantina, as células também respondem ao estresse
através de diversas alteracdes morfofisiolégicas, como por exemplo, o aumento da
excrecdo de carbono organico dissolvido (COD) pelas células. Esses compostos
desempenham um papel fundamental no equilibrio do ecossistema aquatico, e o aporte
nutricional do meio afeta diretamente a quantidade e a composicdo do exsudato
fitoplanctbnico, sendo esta relagcdo altamente espécie-especifica (SIGEE, 2004). A
quantidade de luz que incide sobre a célula também é um fator modulador da excrecao
de COD celular. O aumento da irradiancia incrementa o fluxo de carbono no
fitoplancton, e caso outros nutrientes ndo estejam disponiveis na mesma proporcao
resultard na limitagdo do crescimento e acréscimo da excre¢cdo de COD (DUBINSKY &
BERMAN-FRANK, 2001). Esses produtos sdo derivados diretamente da fotossintese,
seja de forma passiva (difusdo de compostos como carboidratos, polissacarideos,
polipeptideos, aminoacidos livres e &cidos orgéanicos) ou ativa (secretados como

enzimas extracelulares, sideréforos, etc) (SIGEE, 2004), e, portanto possuem estreita



relacdo com o nivel de estresse celular. Muitos destes compostos apresentam
propriedades de interesse industrial quimico e farmacéutico (CARDOZO et al, 2007).

2.3. Importancia e caracteristicas dos carotendides e da astaxantina

Entre os compostos mais valorizados no mercado nutracéutico estdo o0s
carotendides, devido principalmente a sua alta atividade antioxidante. Pertencem a um
grupo de pigmentos acessorios que compreende duas classes principais, 0s carotenos
(B-caroteno) e as xantofilas (astaxantina, zeaxantina e luteina). S&o pigmentos
amplamente utilizados na alimentacdo humana como corantes e moléculas bioativas, e
aditivos alimentares na racdo de animais como peixes (salmao e truta), camardes, aves
poedeiras e de corte (KOBAYASHI et al., 1997, CARDOZO et al., 2007), entre outros
fins.

Os carotenoides sao estruturas cujo esqueleto € composto de unidades de cinco
carbonos, e podem ser classificados em dois grupos, 0s carotenos e oxicarotenodides
(como as xantofilas, por exemplo). A diferenca fundamental consiste em suas
estruturas: os carotenos sdo hidrocarbonetos e as xantofilas contém oxigénio, além de
carbono e hidrogénio em sua molécula (VIEIRA et al.,1991). As variantes estruturais
estdo descritas a partir de bactérias, algas, fungos e plantas superiores, sendo estes
organismos fotossintéticos 0os Unicos responsaveis pela biosintese dos carotendides na
natureza.

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu modo de agir como
sequestradores de moléculas reativas de oxigénio singleto (EROS), e quelantes de ions
metélicos. Previnem os prejuizos nas células ao inibir a peroxidacao lipidica de acidos
graxos poliinsaturados essenciais e a formacao de radicais livres, que sao gerados
como subprodutos durante reacdes metabodlicas normais no corpo humano. No homem,
danos oxidativos tém sido ligados ao envelhecimento celular, a doencas degenerativas
como a arteriosclerose e neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, a
degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) e principalmente a diversos tipos de
cancer (NAGUIB, 2000; LORENZ, 2001).



Os carotendides também atuam favorecendo o aumento das lipoproteinas de
alta-densidade (HDL- colesterol bom), com consequiente melhora da fun¢éo cardiaca,
auxiliando também na prevencdo de doencas cardiovasculares (LORENZ e
CYSEWSKI, 2000). Possuem papel fundamental na fertilidade, na protecdo contra
efeitos da luz ultravioleta (UV), na resisténcia ao estresse e sdo excelentes precursores
de vitamina A (retinol) (LORENZ, 2001; CARDOZO et al, 2007).

Dentre os carotendides de maior interesse comercial esta a astaxantina, visto
que apresenta alta atividade antioxidante, a maior citada na literatura quando
comparada a outros compostos que apresentam tal propriedade. A eficiéncia deste
pigmento em comparagdo a outros carotendides como a luteina, o licopeno e [3-
caroteno € muito superior, por seu poder antioxidante ser aproximadamente 10 vezes
maior que o B-caroteno e 500 vezes maior que o a-tocoferol (Vitamina E) (NAGUIB,
2000; LORENZ, 2001). Seu mecanismo de acdo estad relacionado com sua alta
capacidade de interagir quimicamente com espécies reativas de oxigénio, como o
oxigénio singleto e os radicais livres.

A astaxantina (3,3'dihidroxi-B,B-caroteno-4,4'-diona) (Figura 3) € um carotendide
de coloragdo vermelho-alaranjada, do grupo das xantofilas, amplamente distribuido na

natureza e comumente presente em animais marinhos como o salméo e o flamingo.

Figura 3. Molécula da astaxantina. Fonte: LORENZ & CYSEWSKI, 2000.
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Entre os pigmentos produzidos pela H. pluvialis durante a fase de encistamento,
a astaxantina compreende 80-90% do conteudo de carotendides totais. Outros como a
cantaxantina, luteina e betacaroteno representam apenas uma pequena porcentagem
do conteudo total de carotendides nas células encistadas (LORENZ, 2001). Nesta
microalga a astaxantina estd presente principalmente complexada com éster, formado
por combinacdo de varios acidos graxos. A composicdo padrdo da molécula de
astaxantina proveniente deste microorganismo € aproximadamente 70% monoésteres,
25% diésteres e 5% livre (LORENZ e CYSEWSKI, 2000), sendo os monoésteres
ligados aos acidos graxos 16:0, 18:1 e 18:2.

s

Na microalga H. pluvialis a astaxantina € biosintetizada através da via
isoprendide (Figura 4) a qual é responsavel pela complexacdo de diversas moléculas
lipossoluveis como esterois, esteroides, hormoénios e vitaminas D, K e E. Essa via se
inicia com a atuacao da acetil-CoA e prossegue até o Ultimo passo oxidativo, resultando

na molécula de astaxantina.
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2.4. A bactéria Azospirillum brasilense

O Brasil é um dos paises pioneiros na utlizacdo de produtos comerciais
agricolas compostos por bactérias diazotréficas do solo chamadas rizébios. As
Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP) representam uma grande
variedade de bactérias, em sua grande maioria Gram negativas. Quando associadas
com plantas, formam estruturas especializadas nas raizes para a reducdo e o repasse
do nitrogénio atmosférico em uma forma assimilavel, e levam a alteracdes nos padrdes
morfofisioldégicos das raizes, como: incremento no didametro, densidade e comprimento
dos pélos radiculares, maior eficiéncia na absorcdo de agua, macro e micronutrientes,
maior atividade metabdlica e de enzimas nas raizes (HUNGRIA et al., 2010). Contudo,
o principal efeito sobre as plantas é o fornecimento de fitohorménios de crescimento
como auxinas, giberelinas e citocininas (EL-KHAWAS & ADACHI, 1999). A presenca
desses compostos auxilia 0 crescimento da raiz e da parte area do vegetal. Outro
aspecto importante € o efeito antagdnico sobre muitos microrganismos patogénicos
(CORREA et al.,, 2008), promovendo, portanto, um eficiente controle biolégico na
natureza.

A principal RPCP estudada atualmente no Brasil com capacidade de sintese da
auxina acido indol-acético (AlA) pertencente ao género Azospirillum (TIEN et al., 2008).
Este microrganismo é caracterizado como de vida livre, aerdbico, heterotréfico, sendo
extensivamente encontrado nas rizosferas de diversas culturas. O AIA pode ser
sintetizado e excretado por bactérias diazotroficas associativas como as pertencentes
ao género Azospirillum a partir do triptofano, que é utilizado como precursor fisioldgico
para a biossintese de auxinas em diversas plantas e microrganismos.

Ha décadas, com o objetivo de reduzir custo excessivo com fertilizantes, a
Embrapa Soja vem pesquisando a utilizacdo de RPCPs como inoculante em diversas
culturas de gramineas. A estirpe A. brasilense V6 (AbV6), proveniente da Embrapa, é
recomendada como inoculante da cultura do milho e sorgo, gerando um aumento de até
30% no rendimento final da safra do milho (HUNGRIA, 2011).
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As pesquisas com A. brasilense foram além da inoculacdo em plantas terrestres,
e de-BASHAN et al. (2002) documentaram a aplicacdo dessa bactéria co-imobilizada
em esferas de alginato com a microalga Chlorella vulgaris, para o tratamento de aguas
residuarias, supondo que 0sS microrganismos atuariam em conjunto no processo de

despoluicdo e absorcdo de nutrientes.

2.5. Cultivo de microalgas em consorcio com bactérias promotoras de

crescimento

Os hormoénios vegetais, como as auxinas, sdo reguladores naturais de
crescimento e influenciam diretamente nos processos fisiologicos de vegetais terrestres.
Apesar de haverem relatos evidenciando a presenca de fito horménio &cido indol-
acético (AIA) em amostras de algas coletadas em ambiente, estudos relacionando os
efeitos de hormdnios promotores de crescimento no desempenho de microalgas séo
escassos.

Ao aplicarem AIA diretamente em cultivos de Chlorella pyrenoidosa, CZERPAK
et al. (1999) observaram um aumento no total de clorofilas ‘a’ e ‘b’, fator que esta
diretamente relacionado com o aumento da biomassa. Adicionalmente, demonstraram
um aumento significativo nas quantidades excretadas de proteina e carboidratos
(monossacarideos — aldohexoses), comprovando uma alteracdo no metabolismo celular
das microalgas. Do mesmo modo, GONZALEZ & BASHAN (2000), comprovaram que a
adicao de AIA comercial promoveu um aumento significativo da multiplicacéo celular de
Chlorella vulgaris. Concluiram que, para a microalga estudada, a concentracao indicada
para adicdo desse hormdnio esta na faixa de 10°M.

Estudando microalgas co-imobilizadas com Azospirillum brasilense em alginato
para tratamento de efluentes, de-BASHAN et al. (2002) e de-BASHAN et al. (2008)
demonstraram que os beneficios relacionados com o aumento da densidade celular,
tamanho, biomassa seca e conteudo de clorofila e lipideos totais nas células de
microalgas estavam diretamente relacionados com a presencga e consumo do hormoénio

AlA secretado pelas bactérias.
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Com isso, estudos sugerem que respostas no cultivo de bactérias conhecidas
como promotoras de crescimento em plantas — produtoras de auxinas — consorciado
com microalgas verdes séo positivas, podendo levar a um aumento dos indices

produtivos das culturas microalgais.
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CAPITULO 2 - CAROTENOGENESE EM CELULAS DE Haematococcus pluvialis:
RESPOSTAS AOS ESTRESSES LUMINOSO E NUTRICIONAL

RESUMO - Esse trabalho teve por objetivo avaliar as respostas das células de
Haematococcus pluvialis ao processo de inducdo a carotenogénese, quando
submetidas ao estresse por alta intensidade luminosa ou ao mesmo estresse luminoso
aliado a suplementagdo com CO:2 (4%) em aeragdo fornecida durante a fase
exponencial de crescimento. Avaliou-se a concentracdo de astaxantina, a razao
carotendides/clorofila a, a biomassa seca e concentracdo celular, o nitrato e a excrecao
de carbono organico dissolvido. Na condicdo de suplementacdo com CO:2 e incremento
da iluminacdo, observou-se aumento da razdo carotendides/clorofila a e biomassa
celular. As células cessaram a divisdo no segundo dia de estresse, quando o nitrato se
tornou limitante e aumentaram significativamente seu biovolume. A excrecdo de
carbono organico e a concentracdo de astaxantina também aumentaram, e ao final de
10 dias de estresse foram de 1,32 x 102 pg cel! e 17,66 mg g*, respectivamente.
Quando as culturas foram submetidas apenas ao aumento da intensidade luminosa néo
foram observados aumentos relevantes nos parametros avaliados, exceto a
concentracdo celular. Estes resultados demonstram que o estresse por intensidade
luminosa aliado a suplementagdo com CO2 otimiza a carotenogénese em H. pluvialis,

aumentando a producao de astaxantina.

Palavras-chave: excregdo, astaxantina, CO2, carbono organico dissolvido, microalga,

carotenoide
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CHAPTER 2 - CAROTENOGENESIS IN Haematococcus pluvialis CELLS:
RESPONSES TO LIGHT AND NUTRIENT STRESS

ABSTRACT - This work aimed to evaluate the responses of Haematococcus
pluvialis cells to carotenogenesis induction process, when subjected to stress by high
light intensity (seven times the original) or the same stress combined with light
supplementation with CO2 (4%) in the aeration provided in the exponential growth
phase. Was evaluated the concentration of astaxanthin, the carotenoids / chlorophyll a
ratio, biomass and cell concentration, the nitrate and excretion of dissolved organic
carbon. With a supplemental CO2 and increase in lighting, there was an increase of the
carotenoids / chlorophyll a ratio and cell biomass. The cells stopped dividing on the
second day of stress, when nitrate became limiting and significantly increased their
biovolume. The excretion of organic carbon and the concentration of astaxanthin also
increased, and the final of 10 days of stress were 1.32 x 102 g cel! and 17.66 mg g,
respectively. When cultures were subjected only to the increase in light intensity was not
observed significant increases in the assessed parameters except cell concentration.
These results demonstrate that stress for light intensity combined with CO:2
supplementation optimizes carotenogénese H. pluvialis, increasing the production of

astaxanthin.

Keywords: release, astaxanthin, COz2, dissolved organic carbon, microalgae, carotenoid
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1. INTRODUCAO

A microalga Haematococcus pluvialis vem despertando o interesse académico e
industrial hd décadas, sendo reconhecida como um dos microrganismos que mais
produzem astaxantina (BECKER, 2004). A astaxantina (3,3'dihidroxi-f3,3-caroteno-4,4'-
diona) € um pigmento vermelho amplamente utilizado na alimentacdo de peixes como
salméo e truta, aves e suinos (CARDOZO et al., 2007). Tem sido apontada como um
agente promotor de melhoras significativas no desempenho animal, sendo relatado o
incremento de alguns parametros do sistema imunolégico da truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss (AMAR et al.,, 2004). Igualmente, CUZON et al. (2004)
demonstrou que o fornecimento de astaxantina na alimentacdo do camaréo
Litopennaeus vannamei proporcionou maior sobrevivéncia de larvas nauplios.

Diversos estudos vém sendo conduzidos visando o aumento do rendimento da
producdo de astaxantina durante o cultivo de H. pluvialis (SARADA et al., 2002).
Grande parte dos resultados demonstra que a adicdo de mais de um fator estressante a
célula aumenta, até devida propor¢cdo, a produtividade final deste carotendide na
biomassa (FABREGAS et al., 2003).

Dentre as formas mais funcionais de estresse celular podemos destacar a
privacdo de nutrientes especificos, como o nitrogénio ou fésforo (FABREGAS et al.,
2003; IMAMOGLU et al. 2009); adicdo de NaCl (KOBAYASHI et al., 1997); estresse
oxidativo, promovido através da adicao de ferro (KOBAYASHI et al., 1993); aumento da
relacdo carbono/nitrogénio (C/N) disponivel para a célula (KANG et al.,, 2007) e
aumento da intensidade luminosa (WANG et al., 2003; TORZILLO et al., 2005).

Um 6timo desempenho no processo de carotenogénese invariavelmente esta
relacionado com o aumento substancial da intensidade luminosa. Esta relagdo positiva
entre o incremento da iluminacdo e o desempenho da carotenogénese pbde ser
observada em células submetidas a uma intensidade de 200 pumol photons m? st
(KANG et al., 2007), que nesse caso representou um aumento de 4 vezes o valor inicial
da intensidade luminosa. Outros pesquisadores, ao trabalharem com uma intensidade
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luminosa inicial de 75 pmol photons m? st, recomendaram um aumento no valor de 6 a
7 vezes o valor da irradiacéo inicial, nesse caso, 546 pmol photons m? s* (IMAMOGLU
et al., 2009).

De outra forma, ao adicionarem acetato de sodio no meio de cultura de células
de Haematococcus pluvialis no final da fase exponencial, GOKSAN et al. (2010)
obtiveram células encistadas (aplandsporos vermelhos) com um maior peso seco e
maior concentracdo de pigmentos, demonstrando que a adicdo de uma fonte de
carbono é benéfica nessa etapa de inducéo a carotenogénese. Resultados semelhantes
foram obtidos por KOBAYASHI et al. (1993) quando adicionaram acetato de sédio em
culturas na fase exponencial de crescimento.

Esses fatores indutores do aumento da sintese de astaxantina pela célula de H.
pluvialis podem ser acompanhados através das alteracfes de alguns parametros
fisiologicos e abibticos, como o aumento do tamanho e biomassa celular (CIFUENTES
et al., 2003), da razéo carotendides/clorofila a (Car/Chl a) intracelular (KOBAYASHI et
al., 1993; KOBAYASHI et al., 1997; OROSA et al.,, 2005), ou ainda da razdo C/N
disponivel para a célula (KOBAYASHI et al., 1997; KANG et al., 2007).

O carbono orgéanico excretado pelas células do fitoplancton desempenha papel
fundamental no equilibrio do ecossistema aquatico, contribuindo com grande parte do
carbono orgéanico dissolvido neste ambiente. Muitos destes compostos apresentam
propriedades de interesse industrial quimico e farmacéutico (DUBINSKY & BERMAN-
FRANK, 2001; CARDOZO et al, 2007). Sendo metabdlitos primarios possuem estreita
relacdo com o processo de fotossintese, podendo ser liberados de forma passiva
(difusdo de compostos como carboidratos, polissacarideos, polipeptideos, aminoacidos
livres e &cidos orgéanicos) ou ativa (secretados como enzimas extracelulares,
sideroforos, etc.) (SIGEE, 2004). A excrecdo de carbono organico dissolvido pelas
células também indica o estresse celular, visto que o aporte nutricional do meio afeta
diretamente a quantidade e a composi¢cao do exsudato, sendo esta relagdo altamente
espécie-especifica (SIGEE, 2004).

Estudos relacionados a excre¢do de carbono orgénico pelas células de H.

pluvialis sdo escassos, e 0 mecanismo de excre¢cdo da microalga estudada é pouco
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conhecido. Também € escassa a fonte de informacg&o sobre a relacdo da concentracao
de astaxantina e esta excrecéo. Neste sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar as
respostas das células de H. pluvialis durante o processo de indug¢do a carotenogénese
quando submetida ao aumento da intensidade luminosa em sete vezes e adicdo de 4%

de CO2na aeracao fornecida na fase exponencial de crescimento celular.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Cultivo da microalga

A cepa axénica de Haematococcus pluvialis (CMEA 227 C1), proveniente da
colecdo da Universidade Federal Fluminense — RJ, foi cultivada em meio WC
(GUILLARD & LORENZEN, 1972), com pH 7,0 e a seguinte composicao final: NaNOs3
(1,0 x 10 M), CaCl2.2H20 (2,5 x 10* M), MgS04.7H20 (1,5 x 104 M), NaHCOs (1,5 x
10 M), K2HPOa4 (5,0 x 10 M), Na2Si03.9H20 (1,0 x 10* M), tampéo TRIS (0,5 g/L™Y);
Solugcdo de micronutrientes CuS0O4.5H20 (4,01 x 10® M), ZnSOa4. (7,65 x 108 M),
CoCl2.6H20 (4,20 x 10® M), MnCl2.4H20 (9,10x 107 M), Na2M004.2H20 (2,48 x 108 M),
H3sBOs (1,62x 10° M); Solucdo de Ferro e EDTA (FeClzs.6H20 = 1,17 x 10° M e
Na2EDTA.2H20 = 1,17 x 10° M) e Solucdo de vitaminas (mg L' de agua destilada):
Tiamina/HCI= 0,1 ; Biotina= 0,0005; Vitamina Bi2 = 0,0005.

Durante 15 dias, tempo necessario para a cultura atingir a fase exponencial, as
células foram aclimatadas nas condicbes descritas a seguir, as quais foram
determinadas em ensaios prévios: frascos com capacidade de 1L, contendo
inicialmente 900 mL de meio WC, e aeracdo com ar atmosférico sintético filtrado com
fluxo de 100 mL min', receberam células de H. pluvialis numa concentracédo final de
10% céls mL1. As culturas foram mantidas em intensidade luminosa de 50 pmol photons
m2 s, fotoperiodo de 12hs claro/ 12hs escuro e temperatura de 23°C.

No 16° dia a concentragdo foi de 5,25 x 10* céls mL?, e os cultivos foram
distribuidos em frascos contendo 500 mL de cultura, para constituir dois tratamentos.
No primeiro a intensidade luminosa foi alterada para 350 pmol photons m=2 s7,
mantendo o fotoperiodo, a aeracdo e temperatura. No segundo, além do aumento da

iluminacdo na mesma propor¢ao, a aeracao nos cultivos foi substituida por uma mistura
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gasosa (semelhante ao ar atmosférico) contendo 4% de CO2, sendo mantido o fluxo de
aeracdo (100 mL min?), fotoperiodo e a temperatura. Essas condicdes de estresse
foram mantidas durante 10 dias.

Os tratamentos foram conduzidos em triplicada. A contagem celular foi realizada
em camara de Neubauer, e a taxa de crescimento especifica (1) determinada de acordo
com a seguinte equacgao: U = (3,322/(T2— T1).(Log N2/N1), onde p = velocidade de
crescimento; 3.322= fator de conversdo do logaritmo base 2 a base 10; (T2 — T1) =
intervalo de tempo em dias; N1 = densidade celular inicial; N2 = densidade celular final;
Log = Logaritmo em base 10. A velocidade ou taxa de crescimento especifica de cada
unidade experimental foi obtida considerando o dia de cultivo no qual a populacao
alcancou a maxima densidade celular.

A biomassa seca foi determinada através da filtracdo de aliquotas de 10 mL em
filtros de fibra de vidro (1,2 um), previamente incinerados em mufla e calibrados. O
calculo da biomassa seca (céls mLt; ug cél?) foi realizado apés a secagem dos filtros
em estufa a 60°C durante 3 horas, usando uma balanca analitica Mettler-Toledo AT21

Comparator, a qual possui uma preciséo de 6 casas decimais.

2.2. Mensuracgdo da excrecdo de carbono organico dissolvido e nitrato (N-NOg)
dissolvido

Para determinacéo da quantidade de carbono organico dissolvido (COD) e nitrato
dissolvido nos cultivos, 5 mL de amostra foi filtrada em filtros de acetato estéreis com
didmetro de poro de 0,22 um durante todo o periodo experimental.

O carbono organico dissolvido foi mensurado através do aparelho Total Organic
Analizer, TOC-V CPH Shimadzu. O nitrato foi determinado através da reacao
colorimétrica segundo MACKERETH (1978).

2.3. Carotenogénese
Para quantificacdo de clorofila a e carotendides totais, amostras foram filtradas
em filtros de fibra de vidro (1,2 um) e maceradas em acetona a 90% durante a fase de

aclimatagdo. Durante a etapa em que as células foram submetidas a fatores
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estressantes, a extracdo dos pigmentos foi realizada com uma solugcédo 50% (v/v) de
dimetil sulfoxido (DMSO) e acetona 90%. As amostras permaneceram no escuro,
durante 24hs, refrigeradas a 4°C. A determinacédo foi feita em espectofotdbmetro nos
comprimentos de onda 480, 665 e 750 nm.

A quantidade celular dos carotendides totais e da clorofila a foi calculada através
da formula descrita por STRICKLAND & PARSONS (1968). A maturacdo celular foi
acompanhada através da razao intracelular carotendide/clorofila a (Car/Chl a)
(KOBAYASHI et al.,, 1993; KOBAYASHI et al., 1997), a qual distingue células

vegetativas (verdes), cistos imaturos (marrom) e cistos maduros (vermelhos).

2.4. Determinacao da astaxantina

Ao final do experimento (25° dia de cultivo), as culturas foram centrifugadas a
3500 x g, a 10°C durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
concentradas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, e liofilizadas.

A extracdo dos pigmentos foi realizada com DMSO (Sigma- Aldrich), aquecido a
50° C, e as amostras homogeneizadas em vortex a cada 10 minutos durante a
incubacéo (LORENZ, 2001).

A concentracdo de astaxantina foi determinada por técnica de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC), equipado com bombas LC — 10ATVP (Shimadzu) e
detector UV-VIS SCL-10AVP (Shimadzu). Os extratos foram separados utilizando uma
coluna analitica LUNA C18, 100A — 250 x 4,6 mm, 5um, com fluxo de 1mL. min . Foram
injetados 50 puL de amostra do tratamento em que as culturas foram expostas apenas a
maior iluminagcédo, e 20 pL de amostra do tratamento em que, além do aumento da
intensidade luminosa foi adicionado 4% de CO: a aeragdo. Os pigmentos foram
separados em condi¢cbes de gradiente com o uso de solugédo A (acetato de amodnia:
metanol - 20:80 v/v) e B (acetona:metanol - 20:80 v/v), e a corrida seguiu com o0
gradiente: 0 min 40% A, 60% B; 10 min 20% A, 80% B; 20 min 20% A, 80% B; 22 min
0% A, 100% B; 32 min 0% A, 100% B; 40 min 40% A, 60% B; 55 min 40% A, 60% B.

A coluna foi calibrada com padréo de astaxantina livre (Sigma-Aldrich / A9335,

98% de pureza). Picos correspondentes ao espectro de absorcdo da astaxantina livre
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foram mensurados em 478 (x4) nm (BRITTON, 1995) e considerados como astaxantina
nao hidrolisada. O software utilizado para quantificagdo dos picos de astaxantina foi
LC10, e a equacdo da linearidade obtida foi y=7E+06x-186457. Os valores da
quantificacdo de astaxantina por HPLC sao apresentados como o total de equivalentes

de astaxantina por grama de massa seca celular.

2.5. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e as analises realizadas atraves
do programa estatistico SAS 8.0. (2001). Foi aplicada uma analise de variancia
(ANOVA), e as diferencas entre as médias das triplicatas comparadas pelo teste de
Tukey (p=<0,05).

3. RESULTADOS

A aclimatacéo da cultura de Haematococcus pluvialis foi realizada com intuito de
que as respostas fisiologicas e metabdlicas das células demonstrassem maior eficiéncia
quando expostas aos fatores estressantes. No inicio do cultivo (primeiros 15 dias), a
maxima densidade celular obtida foi de 4,45 x 10* céls mL* e a taxa de crescimento
especifica (mensurada no 15° dia de cultivo) foi de p=0,24. Nessa etapa inicial, a
densidade celular e 0 aumento da biomassa da alga apresentaram um desempenho
semelhante (Figura 1A e B), e a razado carotendides/clorofila a (Car/Chl a) sofreu pouca
modificacdo, se mantendo proximo a 0,3 durante o periodo de crescimento e
aclimatacao (Figura 2A). Houve pequena variagao na quantidade de carbono excretado
pelas células (Figura 2C), decorrente do aumento da quantidade de células.

A partir do 16° dia de cultivo, as células de H. pluvialis expostas as duas
condicbes estressantes apresentaram respostas distintas. Na situacdo em que as
culturas foram expostas apenas a maior iluminacdo, as células continuaram em fase
vegetativa e houve um aumento gradual na concentragdo celular, atingindo a maxima
densidade (14,44x10% cél mL1) no ultimo dia de cultivo. No tratamento em que, além do
aumento da intensidade luminosa foi adicionado 4% de CO: a aeracédo, a concentracao

celular atingida foi 8,88x10* cél mL* (Figura 1A).
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obtidos nos cultivos de Haematococcus pluvialis expostos a 350 pmol photons m2 s (¢) e a
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Com a adicdo de CO2 nos cultivos, houve um pequeno incremento na
concentracéo celular, porém a reproducao foi interrompida no segundo dia de estresse
(18° dia de cultivo), quando a quantidade de nitrato tornou-se um fator limitante (Figura
2B). Esses fatores estressantes induziram a uma mudanca morfolégica das células, que
perderam seus flagelos e comecaram a se encistar, adquirindo a coloracdo
avermelhada. O volume e tamanho celular comegaram a aumentar significativamente o
que foi traduzido em uma produtividade final de biomassa que foi 798,3 mg L no 25°
dia de exposicao aos fatores de estresse (Figuras 1C e B).

A razao Car/Chl a de ambos os tratamentos comegou a diferir a partir do
segundo dia de estresse (Figura 2A). O valor observado foi de 5,83 no ultimo dia de
cultivo nas culturas em que houve um aumento da relacdo C/N no meio, enquanto que
no tratamento com alteracdo apenas da quantidade de luz a razao final foi 0,67.

Do mesmo modo, o consumo da fonte de nitrogénio foi diferenciado entre os
cultivos. Quando adicionado 4% de CO:2 na aeracdo, houve uma rapida deple¢do do
nitrato no meio, e os resultados demonstraram deficiéncia desse nutriente logo no
segundo dia de estresse (Figura 2B). No tratamento condicionado apenas pelo aumento
de iluminacgao, essa condicao foi observada no oitavo dia de estresse. As variagbes na
concentracéo de nitrato condicionaram diferentes razes C/N entre os tratamentos. As
raz0es C/N consideradas no 16°, 18°, 20° e 25° dia de experimento foram
respectivamente 1,47; 5,03; 23,38; 50,43 para o tratamento em que as culturas foram
expostas apenas a maior iluminacao, e 5,39; 90,08; 305,75; 749,37 para a condicdo em
que, além do aumento da intensidade luminosa foi adicionado 4% de CO:2 a aeragéo.

Os resultados observados na Tabela 1 apontam uma diferenca significativa na
quantidade de nitrato presente nos diferentes tratamentos ao final do experimento. A
taxa de excrecdo de carbono organico dissolvido/célula aumentou exponencialmente
em ambos os tratamentos logo apos as células serem submetidas aos fatores
estressantes (Figura 2C). Os resultados da Tabela 1 evidenciam que, ao final do
experimento, a quantidade de carbono organico dissolvido presente nos cultivos de H.
pluvialis em que foi fornecido CO2 na aeragao, foi maior (p<0,05) do que nos cultivos de

células expostas somente ao aumento de iluminacao.
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A quantificagdo da astaxantina corroborou com o0s demais parametros
apresentados. O teor de astaxantina obtido (mg eq. astax /g células) foi 17,66 mg g*
para o tratamento em que adicionalmente foi fornecido 4% de CO:2 na aeracdo e

4,15 mg g* para a repeticdo que sofreu apenas estresse luminoso (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de nitrato (N-NOgz), carbono organico dissolvido (COD) e
astaxantina quantificados no 10° dia de estresse (25° dia de experimento), em cultivos de

Haematococcus pluvialis. Médias seguidas do desvio padrdo.

N-NOs Carbono orgéanico Astaxantina
Tratamento dissolvido dissolvido ( o
1 3 1 mg eg. astax /g de
(mg L) (x 107 ug celt) células)
350 UE photons m2 st 0,14 £ 0,041 A 0,68 +0,03 8 4,15+0,098
350 UE photons m? s + 4% de CO» 0,03 +0,003 8 1,32+0,094 17,66 + 1,224
Teste F 133,02* 111,7* 722,83*
CV (%) 14,27 7,62 7,98

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente (Tukey p>0,05).

* Significativo a 5% de probabilidade.

4. DISCUSSAO

A baixa concentracdo celular e taxa especifica de crescimento obtidas em
cultivos dessa espécie de microalga foram relatadas em diversos estudos e nas mais
variadas condi¢Bes experimentais (DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al., 2004; OROSA et
al., 2005). Trabalhando com o mesmo fotoperiodo e iluminacdo aplicados nesse estudo
durante a fase de aclimatacdo, KANG et al. (2005) obtiveram valores maximos de
n=0,23 dial. Ao cultivarem células vegetativas de Haematococcus pluvialis em meios
alternativos contendo acetato de sodio, com fotoperiodo semelhante e iluminacdo de 50
umol photons m2 s, KOBAYASHI et al., (1993) alcancaram valores excepcionais de

concentragdo celular, préximos a 55 x 10* células mL 1. Contudo, essa fonte de
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carbono propicia um ambiente favoravel a contaminacéo bacteriana, e por esse motivo
o cultivo mixotréfico ainda € um ponto muito questionado por diversos autores
(KOBAYASHI et al., 1993; KOBAYASHI et al., 1997). Além disso, a aplicacdo de CO:2
como fonte de carbono € mais barata devido a disponibilidade a partir da fermentacéo
nas usinas produtoras de etanol.

Nas culturas em que foi aplicado apenas um fator estressante, foi observado um
acréscimo na taxa de crescimento logo ap0s o aumento na intensidade luminosa (16°
dia de cultivo). Nesse tratamento o crescimento vegetativo se estendeu até o ultimo dia
de experimento, quando a razdo Car/Chl a apresentou um pequeno aumento.

O inicio do processo de carotenogénese em células induzidas através da adicédo
de 4% de CO:2 a aeracgao aliado ao aumento da intensidade luminosa foi evidenciado no
segundo dia de estresse (18° dia de cultivo), quando foi observado o esgotamento da
fonte de nitrogénio, o cessamento da divisao celular, e a massa seca celular aumentou
gradativamente.

Condicionada pelo aumento da relacdo C/N no meio, no 18° dia de cultivo
também po6de ser observado que a razdo Car/Chl a aumentou rapidamente, coincidindo
com a deplecdo do nitrato no meio. Esse comportamento também foi reportado por
OROSA et al. (2005), que demonstrou que as células apresentaram um rapido aumento
da razdo Car/Chl no momento em que houve deficiéncia de nitrato no meio de cultivo.
Adicionalmente, KOBAYASHI et al. (1997) e JEON et al. (2006) comprovaram que
manipulacdo da relacdo C/N para producdo de astaxantina somente € eficaz na
presenca de luz.

A taxa de excre¢do celular de COD teve um incremento continuo a partir do
momento em que as culturas receberam um estresse luminoso aliado a suplementacéo
com CO2, contudo, esse gradiente foi menor em culturas que receberam apenas
estresse luminoso. Nesse caso, acréscimo substancial na taxa de excre¢do de carbono
foi observado no 20° dia de cultivo, periodo que coincidiu com a deplecdo do nitrogénio
(N-NO3).

Os organismos fitoplanctonicos podem liberar para o0 meio ambiente quantidades

de carbono orgéanico dissolvido derivado diretamente da fotossintese, seja de forma
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ativa ou passiva (SIGEE, 2004). Fatores de estresse, como deplecao de nutrientes e
outros que incrementem a fotossintese, mas néo a citocinese, aumentam as taxas de
excrecdo de carbono organico dissolvido (DUBINSKY & BERMAN-FRANK, 2001). De
fato, quando as condi¢des ideais de crescimento foram mantidas, a quantidade de
carbono excretado foi relativamente constante. Portanto, os aumentos das taxas de
excrecdo nas culturas comprovam o efeito de stress causado pelo aumento da
intensidade de luz e do COs..

Contudo, células expostas a condicdes nas quais 0s nutrientes tornam-se
limitante, porém com o aparelho fotossintético ainda ativo, aumentam sua taxa de
excrecdo por nao haver divisdo celular, sendo o carbono assimilado em excesso
eliminado por difusdo. A quantidade de carbono excretado pelas células varia muito de
acordo com as espécies estudadas, ambiente em que estao expostas, estado fisioldgico
e tamanho da célula (DUBINSKY & BERMAN-FRANK, 2001).

A inexisténcia de dados na literatura especificamente sobre a espécie de
microalga estudada, H. pluvialis, dificulta a comparacdo da taxa de excregcédo de
carbono celular apresentada desse estudo. No entanto, a excrecdo de COD foi
efetivamente maior nas culturas em que a sintese de astaxantina foi induzida através da
manipulagéo da relacdo C/N aliada ao aumento da irradiagéo. A eficiéncia desta forma
de estresse foi confirmada com a quantidade significativamente maior de astaxantina
produzida nesse tratamento (1,77%) comparada com 0 estresse apenas luminoso
(0,41%).

Parte do carbono absorvido é utilizado para acumular reservas, na forma de
compostos nitrogenados ligados a cadeia de carbonos — como exemplo os
carotendides, que nesse caso servirdo principalmente como protecdo a célula
(DUBINSKY & BERMAN-FRANK, 2001). Considerados como pigmentos acessorios, 0s
carotendides sdo fundamentais na transferéncia de energia no fotossistema Il, e de
acordo com WANG et al. (2003) as células de H. pluvialis mantém sua funcado PSII
durante a fase de carotenogénese, mantendo a fixacdo de carbono inorganico atraves

da atividade fotossintética.
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Em situacOes de estresse, a atividade do fotossistema | (PSI) é reduzida, e o0 O2
gerado no PSIl continua a ser eliminado e acumulado, podendo rapidamente ser
convertido em H202 e HO (WANG et al., 2003). Essas formas reativas de oxigénio,
conhecidas como ROS (reactive oxygen species), podem causar diversos danos
irreversiveis as células como, por exemplo, destruicdo de membranas ou inibicdo da
atividade enzimatica. Assim, como mecanismo de defesa, a célula de H. pluvialis
produz a astaxantina, um composto antioxidante que inibe os danos causados pelo
ROS gerado. KOBAYASHI et al. (1993) concluiram que a carotenogénese € uma
resposta da célula mediada pelo ROS.

Nesse contexto, 0 aumento na excre¢do de carbono dissolvido comprova que a
atividade fotossintética € mantida, gerando excesso de Oz, que por sua vez induz a um
processo de biosintese e acumulo de astaxantina. Alguns autores sugerem ainda que o
estresse gerado pela deplecdo de nutrientes é a forma mais efetiva de geracdo de
ROS, o que leva a uma forma eficaz de indugéo a carotenogénese (WANG et al., 2003).

5. CONCLUSOES

A sintese de astaxantina, a biomassa seca final e a excre¢cdo de carbono
organico dissolvido por H. pluvialis sdo maiores quando aplicado o estresse luminoso
em combinacao com adi¢céo de 4% de CO:2 na fase exponencial de crescimento.

O aumento da taxa de excrecdo de carbono organico pelas células esta
diretamente relacionado a efetividade do estresse quando aplicado os dois fatores de

inducéo a carotenogénese.
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CAPITULO 3 - CULTIVO CONSORCIADO DE Haematococcus pluvialis COM
Azospirillum brasilense VISANDO AUMENTAR A PRODUCAO DE BIOMASSA E
ASTAXANTINA PELA MICROALGA

RESUMO - A microalga Haematococcus pluvialis é conhecida como o
microrganismo que apresenta maior rendimento final de astaxantina em sua biomassa,
quando induzida a fatores de estresse celular eficientes. Contudo ainda apresenta uma
taxa de crescimento intrinseca que proporciona uma baixa densidade celular ao final
dos cultivos. Neste sentido, este estudo teve por objetivo promover o aumento de
biomassa vegetativa da microalga através da adicdo da bactéria promotora de
crescimento em plantas, Azospirillum brasilense V6, estirpe produtora do fito hormonio
acido indol-acético (AlA), visando obter maior rendimento final de astaxantina. O
desenho experimental foi conduzido com 6 tratamentos, tendo trés deles a adicdo de
100 pg mL?t de triptofano e trés sem adicdo deste aminoacido, para controle. O
experimento foi conduzido durante 25 dias, sendo nos primeiros 15 dias avaliados a
méaxima densidade celular obtida, clorofila a, biomassa seca, e a quantificacdo do AlA e
nitrato no meio de cultivo. ApGs esse periodo, as células foram expostas a combinacao
de fatores estressantes durante 10 dias, para indug¢do a carotenogenese. Ao final, foi
mensurada a quantidade de astaxantina na biomassa obtida. Durante a fase vegetativa
de crescimento, ndo foi observada diferenca significativa da maxima densidade celular
e concentracdo de clorofila a, entre os tratamentos contendo a microalga; contudo
houve diferenca na concentracéo final de nitrato dissolvido. Apds o periodo de estresse
os valores de astaxantina na biomassa também apresentaram uma diferenca
estatistica, e as concentragbes do pigmento foram 17,66 e 13,62 mg g3,
respectivamente, para as culturas controle contendo apenas microalgas e para as
culturas consorciadas com adicdo de triptofano. O cultivo da microalga H. pluvialis
consorciado com a bactéria A. brasilense V6, na presenca do horménio acido indol-
acético, ndo promoveu um aumento do crescimento celular microalgal e nem da

guantidade de astaxantina na biomassa submetida a fatores de estresse celular.
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acido indol acético

CHAPTER 3 - CONSORTED CULTIVATION OF Haematococcus pluvialis AND
Azospirillum brasiliense AIMING TO INCREASE BIOMASS AND ASTAXANTHIN
PRODUCTION BY MICROALGAE

ABSTRACT - The microalgae Haematococcus pluvialis is known as the
microorganism that has a highest final yield of astaxanthin in its biomass, when induced
by efficient stress factors. However, still has intrinsic growth rate that provides a low cell
density in the culture. Thus, this study aimed to promote increased vegetative biomass
of microalgae by the addition of promoting growth bacteria in plants, Azospirillum
brasiliense V6, producing strains of the phyto hormone IAA (indole-acetic acid), to obtain
higher final yield of astaxanthin. The experimental design was conducted with six
treatments, three of them with the addition of 100 mg mL? of tryptophan and three
without addition of this amino acid to control. The experiment was conducted for 25 day,
in the first 15 days was evaluated the maximum cell density obtained, chlorophyll a,
biomass, and quantification of IAA and nitrate in the culture medium. After this period,
cells were exposed to a combination of stress factors for 10 days, for induction of
carotenogenesis. In the end of experiment, was measured the amount of astaxanthin in
the biomass obtained. During the vegetative stage of growth, there was no significant
difference in maximum cell density and chlorophyll a concentration among the
treatments containing microalgae; however has difference in the final concentration of
dissolved nitrate. After the period of stress the values of astaxanthin in the biomass also
showed a statistical difference, and the pigment concentrations were 17.66 and 13.62
mg g, respectively, for control cultures containing only microalgae, and for consorted
cultures with tryptophan added. The cultivation of microalgae H. pluvialis consorted with

the bacterium A. brasiliense V6 in the presence of the hormone indole-acetic acid, did
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not promote an increase in the microalgal cell growth and astaxanthin amount, in the

biomass submitted to cellular stress factors.

Keywords: growth promoting bacteria, carotenoid, carotenogenesis, indole-acetic acid

1. INTRODUCAO

A microalga Haematococcus pluvialis € mundialmente reconhecida por sua
capacidade de sintetizar e acumular grande quantidade do carotendide astaxantina em
sua biomassa (BECKER, 2004). Possui um ciclo de vida complexo, que compreende
uma fase vegetativa com células verdes flageladas, que em condi¢cdes estressantes
perdem seu flagelo e encistam, alterando sua coloracdo para vermelho devido ao
acumulo de astaxantina em sua célula.

Apresenta uma caracteristica de crescimento desfavoravel quando comparada a
outras espécies de microalgas cultivadas em escala comercial, visto que possui uma
taxa de crescimento intrinseca que proporciona uma baixa densidade celular ao final
dos cultivos (HAGEN et al., 2001; OROSA et al., 2001). Nesse ponto, a desvantagem
esta relacionada a producdo de uma reduzida biomassa celular que acumulara
astaxantina, resultando em um rendimento final do pigmento relativamente menor.
Diversos estudos vém sendo conduzidos na tentativa de otimizar a obtencdo de
biomassa vegetativa, contudo o foco principal estda na manipulacdo de fatores ja
conhecidos, como nutrientes, temperatura, fotoperiodo e intensidade de luz (HARKER
et al., 1996; HAEGEN et al., 2001).

O aumento do crescimento vegetativo de microalgas através do consorcio com
bactérias promotoras de crescimento tem sido reportado para poucas espécies de
cloroficeas, muitos deles aplicando a bactéria Azospirillum ssp. (GONZALEZ &
BASHAN, 2000; de-BASHAN et al., 2005). O maior interesse neste aspecto esta
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relacionado a secrecado por esta bactéria, de horménio que promove o desenvolvimento
da microalga resultando em maior crescimento.

Os hormonios vegetais sdo reguladores naturais de crescimento e influenciam
diretamente nos processos fisioldgicos. O acido indol-acético (AlA), hormdnio secretado
pela bactéria Azospirillum brasilense (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000), € a
auxina natural mais comum encontrada em plantas. Em microalgas, os fitohormonios
podem levar a um aumento da populacdo, da concentracao de clorofila, tamanho celular
e concentracao de lipideos (CZERPAK et al., 1999; de BASHAN et al., 2002).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi promover o aumento da densidade
celular de H. pluvialis através do cultivo em consércio com a bactéria produtora do
hormonio AIA, A. brasilense, visando maior rendimento final da biomassa e do pigmento

astaxantina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo da microalga

O in6culo da cepa axénica de Haematococcus pluvialis (CMEA 227 C1),
proveniente da colecdo da Universidade Federal Fluminense — RJ, foi cultivado e
mantido em meio WC (Guillard & Lorenzen, 1972), com pH 7,0 e a seguinte composi¢ao
final: NaNOsz (1,0 x 103 M), CaCl2.2H20 (2,5 x 104 M), MgS04.7H20 (1,5 x 10 M),
NaHCOs (1,5 x 10* M), K2HPO4 (5,0 x 10° M), Na2Si03.9H20 (1,0 x 104 M), tampéao
TRIS (0,5 g LY); Solugéo de micronutrientes CuSOa4.5H20 (4,01 x 10® M), ZnSOa. (7,65
x 108 M), CoCl2.6H20 (4,20 x 108 M), MnCl2.4H20 (9,10x 107 M), Na2M00a4.2H20 (2,48
x 108 M), H3BO3 (1,62x 10°° M); Solucédo de Ferro e EDTA (FeCl3.6H20 = 1,17 x 10° M
e Na2EDTA.2H20 = 1,17 x 10° M) e Solucéo de vitaminas (mg L de agua destilada):
Tiamina/HCI= 0,1 ; Biotina= 0,0005; Vitamina Bi2 = 0,0005. Culturas com 6 dias de

idade foram utilizadas como inGculo para o experimento em consércio com a bactéria.
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2.2. Cultivo da bactéria

A estirpe de Azospirillum brasilense V6 (AbV6), cedida pelo Laboratério de
Bioguimica de Microrganismos e de Plantas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), foi cultivada em 50
mL de meio de cultura DYGS, composto de Glicose (2g L), Peptona (1,5g L), Extrato
de Levedura (2,0g L?), KH2PO4.7H20 (0,5 L), Acido Glutamico (1,5 L), MgSQ4.7H20
(0,5g L1); com pH 6,8, no escuro, a 30 °C e agitacdo constante de 150 rpm.

Em experimento prévio, a curva de crescimento e quantificacdo da concentracao
celular correspondente foram estabelecidos a partir de uma curva padrdao de
absorbéancia (densidade 6tica de 600 nm), com o ajuste da densidade bacteriana pela
adicao de solucao salina a 0,85%. A quantidade de células foi determinada por diluices
seriadas seguida de plaqueamento e determinacao do numero de unidades formadoras
de colénias (UFC). Partindo desse padrao, o indculo da bactéria foi adicionado quando
a densidade Otica estava proxima a 0,9 (DOe00=0,9), sendo a quantificagdo conferida

através do plagueamento e contagem do nimero de UFC mL™* da bactéria.

2.3. Cultivo consorciado dos microrganismos

O experimento foi conduzido em frascos com capacidade de 1L, contendo
inicialmente 900 mL de meio WC suplementado com 100 pg mL™* de triptofano, pH 7,0 e
aeracdo (ar atmosférico sintético filtrado) com fluxo de 100 mL mint. O meio de cultura
contido nos frascos foi inoculado com 10* céls mL! de H. pluvialis e 204.500 UFC mL !
de A. brasilense V6, sendo essa a quantificacdo bacteriana considerada como a do dia
0 (zero). Essas concentracdes iniciais foram determinadas em ensaios prévios,
baseados nos estudos realizados por GONZALEZ & BASHAN (2000) e de-BASHAN et
al. (2008). As culturas foram mantidas em intensidade luminosa de 50 pmol photons m?
s1, fotoperiodo de 12hs e temperatura de 23°C durante 15 dias. A suplementagéo com
triptofano foi necessaria, pois, de acordo com STEENHOUDT & VANDERLEYDEN
(2000) e de-BASHAN et al. (2008), esse aminoacido € precursor dos compostos
inddlicos secretados pelas bactérias.



43

O desenho experimental foi conduzido com 6 tratamentos, tendo trés deles a
adicao de triptofano e trés sem adicdo deste aminoacido, para controle. Os tratamentos
estdo representados por: T1 — cultivo apenas da microalga; T2 — cultivo da microalga
em meio suplementado com triptofano; T3 — cultivo da microalga e da bactéria em meio
suplementado com triptofano; T4 — cultivo da microalga e da bactéria em meio sem
suplementacdo com triptofano; T5 — cultivo apenas da bactéria; T6 — cultivo da bactéria
em meio suplementado com triptofano. O tratamento T2 foi conduzido para certificacao
de que o hormbnio &cido indol-acético (AlA) ndo seria produzido pela microalga e o T4
teve como objetivo comprovar o efeito do AIA produzido pela bactéria sobre a
microalga. Dois controles negativos (T5 e T6 - ausentes de células da microalga) foram
realizados para certificacdo da producédo de AlA pelas bactérias em meio WC.

Essa primeira etapa do experimento foi conduzida durante 15 dias. No 16° dia,
os cultivos referentes aos tratamentos T1 e T3 foram expostos a fatores de estresse
celular para inducédo das células de microalga a sintese de astaxantina. Para isso, a
intensidade luminosa foi alterada para 350 pmol photons m2 s, e a aeragdo nos
cultivos foi substituida por uma mistura gasosa (semelhante ao ar atmosférico)
contendo COz2 (4%), sendo mantido o fluxo de aeracdo (100 mL mint), fotoperiodo e a
temperatura. Essas condigbes de estresse foram mantidas durante 10 dias. No final do
experimento (25 dias de cultivo), foi determinada a quantidade de astaxantina na

biomassa.

2.4. Parametros mensurados

Crescimento vegetativo

Os tratamentos e analises foram conduzidos em triplicada. A contagem celular
foi realizada em camara de Neubauer, e a taxa de crescimento especifica (W)
determinada de acordo com STEIN (1973). A biomassa seca foi determinada através da
filtracdo de aliqguotas de 10 mL em filtros de fibra de vidro (1,2 um), previamente

incinerados em mufla e calibrados. O célculo da biomassa seca (mg L) foi realizado
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apos a secagem dos filtros em estufa a 60°C durante 3horas. A balanca utilizada foi
Mettler-Toledo AT21 Comparator, com preciséo de 5 casas decimais.

Para quantificacdo de clorofila a, 5mL foram filtrados em filtros de fibra de vidro
(1,2 um) e maceradas em acetona a 90%. As amostras permaneceram Nno escuro,
durante 24hs, refrigeradas a 4°C. A leitura foi feita em espectofotdmetro nos
comprimentos de onda 665 e 750 nm. A quantidade celular foi calculada através da
férmula descrita por LORENZEN (1967).

Para mensuracdo da quantidade de nitrato dissolvido nos cultivos, 5 mL de
amostra foi filtrada em filtros de acetato estéreis com diametro de poro de 0,22 pm
durante todo o periodo experimental. O nitrato (N-NOgs) foi determinado através da
reacao colorimétrica segundo MACKERETH (1978).

A determinacé&o do numero de UFC foi realizada apos 0, 10 e 15 dias de cultivo.
Para contagem e quantificacdo, amostras foram diluidas em série (solugdo salina a
0,85%) e semeadas em placas contendo meio DYGS adicionada de Agar (9g L%),
incubadas durante 72hs a 30°C, no escuro.

A quantificacdo de acido indol-acético presente nos cultivos foi realizada de
acordo com o método colorimétrico descrito por GORDON e WEBER (1951). Apés 0, 5,
7, 9, 13 e 15 dias de cultivo, uma aliquota de 2 mL foi retirada de cada tratamento e
centrifugada durante 10 minutos, a 7.000 x g e temperatura de 15°C. Em seguida, 1mL
do sobrenadante de cada repeticdo foi transferido para tubo de ensaio, sendo
adicionados 2 mL do reagente de Salkolwisk (ImL FeCls 0,5M em 50mL HCIO4 35%).
Os tubos foram mantidos no escuro por 30 minutos. A presenga do hormonio foi
guantificada pela absorbancia a 530nm em espectrofotbmetro. Para a estimativa de
producdo de AlA, utilizou-se uma curva-padrao com acido indol-acético (Sigma), com

98% de pureza.

Inducéo a sintese de astaxantina
Ao final do experimento, as culturas foram centrifugadas a 3500 x g, a 10°C
durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células concentradas foram

imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas. A extracdo dos
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pigmentos foi realizada com dimetil sulféxido (DMSO / Sigma- Aldrich) aquecido a 50°C,
e as amostras homogeneizadas em vortex a cada 10 minutos durante a incubacgéo
(LORENZ, 2001).

A concentracdo de astaxantina foi determinada por técnicas de cromatografia
liguida de alta performance (HPLC), equipado com bombas LC — 10ATVP (Shimadzu) e
detector UV-VIS SCL-10AVP (Shimadzu). Os extratos foram separados utilizando uma
coluna analitica LUNA C18, 100A — 250 x 4,6 mm, 5um, com fluxo de 1mL. min . Foram
injetados 20 pL de amostra. Os pigmentos foram separados em condi¢cdes de gradiente
com o uso de solugéo A (acetato de amonia: metanol - 20:80 v/v) e B (acetona:metanol
- 20:80 v/v), e a corrida seguiu com o gradiente: 0 min 40% A, 60% B; 10 min 20% A,
80% B; 20 min 20% A, 80% B; 22 min 0% A, 100% B; 32 min 0% A, 100% B; 40 min
40% A, 60% B; 55 min 40% A, 60% B.

A coluna foi calibrada com padréo de astaxantina livre (Sigma-Aldrich / A9335,
98% de pureza). Picos correspondentes ao espectro de absorcdo da astaxantina livre
foram mensurados em 478 (x4) nm (BRITTON, 1995) e considerados como astaxantina
nao hidrolisada. O software utilizado para quantificacdo dos picos de astaxantina foi
LC10, e a equacdo da linearidade obtida foi y=7E+06x-186457. Os valores da
quantificacdo de astaxantina por HPLC sao apresentados como o total de equivalentes

de astaxantina por grama de massa seca celular.

2.5. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos foram
avaliados com relacdo a sua homogeneidade e as andlises realizadas através do
programa estatistico SAS 8.0. (2001). Foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA),
e as diferencas entre as médias das triplicatas comparadas pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Crescimento vegetativo

Durante a fase de crescimento vegetativo das culturas, ndo foi observada
diferenca significativa na maxima densidade celular de H. pluvialis entre os tratamentos
(Tabela 1). As curvas de crescimento da microalga nos diversos tratamentos podem ser
visualizadas na Figura 1A, e, durante os 15 dias de cultivos sem estresse as taxas de
crescimento mensuradas para cada condicdo experimental foram: u=0,17 para o cultivo
apenas da microalga (T1); u=0,18 para o cultivo da microalga em meio suplementado
com triptofano (T2); u=0,18 para o cultivo da microalga e da bactéria em meio
suplementado com triptofano (T3) e u=0,19 para o cultivo da microalga e da bactéria em
meio sem suplementacdo com triptofano (T4).

De mesmo modo, ndo houve variagdo na concentracdo de clorofila a das células
da microalga durante o crescimento nas condi¢cdes dos varios tratamentos (Figura 1C),
e o0s valores finais da concentragcdo deste pigmento ndo apresentaram diferenca
significativa (Tabela 1). Portanto, o desempenho das células de microalga foi

semelhante em todos os tratamentos, independente da condi¢c&o de cultivo.

Tabela 1. Valores médios da maxima densidade celular, clorofila a e nitrato dissolvido
(N-NOs3) obtidos no 15° dia de cultivo consorciado de Haematococcus pluvialis com
Azospirillum brasilense V6, e producédo de astaxantina pela microalga no ultimo dia de
estresse (25° dia de cultivo).

Tratamento derllvsl?()j(éde Clorofila a di;\lsgll(\?ieao Astaxantina

(x10% cél mL-1) (ug LY) (mg LY) (mggeq(': Q:;ax /

Tl 445+1004A  2679,89+24554A 483 +1,12A 17,66+1,234

T2 4,87 +0,25A  2655,17 +488,824 2,44 +0,59 BC -

T3 4,63+0,21A  2744,17 + 248,03~ 3,37 +0,238 13,62+0,768

T4 536+0,14~  3159,50+393,00A 1,88 +0,27°€¢ -

Teste F 1,66 2,92 1545 * 47,32 *
CVv 11,04 12,38 21,01 6,52

Médias seguidas do desvio padrédo. T1 — cultivo apenas da microalga; T2 — cultivo da microalga
em meio suplementado com triptofano; T3 — cultivo da microalga e da bactéria em meio
suplementado com triptofano; T4 — cultivo da microalga e da bactéria em meio sem
suplementacéo com triptofano. Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste F. *Significativo a 5% de probabilidade (Tukey p=0,05); NS néo
significativo.
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Contudo, a biomassa seca final foi significativamente maior (p<0,05) nas
condi¢cdes dos tratamentos T2 e T4 do que nos tratamentos T1 e T3, conforme visto na
Figura 1B. Esse fato se deve a um aumento do tamanho das células da microalga nas
condi¢des dos cultivos T2 e T4, visto que a diferenga na densidade celular final n&o foi
representativa. Assim, as células de microalgas apresentaram maior biomassa seca
final nos tratamentos em que houve a adi¢cdo do aminoacido (T2=112,86 mg L) e na
condicdo da presenca de A. brasiliensis V6 sem o triptofano (T4=118,33 mg L). Sabe-
se que a H. pluvialis apresenta 6timo desempenho em meios contendo fontes de
aminoacido e nutrientes de fonte organica (KOBAYASHI et al., 1993; KOBAYASHI et
al., 1997), contudo esses mesmos autores relataram a dificuldade de manutencdo da
assepsia desses cultivos em escala comercial, considerando que varios sistemas
produtivos séo realizados em tanques abertos que favorecem muito a contaminacéo e
proliferagdo microbiana (DEL CAMPO et al., 2007).

Entretanto, ao contrario do esperado, foi observado um desempenho melhor das
microalgas na auséncia do acido indol-acético. A presenca do triptofano no meio de
cultivo nao favoreceu o crescimento celular de H. pluvialis, visto que o rendimento final
de biomassa seca foi semelhante entre os cultivos T1 e T3 (Figura 1B). Ainda, é
interessante ressaltar que, na presenca da A. brasiliensis V6 mas sem o triptofano no
meio de cultura (T4), a biomassa seca final foi significativamente maior do que na
auséncia da bactéria e do AlA (T1), demonstrando que o0 aumento na biomassa celular
definitivamente ndo apresenta uma relacdo positiva com a presenca do acido indol-
acético secretado pela bactéria.

A concentracdo de AIA mensurada no T3 durante os 15 dias de cultivo sem
estresse teve um acréscimo, e variou entre 0,51+0,02 x 10°M e 2,07+0,32 x 10°M,
conforme visualizado na Figura 2B. A concentracdo Otima de AIA indicada para a
microalga Chlorella vulgaris foi em torno de 10°M, e de acordo com GONZALEZ &
BASHAN (2000), a presenca deste hormoénio no meio de cultura promoveu um aumento
significativo da multiplicacdo celular da espécie estudada. Contudo, essa resposta

positiva ndo foi observada para H. pluvialis na condi¢cao experimental deste trabalho.
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Figura 1. Valores médios de densidade celular (A), biomassa seca (B) e clorofila a (C)
obtidos nos cultivos de Haematococcus pluvialis consorciado com Azospirillum brasilense V6.
T1 — cultivo apenas da microalga (¢); T2 — cultivo da microalga em meio suplementado com
triptofano (e); T3 — cultivo da microalga e da bactéria em meio suplementado com triptofano
(A); T4 — cultivo da microalga e da bactéria em meio sem suplementacao com triptofano (x).
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No controle negativo contendo o aminodacido precursor (T6) foi verificada a
presenca de AIA, enquanto naguele sem a presenca de triptofano (T5) ndo ocorreu a
producdo do hormoénio. Igualmente, ndo foi detectada a presenca de AIA nos
tratamentos T1, T2 e T4 (Figura 2B). Essa situacao mostrou que a microalga H. pluvialis
ndo é produtora de fitohormdénios, quando cultivada na presenca do aminoacido
precursor de compostos inddlicos. Além disso, houve uma reducdo na quantidade de
AIA mensurado na cultura consorciada suplementada com triptofano, quando
comparada com o tratamento T6, o qual consistia apenas de A. brasiliensis V6
suplementada com o aminoé&cido (Figura 2B).

Com esses resultados, pode-se sugerir que 0 aminoacido presente no meio é
consumido pela microalga, mas ndo contribui para o crescimento celular, causando um
efeito contrario do esperado. Outra possivel explicacdo para o ocorrido é a inibicdo da
producdo do hormdnio pelas bactérias na presenca da microalga, j& que a variacdo na
quantidade de UFC mL™* mensurada nos tratamentos T3, T4 e T6 durante o cultivo foi
muito pequena.

Os valores médios da quantificacdo celular de A. brasiliensis V6 para os
tratamentos T3, T4 e T6 no 10° dia de cultivo foram 3,42x10% UFC mL™?; 3,37x10% UFC
mL?; 3,34x10% UFC mL%, e no 15° dia de cultivo foram 3,28x10% UFC mL%; 3,41x103
UFC mL* e 3,30x10% UFC mL™.

Ja o consumo do nitrato foi diferenciado entre os cultivos, e os resultados
mostrados na Tabela 1 confirmam uma diferenca significativa na quantidade presente
nos cultivos no 15° dia de cultivo. Entretanto, pode-se afirmar que nao houve
contribuicdo desta fonte de nitrogénio por parte das bactérias, pois ao contrario,

observa-se que a menor quantidade de (N-NOs) foi mensurada no T4.

Quantificacdo da astaxantina nas células submetidas ao estresse

A eficiéncia do estresse celular induzido através do aumento da iluminacao
aliado ao aumento da relacdo C/N ja foi discutida e comprovada por diversos autores
(KANG et al., 2007; KOBAYASHI et al.,, 1997). A quantificacdo da astaxantina

demonstrou que os valores finais deste pigmento na biomassa foram significativamente
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diferentes. No entanto, os resultados apresentados na Tabela 1 mostraram que o cultivo
consorciado de H. pluvialis com a A. brasiliensis V6, na presenca do horménio AlA,

resultou em uma menor concentracédo de astaxantina na biomassa.
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Figura 2. Valores médios das concentracdes de nitrato (N-NOs3) (A) e &cido indol-acético (B) no
meio de cultura, obtidos nos cultivos de Haematococcus pluvialis consorciado com Azospirillum
brasilense V6. Tl — cultivo apenas da microalga (¢); T2 — cultivo da microalga em meio
suplementado com triptofano (e); T3 — cultivo da microalga e da bactéria em meio
suplementado com triptofano (A); T4 — cultivo da microalga e da bactéria em meio sem
suplementacdo com triptofano (x); T6 — cultivo da bactéria em meio suplementado com
triptofano (m).
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Os valores apresentados de concentragdo de astaxantina estao dentro da faixa
obtida por outros autores (OLAIZOLA, 2000; DOMINGUEZ-BOCANEGRA et al., 2004),
mas o cultivo consorciado da microalga com a bactéria ndo contribuiu para o

crescimento celular e nem favoreceu a sintese de astaxantina.

4. CONCLUSOES

O cultivo da microalga H. pluvialis consorciado com a bactéria A. brasilense V6,
na presenca de triptofano, precursor da sintese do horménio acido indol-acético, ndo
promoveu um aumento do crescimento celular microalgal e nem da quantidade de
astaxantina na biomassa.

Respostas positivas foram observadas em cultivos consorciados ausentes de
triptofano no meio de cultura onde a densidade celular da microalga foi igual a obtida na
cultura axénica. Quando as células foram expostas a fatores indutores da sintese de
astaxantina na microalga, a presenca da bactéria e do precursor do horménio néo

favoreceu a sintese de astaxantina contida na biomassa.
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