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RESUMO

As microalgas apresentam diversos compostos metabolitos que, atualmente, vem
sendo extraidos de forma ascendente para originar produtos naturais. Um desses
produtos sdo os antioxidantes cuja funcdo é de proteger as células contra os
radicais livres e as espécies reativas de oxigénio (ERO). A microalga Messastrum
gracile (Reinsch) T. S. Garcia € um importante recurso devido a seu facil cultivo,
grande quantidade de nutrientes, possivel efeito antioxidante e principalmente pelo
baixo custo. Nas microalgas, a luminosidade é um importante fator para seu
desenvolvimento e producdo de compostos nutricionais e metabdlicos e, quando
ofertada em excesso, pode gerar um estresse e afetar a producdo de antioxidantes
do organismo. Assim o projeto avaliou o potencial efeito dos antioxidantes
produzidos pela microalga Messastrum gracile em cultivo ideal de luminosidade (60
pmol m2s?) e cultivo com estresse luminoso de 120 pmol m2s? por dois periodos
(24 horas e 72 horas). A microalga foi cultivada em meio de cultura CHU12, em
galdes de 10 L, e foi avaliada em quatros periodos da curva de crescimento: 7°,
140, 21° e 28° dia. Os antioxidantes Catalase, Superoxido Dismutase, Glutationa
Peroxidase e os carotenoides foram mais efetivos no 7° dia de crescimento da
microalga, durante o cultivo ideal de luminosidade obtendo uma melhor resposta
frente a peroxidacao lipidica, em comparagéo com os cultivos de estresse luminoso
de 24 e 72 horas. Os resultados obtidos permitem concluir que é possivel cultivar
a microalga até o 7° dia de crescimento sem aumentar o fornecimento de luz para

produzir uma quantidade maior de antioxidantes, sem prejuizo para M. gracile.

Palavras-chave: Antioxidantes, Messastrum gracile, luminosidade.
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ABSTRACT

Microalgae presents several metabolic compounds which have been extracted in
order to obtain natural products. The antioxidants, which protects the cells from free
radicals and reactive oxygen species (ROS) are among those compounds. The
microalgi Messastrum gracile (Reinsch) T.S. Garcia is an important resource due to
easiness on cultivation, great nutrients amount, potential antioxidant effect and
mainly for its low-cost production. Light is an important factor for the development
and nutritional compound production of microalgae. When in excess may result in a
stress which affects the antioxidants production. The aim of the present research
was to evaluate the antioxidants activity produced by the microalgi Messastrum
gracile grown in optimal light conditions (60 umol m2s1) compared with cultivation
submitted to two light stress periods (120 pmol m2s?, 24 and 72 hours prior to
sampling). The microalgi was grown on CHU12 culture medium, in 10 L containers
and was assessed in four periods: 7!, 14", 21" and 28™" day. The antioxidants
Catalase, Superoxide Dismutase, Glutathione Peroxidase and Carotenoids were
more effective at seven days of growth and at optimal light conditions and the lipid
peroxidation presented better results in comparison with light stress conditions. The
obtained results allow to conclude that is possible to grow Messastrum gracile until
the 7t growth day without increasing light intensity to produce a higher antioxidant
amount, with no harm to the microalgi.

Keywords: Antioxidant, Messastrum gracile, luminosity.
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1 INTRODUCAO GERAL

As microalgas sdo organismos que apresentam diversificada composicao
bioquimica e tém atraido interesse na area comercial e de producédo para a
obtenc&o de compostos de alto valor nutricional (GARCIA-ROMERAL et al., 2017).

No ambiente aquéatico as microalgas desempenham papel fundamental na
ciclagem de nutrientes, balanco do pH e na remocédo de didéxido de carbono,
gerando oxigénio e promovendo melhoria na qualidade da agua, através da
absorcdo de compostos nitrogenados (PEREZ-GARCIA et al., 2011). Também
atuam na remocdo de nutrientes, elementos quimicos, metais pesados e micro-
organismos patogénicos presentes em aguas residuais, sendo uma tecnologia
limpa e sustentavel para o tratamento de efluentes (ANSILAGO et al., 2016). Além
disso, sao fonte de micronutrientes, vitaminas e lipideos para toda a comunidade
aquética sendo de grande importancia na producdo e balanco de oxigénio
dissolvido na &gua e servindo como fonte de alimento para diversas espécies,
sendo um elo na cadeia alimentar (BARCELLOS et al., 2012).

O interesse em cultivar microalgas chama atencdo em relacdo ao valor
comercial de produtos extraidos e ampla variedade de aplicagbes (GULDHE et al.,
2017). As microalgas assimilam os nutrientes incorporando-os a sua biomassa,
obtendo um produto nutricionalmente rico, podendo ser utilizado como suplemento
em diversas areas. A producao de nutrientes e metabolitos varia ao longo das fases
de crescimento da microalga, produzindo os nutrientes necessarios para seu
metabolismo (MORIOKA et al., 2014).

Compostos com atividade antioxidante podem ser encontrados em algumas
microalgas, como as Chlorophyceae, devido a sua variedade de nutrientes,
vitaminas, enzimas e carotenoides. Por se tratarem de organismos
fotossintetizantes, a luz é um fator importante para o seu desenvolvimento e
composicao bioquimica. A alta luminosidade pode afetar o metabolismo, gerando
uma desordem e um aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
elevando consequentemente as respostas da linha de defesa, os antioxidantes.

Os carotenoides, importantes antioxidantes ndo enzimaticos, sao utilizados na
aquicultura para ressaltar a coloracdo de camardes, peixe salmonideos e peixes
ornamentais (BROWN, 2002). Também sao utilizados na industria cosmética e
farmacéutica e na alimentagdo humana (MARIANO, 2014; EL GAMAL, 2010).
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Alguns estudos relatam que os antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
provenientes de microalgas podem prevenir e impedir diversas doengas, como a
diabetes, doencas cardiacas e o cancer, podendo ser utilizadas para a fabricacéo
de medicamentos (SHANAB et al, 2012; LUO et al., 2015).

H& um grande interesse em encontrar novos e seguros antioxidantes a partir
de fontes naturais para prever a deterioragcdo oxidativa dos alimentos e minimizar
0os danos oxidativos das células vivas. O uso de antioxidantes sintéticos tem
decrescido devido a sua atividade suspeita como promotor da carcinogénese
(SHANAB et al., 2012).

Assim, a microalga Messastrum gracile, podera ser uma linha de partida para
utilizacdo como produto de antioxidante natural para o0 uso no mercado e na

pesquisa.

10
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar a atividade dos antioxidantes da microalga Messastrum
gracile em cultivo sem estresse luminoso (60 pmol m2s?) e cultivo com estresse

luminoso de 120 pmol m2s™ por dois periodos (24 horas e 72 horas).

2.1 Objetivos especificos

- Avaliar qual método deve ser adotado para a extracao do antioxidante;

- Determinar o periodo de maior producao dos antioxidantes durante a curva de
crescimento da microalga;

- Verificar qual antioxidante é produzido em maior escala

- Verificar se 0 estresse com maior intensidade de luz afeta a producao de

antioxidantes;

11
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Messastrum gracile (Reinsch) T. S. Garcia

Messastrum gracile anteriormente era nomeada como Ankistrodesmus
gracilis (Reinsch) Korshikov, mas Garcia da Silva et al. (2017) realizaram analises
moleculares com o gene 18S rDNA concluindo que o género deveria ser
modificado, sendo entdo classificada como Messastrum gracile T. S. (Garcia)
(Figura 1).

Figura 1: Eletron-micrografia de varredura de exemplares da microalga Messastrum
gracile em aumento (330x).

Fonte: BACHION, 1996

De acordo com GUIRY & GUIRY (2019), a posicéo sistematica atual desta
microalga € a seguinte:

Classe: Chlorophyceae

Ordem: Sphaeropleales

Familia: Selenastraceae

A Chlorophyta é referente ao grupo de algas verdes e se caracteriza por conter
cloroplastos com dupla membrana, tilacoides empilhados, amido como reserva e
clorofila a e b (FRIEDL, 1997; CHAPMAN et al., 1998). Esta divisdo engloba
organismos de agua marinha e doce, sendo consideradas as principais produtoras

primarias dos ambientes aquaticos (BOCK, 2010).

12
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As algas Chlorophyceae constituem um grupo muito amplo e variado de
microalgas que podem ser: unicelulares, de vida colonial, filamentosa. S&o
altamente exploradas em cultivo ja que engloba taxons de facil acesso em
ambientes aquaticos (ESTEVES, 2011). Apresentam cor verde intensa devido a
clorofila a e b que mascaram os carotenos e xantofilas. As Chlorophyceae
comumente contém em sua composicdo cerca de 32% de fibras totais, 10% de
minerais, 44% de proteina, 12% de acidos graxos e 2% de clorofila em relacédo ao
peso seco (PANIANGUA, 2003). As Chlorophyceae unicelulares sdo geralmente
selecionadas para cultivo em massa e utilizadas na alimentacdo de organismos
aquéaticos por apresentarem parede celular mais fina e, portanto, uma quantidade
de carbono inorganico total em relacdo ao peso seco mais elevado do que as
diatomaceas.

A familia Selenastraceae é cosmopolita, apresenta algas verdes, podendo ser
solitarias ou coloniais e sem flagelos. O critério para a definicdo da familia é a
citocinese para a liberacédo de autosporos (GARCIA DA SILVA et al., 2017).

A espécie Messastrum gracile tem coloracéo verde, com cloroplasto contendo
pirendide ndo apresentando amido. As células sdo semilunadas, estreitas e
pontiagudas e sua reproducédo é assexuada (GARCIA DA SILVA et al., 2017).

Em um sistema de cultivo “indoor” esta microalga apresenta elevado valor
nutricional, com um nivel de proteina acima de 45% (SIPAUBA-TAVARES e
PEREIRA, 2008; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). J& sob diferentes formas de
cultivo, foi encontrado um teor lipidico de 24% a 31% da massa seca para esta
microalga estudada (MATA et al., 2010). Além disso quando cultivada em meios
alternativos, como por exemplo em meios de cultura feitos a base de macrdfitas,
proporciona uma maior producao especifica de determinados nutrientes, tal como
aumento dos lipideos ou das proteinas, sendo possivel escolher o alvo do estudo,
barateando o custo da sua producdo e mantendo a qualidade dos nutrientes
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2011; SIPAUBA-TAVARES et al., 2018 a-b; SIPAUBA-
TAVARES et al., 2019). Fioresi & Sipauba-Tavares (2008), também cultivaram esta
espécie a base de esterco suino, se mostrando uma excelente alternativa para
cultivos em larga escala.

Messastrum gracile apresenta grande aceitacao pelos organismos aquaticos,

ja que apresenta uma facilidade em seu cultivo laboratorial em raz&o do seu rapido
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crescimento, seu tamanho, qualidade nutricional, espessura de parede celular e
também por resistir a condi¢cdes adversas (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009).

3.2 Microalgas como agente antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos que em pequenas concentracdes em relacéo
ao substrato oxidavel, tem a capacidade de inibir ou prevenir significativamente a
oxidacgdo do substrato (FRANKEL & MEYER, 2000), ou seja, S0 responsaveis por
protegerem as células contra os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio
(ERO). As ERO séo produzidas naturalmente no metabolismo dos organismos, seja
vegetal ou animal e, em condicdes de estresse, podem ser produzidas em excesso,
gerando o estresse oxidativo (GUARIENTI et al., 2010).

O estresse oxidativo pode ser altamente reativo no organismo, sendo capaz
de provocar diversos maleficios, desde ataques aos lipideos, proteinas e DNA
(BARREIROS, et al., 2006), até a producdo de doencas como diabetes,
hipertenséo, cancer, obesidade e transtornos neurodegenerativos (BARBOSA et
al., 2010).

Para combater as espécies reativas de oxigénio e consequentemente, a
producdo do estresse oxidativo, os organismos sdo munidos de um sistema de
defesa antioxidante que € capaz de neutralizar os radicais livres gerados nas
células. Esse sistema € composto por um maquinario enzimatico e ndo enzimatico,
entre eles a superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), glutationa redutase (GR,
EC 1.6.4.2), catalase (CAT, 1.11.1.6), glutationa peroxidase (GSH-px, EC 1.11.1.9),
guaiacol peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.7) (GRATAO et al., 2005; GRATAO et al.,
2008).

A SOD é considerada a primeira linha de defesa frente as espécies reativas
de oxigénio, dismutando dois superoxidos (Oze-), em que um é reduzido gerando
H202 e o outro € oxidado formando O2 (GRATAO et al., 2005). Com isso diminui o
risco de formacéo de hidroxila (OH¢) a partir do Oz¢- (DINAKAR et al., 2012).

A enzima Catalase € a principal encarregada da eliminacao do H202 produzido
durante a B-oxidacdo dos acidos graxos e a fotorrespiracdo. E capaz de converter
0 H202 em H20 e oxigénio (HELDT & HELDT, 2005; DUBEY, 2011) e é efetiva
principalmente quando ocorre alto nivel de estresse, em que o indice de H202 (mM)

14



Mestranda: Mayara Cristina Malvas Nicolau Orientadora: Prof2 Dr2 Licia Helena Sipauba Tavares

€ muito elevado, sendo entéo indispensavel contra as espécies reativas de oxigénio
(DUBEY, 2011).

Ja a glutationa peroxidase é a responsavel por oxidar a glutationa (GSH) e
transforma-la em glutationa oxidada (GSSG). Neste processo, ocorre a quebra do
perdxido em &lcool, principalmente quando o H202 se encontra em pequenas
porcBes, ja que esta enzima possui uma grande afinidade pelo peroxido de
hidrogénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Outra enzima de grande importancia no ciclo ascobato-glutationa € a
glutationa redutase, que utiliza o NADPH para reduzir a glutationa oxidada (GSSG)
a sua forma reduzida (GSH), removendo H20: em diferentes componentes
celulares (GRATAO et al., 2005). A Gr e a GSH-px sdo enzimas que se completam
para manter em equilibrio a relacdo entre GSH e GSSG no organismo (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).

Entretanto, em determinadas situacdes, em que 0 estresse € extremamente
elevado, o sistema de defesa antioxidante do organismo nédo é suficiente, sendo
necessario suplementar com antioxidantes exégenos (GUARIENTI et al., 2010).

As microalgas sdo organismos microscépicos, compostos de inumeros
micronutrientes e macronutrientes cada vez mais utilizados em diversos tipos de
industrias (BARBOSA et al., 2014). Sao capazes de converter energia luminosa em
energia quimica através da fotossintese, absorvendo luz ultravioleta e gerando
oxigénio, que poderd atingir suas células e produzir as ERO nos cloroplastos.
Também produzem as espécies reativas de oxigénio durante a respiracao aerbbica,
nas mitocondrias. Devido a esses processos, as microalgas apresentam uma
potente linha de defesa, composta por antioxidantes capazes de minimizar 0s
danos produzidos pelas ERO (MACHADO, 2011).

Entretanto, ainda ndo se sabe a diversidade de microalgas que apresentam
0S compostos antioxidantes capazes de exercer atividade biologica. Diversos
estudos vém sendo realizados para entender o processo e a composicdo dos
antioxidantes presentes nas mais diversas microalgas (MACHADO, 2011).

Shanab et al. (2012) jA demonstraram que boa parte das microalgas
apresentam ao menos compostos fendlicos capazes de minimizar o estresse
oxidativo. As substancias fendlicas, que sdo compostos antioxidantes nao
enzimaticos que estdo presentes na biomassa das microalgas, tém um sé&o

sintetizadas em maior quantidade quando expostas a luz ultravioleta. Este fato,
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demonstra que estes compostos tem um papel na resposta antioxidante frente ao
estresse luminoso (DUVAL et al., 1999). Jaime et al. (2005), Geetha et al. (2010) e
Custddio et al. (2012) observaram em seus estudos que os compostos fendlicos de
algumas microalgas apresentavam alta capacidade antioxidante.

Shanab et al. (2012) observaram que a Cyanobacteria Spirulina platensis
possui alta taxa de antioxidante e moderada eficiéncia anticancerigena devido aos
pigmentos de ficobiliproteina que a constitui. O meio de cultura € outro fator que
tem influéncia direta na producédo de antioxidante principalmente, em relacdo a
concentracéo de nitrato como no cultivo de Nostoc muscorum e Oscillatoria sp.

Goh et al. (2010) observaram em seus estudos que o extrato de Chaetoceros
sp. apresentou capacidade antioxidante em relacdo a reducdo e eliminacdo de
radicais livres. Cai et al. (2004) notaram que a atividade antioxidante da
Chlorophyceae Tetraselmis sp. foi superior a encontrada em plantas medicinais e
varios frutos e vegetais, demonstrando alto potencial antioxidante da microalga.

As microalgas também contem carotenoides, que sdo importantes classe de
antioxidantes. Os carotenoides eliminam as espécies reativas de oxigénio (ERO)
que sdo geradas durantes o processo de respiracdo e fotossintese e proteger o
aparato fotossintético (TAKAICHI, 2011).

Um exemplo de carotenoide bastante conhecido € a luteina; por meio de
diversos métodos Guedes et al. (2013) identificaram que a microalga
Scenedesmus obliquus apresentou elevadas concentracdes de antioxidantes,
que podem estar associadas a luteina.

Outro exemplo de carotenoide é a fucoxantina, pigmento alaranjado, que
apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anticancer, anti-obesidade e
antidiabética (PENG et al., 2011). Este carotenoide também apresentou efeito
contra a les&o celular neuronal, atrasando o efeito da incidéncia de sinais de AVC,
por meio da capacidade de eliminar radicais livres (IKEDA et al., 2003).

Em relacdo aos danos diretos provocados aos organismos e ao controle de
doencgas por meio de antioxidantes, foram relatados alguns estudos, como por
exemplo o de Karawita et al. (2007), que estudaram algumas microalgas e
constataram a agdo antioxidante contra a acdo danosa de H202 ao DNA de linfoma
de camundongo.

Uma pesquisa realizada por Deng & Chow (2010), utilizando Spirulina sp.

demonstrou que a mesma apresentou atividade antioxidante e antinflamatoria,
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sendo capaz de controlar doencas cardiovasculares. Além disso, exibiu efeito
protetor sobre a glutationa peroxidase (GSH-px), glutationa peroxidase dependente
de selénio (GPX-Se) e oxidada glutationa redutase (GR), que sdo importantes
enzimas antioxidantes.

Os antioxidantes naturais provenientes das microalgas também séo utilizados
na alimentacdo humana e animal, além de produtos de cosméticos. Athukorala et
al. (2005) e Cox & Abu-Ghannam (2013) utilizaram extratos de microalgas para
avaliar o potencial antioxidante e conservante alimenticio e obtiveram resultados
satisfatorios. Também foram acrescentadas espécies de microalgas em alimentos
como extrusado de milho e emulsdo de carne, conferindo maior potencial
antioxidante para ambos e menor teor de sal para a emulséo de carne (CIAN et al.,
2014; LOPEZ-LOPEZ et al., 2009). Ortiz et al. (2014), obtiveram melhores
resultados quando utilizaram extratos de microalgas para manter a conservacao e
diminuir a peroxidagao de salméo enlatado.

Nas industrias farmacéuticas e de cosméticos, os antioxidantes provenientes
de microalgas séo utilizados para protecdo da pele contra os raios UV, prevenir o

envelhecimento da pele e inibir a sintese de melanina (WANG et al., 2015).

3.3 Importancia e cultivo da microalga

As microalgas sdo organismos capazes de converter a energia luminosa em
energia quimica através do processo de fotossintese e, por meio desse processo,
produzem e liberam oxigénio para a atmosfera (SHANAB, et al., 2012). Durante o
processo de absorcao e conversdao do CO2 em matéria organica, as microalgas
desempenham um importante papel ambiental, diminuindo o acimulo de gases na
atmosfera e auxiliando contra o efeito estufa (OHSE et al., 2007).

Fazem parte de um nivel tréfico, consideradas produtores primarias e por isso,
Sao organismos extremamente importantes para o ecossistema, servindo de fonte
de alimento para diversas espécie, desempenhando um papel ecolégico de grande
importancia (BARCELLOS, 2012). Além disso, apresentam grande variedade de
produtos metabdlicos, como por exemplo, enzimas, toxinas, pigmentos, vitaminas,
carotenoides que podem ser utilizados para tratamento de aguas residuais e na
producao de diversos produtos utilizados no cotidiano humano (PEREZ-GARCIA et
al., 2011; ZHANG et al., 2004).
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Podem apresentar entre 40 e 70% de teor protéico dependendo da espécie e
altas concentracdes de lipideos que podem ser fonte de matéria-prima para
borracha, tecidos e detergentes. Somado a seus nutrientes, as microalgas tém os
beneficios de serem produzidas de forma continua, ocupar pequenas areas e ter
facil cultivo, tudo isso conferindo para a mesma uma importante alternativa proteica
e uma possivel diminuicdo no uso de petroleo e de gorduras animais e vegetais
(BERTOLDI et al., 2008).

Estes microrganismos fotossintetizantes séo utilizados para avaliar sistemas
aquaticos, ja que sao diretamente afetadas pelos efluentes residenciais, industriais
e quimicos, que contém nitrogénio e fésforo. Se o ambiente aquético apresenta
grandes quantidades desses nutrientes, as microalgas aumentam sua
multiplicacdo, podendo haver floracdo e deterioracdo da agua (VIDOTTI et al.,
2004).

Outro papel das microalgas é a capacidade de biossorcédo, ou seja, absorver
metais toxicos de efluentes (QUINTELAS et al., 2008). Estudos demonstraram a
diminuicao de cromo, zinco, cadmio, entre outros metais pesados, quando utilizada
espécies de microalga no tratamento de 4gua. (DAL MAGRO et al., 2013; ANEJA
et al., 2010; SIVA KIRAN et al., 2012).

Uma importante aplicacdo de algumas microalgas é em relacdo ao pigmento
produzido. De acordo com Sirakov et al. (2015), microalgas como Dunaliella salina,
Chlorella sp., Hematococcus pluvialis e Spirulina sp. fornecem pigmentos que
podem ser utilizados nas culturas do camardo, peixe salmonideo e peixes
ornamentais, em que, ao ingerir a microalga, apresentam uma colocacdo mais
acentuada. Também sédo utilizadas na aquicultura como um alimento vivo para
moluscos, como por exemplo ostras e mexilhdes e para larvas de crustaceos,
alguns peixes e zooplancton (BROWN, 2012). Berchielli-Morais et al. (2015),
utilizaram Ankistrodesmus gracilis e Haematococcus pluvialis como fonte de
alimento para peixes ornamentais, obtendo importantes resultados em relacdo a
crescimento, sobrevivéncia e coloracdo nas dietas suplementadas com as
microalgas.

Além disso, a Messastrum gracile pode ser uma importante fonte de
alimentacdo para larvas, alevinos de peixes e para espécies de Cladocera e,
guando cultivada em meio com custo mais baixo como o NPK e meios fabricados

com plantas aquaticas, se torna uma importante fonte de proteina, com crescimento
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rapido e barato (SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 1993; SIPAUBA-TAVARES et al.,
2001). A microalga também pode ser inserida na racado convencional, resultando
em um alimento que proporcione maior crescimento, ganho de peso e peso final
para algumas espécies de peixes (SIPAUBA-TAVARES et al., 2016; SIPAUBA-
TAVARES et al., 2019a).

As microalgas também desempenham importante e inovadora alternativa na
producao de biodiesel devido aos seus altos teores de lipideos e as caracteristicas
fisico-quimicas dos seus Oleos, sendo fontes naturais e com efluentes menos
agressivos. Além disso séo capazes de produzir grandes quantidades de 6leos em
areas reduzidas e, por seu desenvolvimento ocorrer em ambiente aquatico, ndo
comprometem a disponibilidade de alimento em solo, diferenciando por exemplo,
da cana- de acucar e do milho (CARNEIRO et al., 2018).

Devido a grande quantidade de nutrientes disponiveis, as microalgas séo
utilizadas em diversos ramos da industria. Nas industrias de cosméticos as
microalgas sdo comercializadas congeladas e disponibilizam matéria prima para a
producdo de cosméticos antienvelhecimento, por conta da sua alta producéo de
acidos graxos e proteinas. Também sdo utilizadas na elaboracdo de alimentos
funcionais, devido a quantidade de carboidratos e proteinas disponiveis
(MARIANO, 2014).

As industrias de alimentos também utilizam as microalgas como fonte de
produtos comercializados para a alimentacdo humana. As algas marinhas podem
ser utilizadas como emulsificantes, estabilizantes e gelificantes, além de promover
estabilidade em coberturas de chocolate, “marshmallow” e balas de goma (EL
GAMAL, 2010).

Sé&o cultivadas para produzir compostos marcados com isétopos estaveis para
utilizacdo em investigacdo meédica e diagndstico. As microalgas marrons também
contém polissacarideos sulfatados, que tem demonstrado ser um importante
anticoagulante, podendo substituir a heparina, proveniente de suinos e bovinos
(RADMER, 1996). Além disso séo utilizadas para tratamento de doencgas cardiacas
e inflamatérias; asma, artrite, enxaqueca e psoriase. A microalga Chlorella, devido
a alta producao de clorofila e sua capacidade quelante, pode ser usada em
pomada, tratamento para beneficios farmacéuticos, especialmente recuperacéo de
figado e tratamento de uUlcera (HARUN et al., 2010).
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Além do mais, diferentes espécies de microalgas podem apresentar
importantes respostas nas atividades de reducao de colesterol, atividade anti-
inflamatoria, anticancerigena, antibacterianas e antidiabéticas, principalmente por
serem compostas de esteroides que sao classe de lipideos que estdo presentes
nos organismos eucariéticos (LUO et al., 2015).

Para a &rea agrondmica, as algas séo utilizadas como fertilizantes e larvicidas,
as Cyanobacterias sédo fixadoras de nitrogénio e podem ser usadas como
fertilizante, especialmente no cultivo de arroz (VAISHAMPAYAN et al., 2001).
Microalgas tais como Chlorella sp. tém sido usadas para melhorar a retencédo de
agua no solo e a disponibilizar nutrientes para as plantas (METTING, 1988). Além
de seu uso como biofertilizantes, Cyanobacterias e microalgas mostraram produzir

fitohormdnios promotores de crescimento de plantas (HASHTROUDI et al., 2013).

3.4 Influéncia da luminosidade em microalgas

As microalgas podem sofrer influéncia de diferentes formas no meio em que
se encontram, através de fatores quimicos, fisicos e bioldgicos. Esses fatores sao
capazes de influenciar no crescimento do microrganismo, podendo inibi-lo ou
promover seu crescimento (RAVEN et al.,1999).

A luminosidade, pode ser um fator capaz de interferir no desenvolvimento das
microalgas, ja que sao organismos fototréficos e dependem da luz para completar
0 seu ciclo de vida e fixar carbono (CARVALHO et al., 2011). A luz fornece energia
para as reacOes fotossintetizantes e estimulam a conversdo dos nutrientes
inorganicos do meio em biomassa algal (SUTHERLAND et al., 2015).

A intensidade luminosa € um componente essencial da fotossintese,
participando da etapa fotoquimica, em que possibilita a sintese de oxigénio e de
carboidrato a partir da agua e do dioxido de carbono (CORREA, 2015). Por isso 0
nivel de intensidade luminosa é um fator limitante que podera acarretar mudancas
em seu crescimento, bioguimica e metabolismo (JANSSEN et al., 2003).

Em ambiente natural as microalgas sofrem com a variagdo répidas de
luminosidade ao longo do dia e na coluna d’agua, tendo uma capacidade de
fotoaclimatagcdo, otimizando o uso da luz que esta disponivel. Apesar disso,
mudancas bruscas de sombra para alta intensidade luminosa podem gerar danos
celulares e no DNA e levar a morte, principalmente em microalgas que néo

apresentam flagelo para a movimentacdo (CARVALHO et al., 2011).
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Em cultivo laboratorial s&o comumente utilizadas luzes artificiais fluorescentes
que é de facil controle, com maior incidéncia e homogeneidade no cultivo, ja que a
iluminacgéo ao atingir todos os angulos do recipiente propicia oportunidade da célula
absorver mais energia para a fotossintese. Com o controle da luminosidade é
possivel retardar ou acelerar o crescimento da microalga e modificar os metabolitos
gerados (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001; LOURENCO, 2006)

Sob alta intensidade luminosa os pigmentos sdo, em sua maioria, produzidos
em maior quantidade e modificam sua funcdo de pigmento acessorio para protecao
da clorofila a, estabilizando o aparato fotossintetizante (OLAIZOLA e DUERR,
1990). Além disso, espécies de microalga podem utilizar a alta disponibilidade luz
para acumular lipideo e proteina e até melhorar sua taxa de crescimento em
resposta ao estresse (KRZEMINSKA et al., 2015).

Entretanto, se a microalga for exposta a luminosidade em excesso, em que
seu sistema de defesa ndo seja mais efetivo, poderé ocorrer a fotoinibicéo, ou seja,
a inibicéo da fotossintese provocada pelo excedente de luz (CORREA, 2015). Além
disso, a abundancia de luminosidade podera gerar a fotoxidacdo, provocado pela
formacao de peroxido de hidrogénio, ocasionando a morte das células (HIRAYAMA
et al., 1996).

Alguns estudos vém utilizando a luz UV como fonte de luminosidade para o
cultivo de microalgas ou também como fonte de estresse e produc¢éo de enzimas e
carotenoides, devido ao estresse oxidativo provocado pelo excesso de
luminosidade ter como produto o acimulo de carotenoides, a producao de espécies
reativas e consequentemente a estimulacdo de enzimas (JAHNKE, 1999;
KOVACIK et al., 2010). Entretanto em ambientes naturais, a luz UV pode prejudicar
a motilidade e orientacdo das microalgas, impossibilitando a migracdo ao longo da
coluna d’agua para encontrar melhores condigdes de desenvolvimento (MA et al.,
2012).
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4. DESCRICAO DA METODOLOGIA DE CULTIVO E ANALISE DE
ANTIOXIDANTE

A pesquisa foi realizada no Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Jaboticabal — SP, no laboratoério de Limnologia e Producéo de
Planctons e as anadlises de antioxidantes foram realizadas no Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/UNESP.

Um dos setores do laboratério de Limnologia e Producao de Plancton é o de
cultivo de microalgas, que possui uma area total de 28,43 m? compreendendo uma
sala de assepsia e um cepario onde sdo mantidas as culturas de microalgas. O
cepario foi construido com pisos de ceramica de cor gelo, paredes revestidas de
azulejos brancos, contendo prateleiras de estrutura vazada que permitem a maxima
passagem da luz e um sistema de cultivo com condi¢des artificiais de iluminagéao,
aeracao e temperatura. A iluminagdo é composta por lampadas fluorescentes e
distribuidas de forma intercalada atingindo todos os angulos do cepario. A
refrigeracdo é mantida de forma constante por um ar condicionado e a aeracao é
fornecida por um sistema artificial de compressores e filtros de ar diminuindo o risco

de contaminagé&o das culturas (Figura 2-A)

Figura 2: Demonstragdo dos cultivos da microalga Messastrum gracile: A- Cultivo
no laboratério em volume de 2L e 10L; B- Repicagem da microalga para cultivo e
avaliacdo da biomassa.

22



Mestranda: Mayara Cristina Malvas Nicolau Orientadora: Prof2 Dr2 Licia Helena Sipauba Tavares

O método de cultivo utilizado foi o batch ou estatico que consiste na
transferéncia das culturas, antes de atingirem a fase estacionaria de crescimento,
para volumes crescentes de agua enriquecida com nutrientes. Ao atingir a maxima
densidade celular, a suspensao de células pode ser utilizada para fins de bioensaio
ou para transferéncia a volumes maiores. Assim as microalgas foram mantidas em
cepas de 10 ml e para o cultivo experimental foram cultivadas para volumes
maiores. No caso deste experimento foram utilizados diferentes volumes até
alcancar o volume de 10 L, sendo cultivado em triplicatas em galdo de vidro durante
todo o experimento (Figura 3). Neste experimento, até 10 L de volume, a microalga
foi cultivada a 60 umol m2s de intensidade de luz, onde normalmente é cultivada
com elevada biomassa.

Para cultivo em laboratério, somente a 4gua nao é suficiente para sustentar o
crescimento algal, principalmente devido a deficiéncia de alguns nutrientes,
presentes apenas em quantidades minimas ou traco. Tem se constatado que o
meio artificial fornece resultados mais constantes para a cultura algal quando
comparada a agua natural (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993). O meio de
cultura utilizado foi o CHU12 que é um meio comercial preparado a base de varios
reagentes quimicos: Ca(NOs3)z2, K2PO4, MgS0O47H20, KCI, NA2CO3, K2SiO, Biotina
e que posteriormente foram diluidos em 1400 mL de agua destilada e autoclavados
a 121°C durante 20 minutos. Apesar do custo mais elevado, foi escolhido esse meio
de cultura devido ao fato de andlises de antioxidantes ndo terem sido realizadas
nesta espécie, entdo o meio de cultura comercial apresentaria bons resultados de

desenvolvimento, nado interferindo nos resultados do trabalho (Figura 2-B)

Figura 3. Diagrama esquematico do cultivo da microalga Messastrum gracile em
diferentes fases de crescimento para a producao da biomassa algal. A- In6culo da
microalga (cepa). B- Aumento da biomassa transferindo para erlenmeyer de 250
ml. C- Avaliacdo do crescimento da microalga no volume de 2 L. D- Cultivo em
volume de 13 L para centrifugacdo. E- Biomassa algal centrifugada para posterior
avaliacao de antioxidante.

60 pmol m’ s (Fonte de luz) 224 2C

o Mawml J
B ' Mom P — o 1 stom « v g Centrifugadot [ Avaliacio dos
| . antioxidantes

o L8 LU

oy,

0,75 cobs 110" ml* 1,9 cels x10° ml.* 4.4 cels 1100 ml )
Pasta da micrualya

23



Mestranda: Mayara Cristina Malvas Nicolau Orientadora: Prof2 Dr2 Licia Helena Sipauba Tavares

Para o experimento de cultivo sem estresse luminoso, as microalgas foram
mantidas durante todo o experimento em intensidade luminosa de 60 pmol m2s-1,
em que comumente sdo cultivadas e foram coletadas em quatros periodos da curva
de crescimento da microalga (7, 14, 21, 28 dias). Durante a coleta, as microalgas
eram centrifugadas para a obtencdo de uma pasta Umida e congeladas em freezer
-20°.

No experimento de estresse luminoso, as microalgas foram cultivadas em
intensidade de luz de 60 pmol m2s-1 desde o inicio do cultivo e s6 foram transferidas
para uma intensidade luminosa duas vezes maior (120 pmol m2s-1), 24 ou 72 horas
antes de serem coletadas nos dias de crescimento 7, 14, 21 e 28, para a obtencao
da pasta umida. A intensidade de luz de (120 umol m2s-t) foi estabelecida por testes
preliminares e para alcancar tal intensidade, foram colocadas lampadas dos dois

lados do galédo de vidro (Figura 4).

Figura 4: Imagens do cultivo da microalga Messastrum gracile em condi¢cdes de
estresse em funcdo da elevacéo da luminosidade (120 pmol m2 s?)

A escolha por estes diferentes dias representam cada fase da curva de
crescimento da microalga cultivada em condi¢cbes laboratoriais. Nem sempre a
microalga atinge a fase de senescéncia (morte) pois as condicbes adequadas de
COg2, temperatura e nutrientes (meio de cultura) permitem que as microalgas
continuem crescendo, porém em baixa biomassa. O crescimento da microalga
passa por cinco fases distintas:

- Fase de inducg&o ou lag em que a maioria das células sédo viaveis, mas nao

estdo em condicOes de se dividir imediatamente;
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- Fase exponencial ou log em que ocorre maior producéo de proteina e divisdo
constante, alcancando a taxa de crescimento maxima.

- Fase de reducéo do crescimento em que o tempo para a duplicacédo celular
aumenta, reduzindo a taxa de crescimento;

-Fase estacionaria na qual a populacdo ndo aumenta, pois, a taxa de
crescimento se equivale a taxa de mortalidade e por ultimo;

- Fase senescente ou de declinio em que a taxa de mortalidade das células é
maior que a taxa de reproducdo e formacdo de novas células (Figura 5 A-B)
(SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Figura 5: Diferentes fases da curva de crescimento de microalgas em sistemas de
cultivo tipo Batch. A- Demonstracdo da densidade algal ao longo da curva de
crescimento

el o | o | s | Gl |

Fonte: Adaptado de Sipalba-Tavares & Rocha (2001)

B- Desenho esquematico do padrdo da curva de crescimento da microalga

H Estaciondria

Senescéncia

Exponencial

Indugio

Fonte: Adaptado de Sipalba-Tavares & Rocha (2001)

Os antioxidantes analisados foram a Catalase (CAT), Guaiacol Peroxidase
(GPOX), Glutationa Peroxidase (GSH-px), Glutationa Redutase (GR) e Superdxido

Dismutase (SOD). A escolha destes antioxidantes esta relacionada com a
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metodologia existente e aplicada em plantas no Laboratério de Fisiologia, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria (UNESP-FCAV).

Como nada havia sido testado com esta microalga a respeito de analise de
antioxidantes inicialmente foi utilizada a forma liquida e, ndo sendo possivel a
obtencdo dos antioxidantes, uma vez que 0s niveis de proteina e antioxidantes
foram inferiores ao necessario para serem detectados na metodologia empregada,
optou-se pela centrifugacéo e utilizacdo da biomassa algal em pasta, alcancando

os resultados satisfatérios (Figura 6).

Figura 6: Processo de centrifugacéo da M. gracile (A) e o resultado do processo,
em que a microalga esta na forma de pasta (B).

O uso da forma liquida seguiu o protocolo de Martins (2011) e para a pasta
foram testadas 4 metodologias de Guedes et al. (2011); Fan et al. (2018); Hamed
et al. (2017); Gomes-Junior et al. (2007) e a que apresentou os melhores resultados
para a obtencao dos antioxidantes estudados foi a metodologia baseada em Fan et
al. (2019).

Para a utilizagdo na forma de pasta da microalga foi utilizada uma
desnatadeira a qual permite uma melhor centrifugacao sem ocorrer lise das células
(Figura 3 e 4).

O protocolo de Fan et al. (2018), ndo mencionava a quantidade de microalga
que deveria ser utilizada para o processo de extragdo, sendo necessario realizar

testes para adequar o peso necessario para as futuras analises. Depois de
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avaliagcdes preliminares foi estabelecido 5 gramas de microalga em pasta,
mensuradas em balanca analitica com precisdo de 0,0001 g.

Posteriormente, foi realizada a centrifugacdo a 1500 rpm, por 10 minutos a
4°C, sendo o sobrenadante gerado descartado (FAN et al., 2019). No mesmo
protocolo, o autor adicionava uma solug¢éo de 50 mM de tampé&o fosfato de potassio
(pH 7,6), entretanto ndo mencionava qual o tampéo fosfato utilizado (monobasico
ou dibasico) e novamente ndo abordava a quantidade necessaria. Assim, apos
testes preliminares foi estipulado o tampao fosfato de potassio monobasico no
volume 2,5 ml, gerando uma proporg¢éo final com a microalga de 2:1.

Durante o teste inicial de todos os protocolos, foi observado que o processo
de sonicacao (lise da célula por ultra-som) aumentava o resultado de proteina total
final, entdo, apesar de ndo constar no protocolo de Fan et al (2019), foi adicionado
0 processo de sonicagdo ao estudo, em que a microalga acrescida da solugéo
tampé&o foi sonicada por 3 vezes com intervalos de 20 segundos entre cada etapa
(Figura 5).

Posteriormente o protocolo de Fan et al. (2019) foi seguido para o processo
de centrifugar a pasta a 13.800 rpm por 10 min a 4 °C. O sobrenadante gerado foi
armazenado em freezer -80 °C (Figura 7 A-B).

Figura 7: Microalga sendo centrifugada (A) e sonicada para posterior extragao dos
antioxidantes (B).
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Para a avaliacdo dos antioxidantes foi determinado niveis de proteinas totais
segundo o método de Bradford (1976), utilizando-se o BSA (‘bovine sérum
albumin”) como padréao para a utilizagdo desse valor no calculo dos antioxidantes.

Na avaliacdo dos antioxidantes foram realizadas as analises de CAT
(AZEVEDO et al., 1998), GPOX (MATSUNO & URITANI, 1972), GSH-px (FLOHE
& CUNZLER, 1984), GR (GOMES-JUNIOR et al., 2006) e SOD (GIANNOPOLITIS
& RIES, 1977).
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CAPITULO 1:

Interferéncia da luminosidade na atividade dos antioxidantes em

Messastrum gracile (Chlorophyceae)
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Artigo serd submetido paraa ALGAL RESEARCH, estando nas normas desta revista.

Interferéncia da luminosidade na atividade dos antioxidantes em Messastrum

gracile (Chlorophyceae)

RESUMO

A luminosidade é um fator que pode alterar o metabolismo das microalgas, interferindo na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e consequentemente, alterando a atividade
dos antioxidantes. Este estudo avaliou e comparou o cultivo da microalga em condi¢do nao
estressante (60 pmol m? s) e a influéncia do estresse luminoso (120 umol m? s1) durante
24 horas e 72 horas em diferentes periodos de crescimento (7, 14, 21 e 28 dias) da microalga
Messastrum gracile e sua resposta na atividade dos antioxidantes (superdxido dismutase,
catalase, glutationa redutase, guaiacol peroxidase, glutationa peroxidase e carotenoides). Os
resultados revelaram a maior atividade dos antioxidantes Catalase, Glutationa Peroxidase,
Superoxido Dismutase e carotendides no cultivo sem estresse luminoso, principalmente no
7° dia de crescimento, apresentando também um menor contetddo de peroxidacao lipidica e
consequentemente menor estresse neste organismo. Os dados gerais também mostraram que
0 aumento da intensidade luminosa, por 24 ou 72 horas, reduz a atividade dos antioxidantes
ao longo de todo o crescimento da Messastrum gracile. Este estudo mostra que M. gracile
pode ser cultivada até o 7° dia da curva de crescimento, sem a necessidade de elevar a

luminosidade durante seu cultivo para produzir melhores respostas antioxidantes.

Palavras-chave: Enzimas, microalga, cultivo, espécies reativas de oxigénio
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ABSTRACT

Light intensity is a factor which may promote changes in microalgae methabolism, which
interfere in the production of reactive oxygen species (ROS) and therefore impacts the
antioxidants activity. The present study evaluated and compared the growth of Messastrum
gracile in non-stress light condition (60 pmol m2s?) with the influence of light stress (120
pmol m2s?) along 24 and 72 hours at different growth periods (7, 14, 21 and 28 days) and
its response in antioxidant activity (superoxide dismutase, catalase, glutathione reductase,
guaiacol peroxidase and carotenoids). The results revealed a higher activity for the
antioxidants Catalase, Glutathione Peroxidase, Superoxide Dismutase and carotenoids in the
cultivation without light stress, specially at the seventh day of growth. The microalgi also
displayed lower lipid peroxidation, which indicates low stress levels. The general data
indicated that the light intensity increase, for 24 or 72 hours, decreases the antioxidant
activity along the entire M. gracile growth. The present study shows that M. gracile can be
cultivated until the 7" day of the growth curve, without the need to elevate light intensity

along the cultivation to produce better antioxidant responses.

Keywords: enzymes, microalgae, cultivation, reactive oxygen species.
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1. Introducéo

As microalgas sdo importantes fontes de antioxidantes, devido a sua composicdo de
vitaminas, pigmentos e enzimas. Seus carotenoides, importantes antioxidantes nao
enzimaticos, sdo utilizados na alimentacdo humana e animal, cosméticos (filtro solar e
cremes antienvelhecimento), farmacos e corante de alimentos. Estudos mostram também o
uso dos antioxidantes provenientes de microalgas no controle de doencas, como diabetes,
obesidade e também seus efeitos quimiopreventivo do cancer, efeitos anti-mutagénicos,
antitumorigénicos e antinflamatério [1,2,3].

Os antioxidantes sdo capazes de reduzir os danos oxidativos ocasionados pelo acimulo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas durante a respiracdo e fotossintese,
protegendo e otimizando as func¢@es do organismo [4,5]. Eles podem ser enzimaticos como
a superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), que é a primeira linha de defesa frente as ERO,
dismutando 2 O2e-, gerando H>O> e O e a catalase (CAT EC 1.11.1.6) e a peroxidases, como
por exemplo a guaiacol peroxidase (GPOX) e a glutationa peroxidase (GSH-Px EC 1.11.1.9)
que fazem a quebra do perdxido produzido pela SOD e/ou por outros processos do
metabolismo[6,7] e a glutationa redutase (GR EC 1.6.4.2). E também os antioxidantes nao
enzimaticos, dentre eles as vitaminas e carotendides que sao responsaveis por proteger o
aparato fotossintético contra os danos oxidativos [8,9].

As microalgas contém um grande potencial antioxidante natural, pois os organismos
fotossintetizantes sofrem efeitos oxidativos deletérios durante o processo de fotossintese em
ambiente natural e também sofrem com as varia¢Ges de luz e de oxigénio na coluna de &gua.
Assim, esses organismos dependem de um sistema antioxidante efetivo e mais desenvolvido

para responder ao estresse oxidativo gerado por esses fatores [10,5].
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A luminosidade é um fator crucial para o crescimento e desenvolvimento de organismos
fotoautotroficos, fornecendo energia para o processo de fotossintese, em que ocorre a
conversdo de luz, CO2 agua e nutrientes em oxigénio e na formagdo da biomassa
constituida de vitaminas, proteinas e antioxidantes [11]. O aumento de luminosidade
durante o crescimento da microalga é um fator capaz de alterar o desenvolvimento da
mesma, podendo induzir a atividade enzimatica, interferindo na sintese de proteina e no
aumento da producéo de carotendides. Entretanto, o excesso de luminosidade pode acarretar
a fotoinibicdo. Além disso, as microalgas passam por diferentes fases ao longo do cultivo,
as quais afetam o metabolismo e composicao fisico-quimica [12].

A microalga Messastrum gracile (Chlorophyceae), anteriormente classificada como
Ankistrodesmus gracilis, tem sido estudada visto que é de facil cultivo, rapida taxa de
crescimento e se adapta aos meios de cultura alternativos [13,14]. Até o presente momento,
nenhum procedimento para a extracdo de antioxidantes desta espécie foi encontrado na
literatura. Neste enfoque, o objetivo deste trabalho foi comparar o cultivo sem estresse e com
estresse luminoso na atividade dos antioxidantes produzidos por Messastrum gracile durante

seu crescimento, estabelecendo o melhor tempo de resposta.

2. Material e métodos

2.1. Microalga e condigdes de cultivo

Foram realizadas trés formas de cultivos para Messastrum gracile (CCMA- UFScar 5),
sendo o primeiro em que a microalga foi cultivada em condicéo ideal de luminosidade de 60
pmol m2s™ (sem estresse) e dois experimentos em condicdo de estresse com luminosidade
de 120 pumol m2s?, durante o periodo de 24 ou 72 horas. Todos os experimentos foram
amostrados em diferentes dias de crescimento (7, 14, 21, 28 dias) de Messastrum gracile. A

escolha da intensidade de luz (120 umol m2s) para o estresse da microalga foi determinada
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em experimentos preliminares. A microalga M. gracile foi cultivada em meio de cultura

CHUz12 no volume de 10 litros em triplicata para as trés formas de cultivo.
2.2. Crescimento e Parametros do meio de cultura

Aliquotas de 1 mL em triplicata foram removidas das trés amostras, nos dias de
experimento (7, 14, 21 e 28 dias) e uma sub-amostra de 2x1 uL foi usada para quantificar a
densidade celular por um hemocitémetro de Neubauer. A taxa de crescimento (k) foi
calculada [15] e o comprimento total da M. gracile foi amostrado com microscopio Leica
DFC 295 e objetiva de 40x micrométrico. O volume celular foi calculado pelo tamanho
médio das células com o uso da forma geométrica mais apropriada, ou seja, dois cones
acoplados [16]. O fésforo total (FT) e nitrogénio inorganico total (NIT) foram quantificados
a partir do meio de cultura das amostras, em espectrofotometria, de acordo com a
metodologia proposta por [17, 18]. A clorofila-a, clorofila total e os carotenoides foram
extraidos com acetona 80%, com leituras: clorofila-aem 663 nm e carotenoides
(caroteno[c]+ xantofila[x]) em 470 nm. A clorofila total foi calculada com a somatoria da

clorofilaae b [19].
2.3. Andlise do estresse oxidativo: Peroxidacéo lipidica

A peroxidacdo lipidica foi estimada pelo conteldo de substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS). A analise de malondialdeido (MDA) expressa o nivel de estresse
do organismo, pois demonstra a peroxidacao lipidica através da deteccdo do composto
aldeido. A concentracdo dos equivalentes de MDA foi calculada usando um coeficiente de

extingdo de 1,55 x 10° m icm™1, com leituras entre 535 e 600 nm [20].
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2.4. Extracdo de enzimas e determinacdo de proteinas

Para a extracdo do antioxidantes e posterior avaliacdo dos antioxidantes foi utilizada 5
gramas da biomassa Umida (pasta) da microalga Messastrum gracile. Esta forma de
avaliacdo foi elabora através de estudos preliminares. Para as andlises de antioxidantes,
foram testados diversos protocolos, sendo utilizada a metodologia de acordo com [21], em
que a microalga foi centrifugada a 1500 rpm, por 10 minutos a 4°C. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado e adicionado 2,5 mL de solucéo tampé&o fosfato de potassio ao
pellet de biomassa algal resultante da centrifugacdo. Esta pesagem foi escolhida
especificamente para essa microalga. A utilizagdo de um sonicador foi acrescentada a
metodologia em funcdo do aumento de proteina [22] nos testes preliminares de extragdo,
sendo entdo sonicado (3 vezes por 20 segundos). Novamente o material foi centrifugado,
seguindo o protocolo de [21] por 13.800 rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante armazenado
em freezer -80°C. Em seguida, foi realizada a determinacédo de proteinas totais, pelo método

de [22].

2.5. Andlise da atividade de antioxidantes

A anélise de Catalase foi realizada utilizando tampéo fosfato de potassio e H2O>, sendo a
atividade determinada pela decomposic¢do do H202, alem de 25 L do extrato proteico dos
dias 7, 14 e 21 e 50 pL do 28 [23]. Para a SOD foram utilizados 50 pl da amostra, tampéo
fosfato de sédio, metionina, NBT, EDTA e riboflavina totalizando 5 ml, havendo reacdo
pelo composto blue formazana [24]. Para a GR utilizou-se tampao fosfato de potassio, 5,5’-
dithio-bis (2-nitrobenzoic acid, NBT), glutationa oxidada, NADPH e 25 pL de extrato. A
atividade da GR foi estimada pela reducdo da glutationa oxidada [25]. A GPOX foi

determinada com a reacdo de tampao fosfato-citrato, guaiacol 0,5% e 50 ul do extrato vegetal
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para os dias 7, 14, 21 e 30 ul para o 28° dia [26]. E a enzima GSH-px utilizou tampé&o fosfato

de potassio, EDTA, GR, GSH, azida sodica, NADPH e H,0, [27].
2.6. Andlise estatistica

Todos os dados foram realizados em triplicata. Foi aplicado aos dados a anélise de
variancia (ANOVA) com o software SISVAR para verificacao entre as medias do meio de
cultura nos diferentes experimentos. Na ocorréncia de diferengas entre os resultados foi
aplicado o teste de Tukey e o nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Todos os resultados
foram expressos com média e desvio padrdo. Letras mailsculas iguais na mesma linha
significam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os dias de cultivo (7, 14, 21,

28 dias) e letras minusculas iguais entre os trés experimentos em cada dia de cultivo.
3. Resultados
3.1. Crescimento da microalga e variaveis do meio de cultura

A densidade celular maxima para as trés condicdes de cultivo (sem estresse, 24 horas e 72
horas) foram obtidas no 21° dia da curva de crescimento com 140x10°cells mL™,
301x10°cells mL* e 237x10°cells mL™, respectivamente. A densidade celular média a longo
da curva de crescimento da Messastrum gracile cultivada sem estresse teve uma variacdo de
31x10%ells mL? (7° dia) a 140 x10°cells mL* (21° dia). Ja para 24 horas de estresse
luminoso variou de 167x10°cells mL™ (7° dia) a 301x10° cells mL* (21° dia) e na condigdo
de estresse de luz durante 72 horas a variagdo foi de 104x10°cells mL? (7° dia) a

237x10%cells mL™ (21° dia) (Fig. 1).
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Fig. 1. Densidade celular do crescimento de Messastrum gracile em cultivo sem estresse e
expostas ao estresse luminoso de 24 e 72 horas nos diferentes dias de cultivo (7, 14, 21 e
28). Letras mailsculas iguais ndo ha diferenga significativa (p < 0,05) entre os dias de cultivo
(7, 14, 21, 28 dias) e letras minusculas iguais entre os trés experimentos em cada dia de

cultivo.

O fésforo total em cultivo sem estresse foi mais elevado do que o NIT apenas no 7° dia de
crescimento, ja no restante dos dias do crescimento da microalga, o NIT sobressaiu ao
fosforo total. Para a intensidade luminosa elevado por 24 horas ao longo do periodo
experimental foi quase de duas vezes mais elevado que o NIT, exceto no 21° dia em que a
diferenca ficou ao redor de 140 pgL* (Tabela 1). No entanto, em estresse luminoso por 72
horas, os teores de FT foram menores do que o NIT nas primeiras duas semanas do
crescimento de Messastrum gracile (7° e 14° dia), elevando-se a partir de 21 dias atingindo
teores acima de 2 pgL™. Todos os teores de FT foram menores em estresse de 72 horas, ja o

NIT em 72 horas apresentou uma relagéo inversa com o FT (Tabela 1).
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Tabela 1
Média e desvio padrdo das variaveis do meio de cultura e condicBes biologicas de
Messastrum gracile nas trés condicdes de cultivo: sem estresse, estresse luminoso de 24 e

72 horas avaliadas em diferentes etapas da curva de crescimento (7, 14, 21 e 28 dias).

Meio de cultura Microalga
CondigGes de NIT FT cT Ve K
cultivo
Sem estresse
7 1501,5+15% 1.281,5+1782  14,3+28°  26,8+14/Bb (58
14 643,3+24B°  1.600,2+30%  16,1+2”%  38,24+217% 0,21
21 1413,4+4%  1.400,2+2°2  14,4+28% 21 0+13B° (,17
28 279,9+ 19°¢  1.400,3+16”° 14,3+2B2  35+8Aa 0,11
24 horas
7 461456  1.135+32C2 1742282 43 7+21”%% 0,9
14 7374140 1.179+20%2 13,7+1,4%¢  19,1+10%° 0,5
21 1366+3172  1.493+148B2 15+1,582  31,9+1582 0,3
28 968+10B2 2.273+307 14,941,852 159+15%® 0,2
72 horas
7 1.348+4782  871+11°P 14,642785 34 24207 0,9
14 1.976+8,9”%  996+53CP 14,8+1,8”° 34,7+19% 04
21 1.080+11,6 1.349+318B2 13,8+1,28° 23 5+11B% 0,3
28 70643300 2.122+4472 14,5+1,7A82 22 9+12B% (2

Tabela 1: NIT= nitrogénio total (ugL™); FT= Fosforo total (ugL™); CT= comprimento total (um); VC= Volume celular
(nm3); K= taxa de crescimento.
Nota: Letras iguais nas linhas significam que ndo ocorreram diferencas significativas (p<0,05).

A taxa de crescimento (k) de M. gracile foi mais baixa para o cultivo sem estresse em
comparagdo com os dois periodos de estresse ao longo de todo o crescimento da microalga,
sendo o 7° dia com a maior taxa de crescimento (k=0,58). A taxa de crescimento foi similar
nos dois periodos de estresse luminoso, sendo maior (k=0,9) com 7 dias da curva de

crescimento e menor (k=0,2) no final do crescimento (28 dias) (Tabela 1).

A proteina total foi similar ao longo da curva de crescimento na condi¢do sem estresse
luminoso e de estresse luminoso por 24 horas. No entanto com 72 horas de estresse luminoso
houve maior concentracdo de proteina toal no 14° dia do crescimento. Comparando 0s

estresses luminosos em cada dia de crescimento, houve menor teor de proteina total para a

46



Mestranda: Mayara Cristina Malvas Nicolau Orientadora: Prof2 Dr2 Licia Helena Sipauba Tavares

condicd@o sem estresse luminosa em comparacdo com 24 horas e 72 horas de estresse de luz

ao longo de todo o crescimento de M. gracile (Fig. 2).
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Fig. 2. Proteina total durante o crescimento (7, 14, 21 e 28 dias) de Messastrum gracile em
cultivo sem estresse e expostas ao estresse luminoso de 24 e 72 horas. Letras maiusculas
iguais ndo hé diferenca significativa (p < 0,05) entre os dias de cultivo (7, 14, 21, 28 dias) e

letras mindsculas iguais entre os trés experimentos em cada dia de cultivo.
3.2. Avaliacdo do estresse e antioxidantes da microalga

Foi constatado que o maior nivel de estresse (MDA) foi obtido no 28° dia de crescimento
para as trés formas de cultivo, sendo o tratamento sem estresse com maior contetdo de MDA
em comparagdo ao cultivo de 24 horas e 72 horas de estresse luminoso. E a menor

concentracdo ocorreu no 7° dia e 14° dia de crescimento da microalga para as trés formas de

cultivo(Fig. 3).
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Fig. 3. Nivel de estresse (MDA) em Messastrum gracile durante o periodo de crescimento
(7,14, 21, 28 dias) em cultivo sem estresse e expostas ao estresse luminoso de 24 e 72 horas.
Letras maiusculas iguais ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os dias de cultivo (7,

14, 21, 28 dias) e letras minusculas iguais entre os trés experimentos em cada dia de cultivo.

Os teores de carotenoides e clorofila a, foram mais elevados com 21 dias de crescimento
para o tratamento sem estresse e clorofila total microalga M. gracile se manteve constante

ao longo do crescimento.

Em condicéo de estresse luminoso por 24 horas, carotenoides, clorofila total e clorofila a
foram mais elevados com 7 dias de crescimento e no estresse de luz durante 72 horas, néo
houve diferenca significativa entre os dias de crescimento. Quando comparada as trés
intensidades luminosas em cada dia de crescimento, foi observada diferenca no contetido de
clorofila total, a e carotenoides apenas com 7 dias de crescimento, em que o estresse de 24

horas apresentou maior resultado estatistico (Fig. 4).
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Fig. 4. Concentragdo de pigmentos (clorofila a, carotenoides e clorofila total) em
Messastrum gracile nas trés condigdes de cultivo: sem estresse, estresse luminoso de 24 e
72 horas. Letras maiusculas iguais ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os dias de
cultivo (7, 14, 21, 28 dias) e letras mindsculas iguais entre os trés experimentos em cada dia

de cultivo.

A GSH-px foi enzima que apresentou maior atividade, sendo mais elevada na condicéo
sem estresse ao longo de todo o tratamento, sendo a maior atividade com 7 dias de
crescimento. Para o estresse luminoso de 24 horas e 72 horas, ndo houve diferenga
significativa ao longo do crescimento da microalga (Fig. 5).

A enzima Catalase apresentou maior atividade na condicdo sem estresse em todo o
crescimento em comparacdo com estresse luminoso de 24 horas e 72 horas. O 7° dia de
crescimento foi o periodo que demonstrou maior atividade dessa enzima para a condi¢ao
sem estresse e para o estresse luminoso de 24 horas. Ja para o estresse luminoso de 72 horas

ndo houve diferenca significativa no crescimento de M. gracile (Fig. 5).
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A SOD s6 apresentou diferenca estatistica no crescimento para a condi¢cdo sem estresse,

sendo a atividade mais elevada encontrada com 7 dias de crescimento. Quando comparada

as trés condic¢des de cultivo, o tratamento sem estresse foi mais elevado em todos os dias de

crescimento. A GPOX teve sua maior atividade com 21 e 28 dias de crescimento para a

condicdo sem estresse, com 14 e 28 dias para o estresse luminoso de 24 horas e com 14 dias

para o estresse luminoso de 72 horas (Fig. 5)
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Fig. 5. Atividade especifica dos antioxidantes durante os dias de crescimento (7, 14, 21 e

28) de Messastrum gracile em cultivo sem estresse e expostas ao estresse luminoso de 24 e

72 horas. Letras maiusculas iguais ndo héa diferenca significativa (p < 0,05) entre os dias de
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cultivo (7, 14, 21, 28 dias) e letras minudsculas iguais entre os trés experimentos em cada dia

de cultivo.

A menor atividade dos antioxidantes foi para a GR frente as trés condi¢des de cultivo ao
longo do crescimento. A maior atividade da enzima para o tratamento sem estresse ocorreu
com 21 dias de crescimento, para a condicdo de estresse luminoso de 24 horas a atividade
mais elevada da GR foi encontrada com 14 dias de crescimento e para 72 horas de estresse
luminoso a maior atividade ocorreu com 14 e 28 dias de crescimento. Quando comparados
0s trés periodos de cultivo em cada dia da curva de crescimento de M. gracile houve maior

atividade da enzima no cultivo sem estresse para todos os dias de crescimento (Fig. 5).
4. Discussao e conclusdes

Em relacdo ao meio de cultura, os resultados de nitrogénio total encontrados neste estudo
foram inversamente proporcionais aos valores de carotenoides frente ao estresse luminoso
por 24 horas e para o cultivo sem estresse, ndo havendo variacdo nos resultados de
carotenoides com a mudanca de nitrogénio com 72 horas de aumento de luminosidade.

Nossos resultados foram confirmados por [28], em que a menor oferta de nitrogénio,
acarretou um aumento nos dados de pigmentos. Esses dados podem ser explicados, devido
a microalga necessitar de nitrogénio para seu desenvolvimento e sua diminuicao, aliado a
intensidade luminosa, pode aumentar o estresse da microalga. A resposta de M. gracile é
aumentar a producdo de carotenoides para proteger a célula contra as espécies reativas
produzidas em condicdo de estresse.

Em nossos dados, foi encontrado que, com 28 dias de cultivo, a microalga teve um menor
valor de NIT e uma maior producdo de FT. [13,29] cultivaram a M. gracile em intensidade
luminosa de 40 pmol ms* encontrando no 28° dia, dados de nitrogénio de 1,5 mgL™? e

fosforo total de 2,5 mgL™t. Comparando esses dados com os encontrados neste estudo, 0
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cultivo sem estresse obteve 2,8 mgL™ de NIT e 1,4 mgL™ de fésforo total, 24 horas (0,9
nitrogénio e 2,2 mgL* de fosforo total) e 72 horas (0,7 nitrogénio e 2,1 mgL'de fésforo
total) foi possivel observar a interferéncia da intensidade luminosa na nutricdo de M. gracile,
em que a mudanca da condicéo ideal de luz faz com que a microalga tenha uma resposta
nutricional menor.

As anélises de clorofila a, clorofila total e carotenoides foram mais elevadas com 7 dias
de crescimento da microalga em condicdo de estresse de 24 horas do que em 72 horas e para
o0 cultivo sem estresse. Os carotenoides e a clorofila aumentaram simultaneamente, pois 0s
carotenoides sdo responsaveis por preservar o aparato fotossintetizante e sob altas
temperaturas exercem a funcdo de proteger a integridade da membrana, aumentando sua
fluidez e proporcionando a sobrevivéncia celular [9,30]. Esses dados diferenciam dos
encontrados por [31] com estresse luminoso de 24 horas, houve decréscimo nestes
compostos em relacdo a 84 horas de estresse. O autor sugere que a microalga conseguiu se
recuperar quando exposta por maior tempo ao estresse, aumentando a producdo destes
compostos em funcao da aclimatacdo as condi¢bes adversas.

Para todos os antioxidantes enzimaticos houve uma maior atividade quando a M. gracile
foi cultivada sem estresse em compara¢do com os cultivos de estresse luminoso. A SOD,
CAT e GSH-px apresentaram atividade mais elevada no 7° dia de crescimento,
principalmente para o cultivo sem estresse. A SOD é a primeira linha de defesa frente as
EROs, ja que combate a primeira espécie reativa formada, a superoxido, que serad quebrada
em peroxido de hidrogénio e agua. Com isso, seu funcionamento se inicia nos primeiros dias
do crescimento da microalga e vai decrescendo com a diminuigéo da producéo de superdxido
ao longo do crescimento [6]. Assim que ocorre a formacédo do perdxido de hidrogénio, que
também € uma espécie reativa, € necessario que outras enzimas fagam a dismutacdo dessa

ERO, assim a CAT, que esta sendo produzida pincipalmente nos peroxissomos e a GSH-px
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no citosol, iniciam sua atividade fazendo a quebra do peroxido de hidrogénio no 7° dia de
crescimento e também diminuem sua atividade quando a maior parte do peroxido de
hidrogénio disponivel é degradado [32].

Estes dados também s&o refletidos nas informacdes de peroxidacéo lipidica encontradas
na microalga M. gracile, em que a menor proporcao, ou seja, 0 menor nivel de estresse esta
estabelecido com 7 dias de crescimento. Estes resultados demonstram que o0s pigmentos,
aliados com a SOD, CAT e GSH-px ndo s6 mantiveram os niveis de clorofila alto neste
periodo, como também foram efetivos antioxidantes para essa espécie, sendo até capazes de
minimizar os efeitos nocivos do estresse luminoso de 24 horas e 72 horas.

As enzimas GPOX e GR foram as enzimas que apresentaram as menores atividades, com
melhores respostas no 28° dia de crescimento. Os Ultimos dias de crescimento da microalga
é a fase em que esta ocorrendo a morte celular e consequentemente ocorre naturalmente
maior producdo de espécies reativas, portanto maior estresse oxidativo. Devido a isso, neste
periodo é necessario que 0 maquinario enzimatico apresente uma atividade elevada para o
combate das ERO, ndo sendo o ocorrido para essa espécie e, portanto, os niveis de MDA
permaneceram altos nessa fase.

Esta espécie de microalga produz grandes quantidades de antioxidantes ao longo do seu
crescimento, principalmente os carotenoides e as enzimas Catalase e GSH-Px, além da
producéo de antioxidantes ser maior no cultivo sem estresse luminoso em comparagéo com
os cultivos com interferéncia luminosa. Apesar disso, os efeitos contra o estresse oxidativo
no desenvolvimento da M. gracile sdo notados apenas no comec¢o do crescimento, com 7
dias, com a acdo dos carotenoides e das enzimas Catalase, SOD e GSH-Px. Com isso, pode-
se concluir que nao é necessario cultivar M. gracile até o final da sua curva de crescimento
e aumentar a luminosidade em seu cultivo para induzir uma melhor resposta do sistema

antioxidantes, ja que a condi¢do da microalga sem estresse (60 umol m2s™?) principalmente
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no 7° dia de crescimento, apresentou uma maior atividade do conjunto antioxidante. Assim,
esses resultados podem ser utilizados para futuras pesquisas, em que a microalga M. gracile

pode ser aplicada para melhorar o sistema de defesa de outras espécies.
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ANEXO

Uso da biomassa da microalga Messastrum gracile via pré-tratamento de sementes no

crescimento da Lactuca sativa
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RESUMO

A biomassa de microalgas, utilizadas como pré-tratamento de sementes, pode representar
uma alternativa sustentavel para a melhoria e aumento da producdo agricola. A microalga
Messastrum gracile foi cultivada em condicdo sem estresse luminoso (60 pmol m2s-1) e com
estresse luminoso (120 umol m2s-1), e coletada durante 7, 14, 21 e 28 dias para a formagéo
de quatro biomassas. O objetivo foi comparar o potencial de cada biomassa como pré-
tratamento para a alface e suas influéncias na germinagédo e crescimento da cultura. As
biomassas de cada dia de crescimento da microalga foram utilizadas como pré-tratamento
para as sementes de alface, que ficaram emergidas por 4 horas e foram semeadas (50
sementes) em caixas gerbox, com 5 repeticbes para cada tratamento. Foram avaliados
germinagdo, crescimento e nivel de estresse em cada tratamento. O melhor tratamento
aplicado foi a biomassa da microalga cultivada sem estresse luminoso, com 7 dias de
crescimento de M. gracile para praticamente todas as andlises, exceto massa seca, em que a

biomassa da microalga com 21 dias de crescimento apresentou o melhor resultado.

Palavras-chave: Cultura, biofertilizante, semeadura, organico.
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ABSTRACT

Microalgae biomass may presented a more sustainable alternative for increase in agriculture
production when employed as seeds treatment. The microalgi Messastrum gracile was
grown without light stress (60 pmol m?2s-) and with light stress (120 pmol m?2s-t), and was
collected along 7, 14, 21 and 28 days, which resulted in four distinct biomasses. The aim of
the research was to compare the potential of each biomass as treatment for lettuce seeds and
the influence in germination and culture growth. The biomasses for each microalgi growth
day were employed as treatment for lettuce seeds, which were immersed for four hours and
then were sowed (50 seeds) in gerbox-type containers, resulting in five repetitions per
treatment. The germination, growth and stress levels were assessed. The better treatment was
through the application of the microalgi biomass cultivated without luminous stress, at seven
days of growth in all analyses, except for dry mass, in which the microalgi biomass at 21

days of growth presented the better result.

Keywords: Culture, biofertilizer, sowing, organic
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1. Introdugéo

As microalgas sdo alvo de pesquisas devido a riqueza nutricional presente em sua
biomassa, onde é encontrado nitrogénio, fosforo, vitaminas e antioxidantes, responsaveis no
controle do crescimento e desenvolvimento das plantas e aumento da resisténcia a patégenos
(ZABOCHN ICKA-SWIATEK & KOCELA, 2019).

Além disso, por se tratar de um organismo fotossintetizante, as microalgas sofrem
influéncia da luminosidade no seu crescimento e composic¢ao nutricional. O excesso de luz
pode aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e modificar a atividade
dos antioxidantes e interferir na nutricio da sua biomassa (SUTHERLAND et al.,
2015; KRZEMINSKA et al., 2015).

Por esses fatores, produtos derivados de microalgas tém sido utilizados para
alimentacdo, cosméticos, farmacos e para a melhoria do cultivo na agricultura. Atualmente,
busca-se 0 aumento da producéo de alimentos atrelado a melhoria de sua qualidade, além da
preocupagdo com o meio ambiente e com os grandes custos de produgdo das lavouras. Desta
forma, cresce o interesse em praticas de agricultura cada vez mais sustentaveis, tais como a
organica, que além de proporcionar maior conservacao ambiental, produz alimentos sem
contaminagdo por metais pesados e com maior valor biolégico. (GARCIA-GONZALEZ &
SOMMERFELD, 2016).

Desta forma, o uso de microalgas na agricultura vem crescendo, como biofertilizantes,
bioestimulante e no pré-tratamento de sementes, com o intuito de aumentar o desempenho
produtivo das culturas agricolas de forma sustentavel (BOGHDADY et al., 2016).

A microalga Messastrum gracile pode ser um importante bioestimulante para a
agricultura, ja& que € um organismo biolégico com uma vasta gama de nutrientes e

antioxidantes, tem um cultivo barato e uma rapida producéo.
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Os extratos de algas podem ser aplicados através do tratamento de sementes, da
irrigacdo do solo, pulverizacao foliar ou em combinacdo de duas ou mais formas. Além
disso, é necessario definir a cultura, o método de aplicacdo para ser utilizado quanto as
frequéncias e épocas de aplicacbes de forma a influenciar no crescimento vegetal
(DOURADO NETO et al., 2014; PEREIRA et a, 2018).

Sendo assim, a utilizacdo de microalgas como biofertilizante ou bioestimulante na
agricultura é uma solucéo, para evitar 0 uso excessivo de fertilizantes, herbicidas e pesticidas
na producdo agricola e diminuir o impacto ambiental, aléem de melhorar a germinacéo de
sementes, o desenvolvimento das mudas e elevar a tolerancia a estresses (BOGHDADY et
al., 2016).

A alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica pertencente a familia Asteraceae e
considerada a hortalica folhosa mais conhecida e de maior importancia mundial (SILVEIRA
2016). E muito utilizada para a pesquisa devido ao seu ciclo de vida curto, tamanho pequeno,
baixo custo de producdo e uma grande adaptabilidade as condicBes de crescimento
intensivo (PENNISI et al., 2019).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi comparar o efeito da biomassa da microalga
Messastrum gracile cultivada sem estresse luminoso e com estresse luminoso, como pré-
tratamento de sementes de alface e avaliar seus efeitos na germinacdo e desenvolvimento da

cultura.
2. Material e métodos
2.1 Cultivo e Biologia da Messastrum gracile

Foram realizadas duas formas de cultivo da microalga Messastrum gracile (CCMA-
UFScar 5) ao longo da curva de crescimento (7, 14, 21 e 28 dias). No primeiro tratamento a

microalga foi mantida em condicdo ideal de luminosidade (60 umol m2s?), durante todo o
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experimento. No segundo tratamento, a microalga foi mantida em 60 pmol m2side luz e
recebeu um estresse luminoso (120 pmol m2s™) durante 24 horas antes de ser coletada nos
dias 7, 14, 21 e 28 dias da curva de crescimento. A microalga M. gracile foi cultivada em
triplicata, em meio de cultura CHU12 em volume de 10 litros, apos o cultivo de 7, 14, 21 e
28 dias a biomassa algal foi centrifugada para a obtencéo de uma pasta que foi utilizada nas
analises de antioxidantes e na biomassa para o pré-tratamento das sementes de alface com o
peso de 0,6 gramas para cada tratamento. O Nitrogénio total (NIT) e Fosforo total (FT) foram
analisados no meio de cultura da microalga e seguiram a metodologia de Golterman et al.

(1978) e Koroleff (1973).

2.2 Dados bioldgicos da Messastrum gracile

Densidade maxima (DM) (7, 14, 21 e 28 dias), taxa de crescimento (k) foi calculada
por: k = (3,332 / t>-t1 X log N2 / Ny) (t = tempo; N = nimero de células (GUILLARD, 1973)
e o0 tempo de duplicacdo (TD) foi calculado a partir dos resultados obtidos a partir da taxa
de crescimento, por: Td = 1k (Td = duplicagdo tempo, 1k* = dias por divisio)

(GUILLARD, 1973).

2.3 Antioxidantes da Messastrum gracile

Para a extragdo dos antioxidantes foi utilizada a metodologia de Fan et al (2018)
modificada e foram quantificados por espectrofotdmetro, sendo a Catalase responsavel pela
quebra do H202 em H;0 e O, realizada de acordo com Azevedo et al. (1998) e a enzima
SOD que catalisa a superéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, seguindo
Giannopolitis e Ries (1977). Ja a GR, catalisa a reducdo da glutationa em GSH (GOMES-
JUNIOR et al. 2006), enquanto a GPOX seguiu Matsuno et al. (1972) e a quinta enzima
analisada foi a GSH-Px, sendo determinada de acordo com Flohé et al. (1984) e os

carotenoides foram analisados de acordo com Lichtenthaler (1987).
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2.4 Tratamento na Alface (Lactuca sativa)

Foram utilizadas sementes de alface crespa, por se tratar de uma cultura de rapido
crescimento e fécil cultivo. A unidade experimental foi representada por 5 caixa gerbox por
tratamento, sendo cada repeticdo com 50 sementes. A aplicacdo da biomassa de M. gracile
foi realizada através do pré-tratamento das sementes, em que as mesmas ficaram emergidas
por 4 horas em 0,6 gramas de biomassa da microalga, diluidas em 50 mg de &gua destilada.
A escolha da concentracdo de microalga para a biomassa e o tempo do pré-tratamento foram
determinados a partir de ensaios pré eliminares realizados em laboratério. As caixas gerbox,
com sementes de alface, foram dispostas em germinador de ambiente controlado, com uma

temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h/12 h.
2.5 Germinacao e crescimento de plantulas

Para germinacdo, a avaliacdo ocorreu a cada 12 horas ap0s a aplicacdo dos tratamentos,
durante uma semana. Os dados foram analisados segundo Maguire (1962) e Laboriau (1983),
guanto a germinacdo (G) e indice de velocidade de germinacdo (IVG). O crescimento foi
analisado através da massa seca, em que 100 plantulas para cada tratamento foram colocadas
por 72 horas a 70 °C em estufa. As medidas de massa seca foram realizadas utilizando-se
uma balanca analitica com precisdo de 0,01 g. Para o desenvolvimento de plantulas
(comprimento de raiz e altura de plantula) a avaliacdo ocorreu 7 dias ap0s o inicio do

experimento, sendo medidas 100 plantulas para cada tratamento.
2.6 Peroxidacéo lipidica das plantulas de alface (Lactuca sativa)

A caracterizacao do estresse oxidativo na alface foi realizada através da quantificagdo
do teor de substancias reativas ao acido (TBARS) como produto final do processo de
peroxidacao de lipidios, com leituras a 535 e 600 nm. O teor de MDA foi calculado conforme

a equacdo especifica para a reacdo (GRATAO et al., 2012).
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2.7 Andlise estatistica

Foi aplicado aos dados a andlise de variancia (ANOVA) com o software SISVAR para
verificagdo entre as médias do meio de cultura da microalga e para os tratamentos na alface,
nos diferentes experimentos, realizados em triplicatas. Quando ocorreu diferencas entre 0s

resultados foi aplicado o teste de Tukey e o nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

Os resultados foram expressos com média e desvio padrdo. Letras maidsculas iguais
na mesma linha significam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os dias de
cultivo (7, 14, 21, 28 dias) e letras minusculas iguais entre os dois experimentos em cada dia

de cultivo.

3. Resultados

3.1 Messastrum gracile

3.1.1 Biologia e 0 meio de cultura

A maior absorcdo de nitrogénio total pela microalga M. gracile ocorreu com 28 dias
para o cultivo sem estresse e 7 dias para o cultivo com estresse luminoso. Para o fdsforo, a
maior absorcdo ocorreu com 7 dias para as duas formas de cultivo. A densidade maxima
ocorreu com 21 dias de crescimento para as duas formas de cultivo, sendo 140 x10° cells
mL ™ para a condigdo sem estresse e 301x10°cells mL* para a condigdo de estresse luminoso.
A taxa especifica de crescimento foi mais elevada com 7 dias de crescimento da microalga
para o cultivo sem estresse luminoso e para o cultivo com estresse luminoso, a taxa especifica

foi de k= 0,58 d k=0,9 respectivamente.
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Tabela 1. Variaveis do meio de cultura e condi¢c6es bioldgicas de Messastrum gracile nas
duas condices de cultivo: sem estresse e estresse luminoso de 24 horas avaliadas em

diferentes etapas da curva de crescimento (7, 14, 21 e 28 dias).

Sem estresse luminoso Com estresse luminoso
Parametros Tempo (dias)
7 14 21 28 7 14 21 28

Meio de cultura
NIT (mgL™) 1,5+¢15"% 0,6424% 1444 03+19®°  0,545,6° 0,7+14% 1,4+31"% 1+10%

FT (mgL™h) 1,3+17%% 1,6+30™ 14+2" 14+16™°  1,1+32% 11420 15+145 2 3+30™
Microalga

DM (x10° mL™) X X 140 X X X 301 X

TD (dias) 1,738986 2,391341 3,5612 6,04999 1,15527 221256 2,97613 4,35987
K 0,58 021 017 011 0,9 0,5 0,3 0,2

3.1.2 Antioxidantes

As enzimas GSH-Px, CAT e SOD tiveram atividade mais elevada no cultivo sem
estresse luminoso, com 7 dias de crescimento da microalga e as enzimas GPOX e GR
apresentaram maior atividade para o cultivo sem estresse com 28 dias de crescimento de
Messastrum gracile. Para os carotenoides, houve uma maior producdo com 21 dias de
crescimento da microalga para o cultivo sem estresse luminoso e com 7 dias para o cultivo

com estresse luminoso.

Tabela 2. Antioxidantes enzimaticos (GSH-Px, CAT, SOD, GPOX, GR em pmol min"tmg™
proteina) e ndo enzimatico (Carotenoides em pg g FW) produzidos pela microalga
Messastrum gracile exposta ao estresse luminoso e sem estresse durante os dias de

crescimento (7, 14, 21 e 28 dias).

Sem estresse luminoso Com estresse luminoso
Antioxidantes Tempo (dias)
7 14 21 28 7 14 21 28

GSH-Px 916+10"  430£14% 17413  158+18% 15+18"° 46£9°° 4248 44+3°
CAT 168+10" 20+352 31+0,3% 13+ 3% 200,66 4£0,7% 340,52 2+0,6%
SOD 5045 38+35 35425 26+3% 6+0,3"" 6+0,3% 6+0,6"" 7405
GPOX 1+0,1% 3+0,3% 340,382 440,42 140,15 2+0,02°° 10,45 2,5+0,1°°
GR 2+0,3% 3+0,04% 4+0,4% 340,25 1+0,1%° 340,14 2+0,1% 2+0,1%

Carotendides  0,01+0,0001%° 0,01+0,001%* 0,020,002 0,01+0,001%  0,03+0,001"% 0,01+0,003%% 0,02+0,0001% 0,01+0,0003
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3.2 Lactuca sativa

A germinacdo das sementes de alface com a biomassa microalgal sem estresse
apresentou melhores resultados no 7° dia de crescimento da M. gracile, em que houve
germinagdo de todas as sementes. J& para a biomassa com estresse luminoso de 24 horas
houve uma melhor germinacdo 21 dias de crescimento em relacdo ao restante dos dias.
Quando comparado as duas biomassas, houve diferenca significativa com 7 e 28 dias de
crescimento da microalga, em que houve uma maior germinacdo das sementes de alface para
a biomassa microalgal sem estresse luminoso em comparagcdo com biomassa de estresse

luminoso.

Fig. 1. Germinacdo das sementes de alface durante os dias de crescimento (7, 14, 21 e 28

dias) de Messastrum gracile exposta ao estresse luminoso e sem estresse.
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O indice de velocidade de germinacdo (IVG) mais elevado para a biomassa sem
estresse luminoso ocorreu com 7 dias da curva de crescimento em comparagdo com 0
restante do crescimento da microalga. J& para o cultivo de estresse luminoso, o IVG foi maior
para os dias 7 e 14 da curva de crescimento.

Quando comparado as duas condicdes de cultivo, o tratamento sem estresse luminoso
foi melhor em comparagéo ao tratamento com estresse luminoso com 7 e 28 dias e o contrario

ocorreu com a biomassa de 14 dias de crescimento.
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Fig. 2. Indice de velocidade de germinagdo (IVG) das sementes de alface durante os dias de
crescimento (7, 14, 21 e 28 dias) de Messastrum gracile exposta ao estresse luminoso e em
sem estresse.
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A maior altura de plantula para a biomassa microalgal sem estresse luminoso ocorreu
com 14 e 28 dias do crescimento da microalga e para a biomassa com estresse luminoso de
24 horas com 14 dias da curva crescimento de M. gracile. Quando comparado os dois
tratamentos, houve diferenca significativa com 7, 14 e 28 dias de crescimento, em que a
biomassa sem estresse luminoso apresentou uma maior altura de plantula em comparacao
com 0 a biomassa com estresse luminoso.

Para o comprimento de raiz, a biomassa sem estresse luminoso apresentou melhores
resultados com 7 dias de cultivo da microalga e a biomassa com estresse luminoso de 24
horas obteve os maiores valores com 7 e 21 dias de crescimento da microalga M. gracile.
Quando comparado as duas biomassas, houve diferenca significativa apenas com 21 dias da
curva de crescimento da microalga, em que a biomassa com estresse luminoso apresentou
um maior comprimento de raiz em comparacdo com a biomassa microalgal sem estresse

luminoso.
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Fig. 3. Altura da plantula e comprimento da raiz de alface durante os dias de crescimento (7,

14, 21 e 28 dias) de Messastrum gracile exposta ao estresse luminoso e sem estresse

luminoso.
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A maior massa seca para a biomassa microalgal sem estresse luminoso foi com 21 dias

de crescimento e para o tratamento com 24 horas de estresse luminoso ndo houve variacédo

ao longo do crescimento de M. gracile. Quando comparado os dois tratamentos, s6 ha

diferenca significativa com 21 dias de crescimento em que a biomassa sem estresse apresenta

uma massa seca mais elevada em comparacdo com a biomassa com estresse luminoso.

Fig. 4. Massa seca da pléntula de alface durante os dias de crescimento (7, 14, 21 e 28 dias)

de Messastrum gracile exposta ao estresse luminoso e sem estresse luminoso.
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O maior conteddo de MDA para a biomassa sem estresse luminoso ocorreu com 14

dias de crescimento da microalga. Para a biomassa com estresse luminoso, o contetdo de

MDA foi mais elevado com 7 e 14 dias de crescimento.
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Na comparacdo entres as duas formas de biomassa microalgal ao longo do
crescimento, s6 houve diferenca significativa com 7 dias de crescimento, em que a biomassa
sem estresse luminoso apresentou um menor conteudo de MDA em comparacdo com a

hiomassa com estresse luminoso.

Fig. 5. Contetdo de MDA das pléntulas de alface durante os dias de crescimento (7, 14, 21

e 28 dias) de Messastrum gracile exposta ao estresse luminoso e em sem estresse luminoso.

0O Sem estresse
08 - 24 horas

o

(o2}
—
—Z

Ba Ba

BCb Ca

o
~

o
N

Contetdo de MDA (umol mg-1
massa Umida)

7 dias 14 dias . 21 dias 28 dias
Dias

4.Discussao e conclusao

Em relacdo aos antioxidantes houve uma intensificacdo da atividade das enzimas
antioxidantes quando M. gracile foi cultivada sem estresse em comparacdo com o cultivo de
estresse luminoso, principalmente aos 7 dias de cultivo, em que as enzimas SOD, CAT e
GSH-Px apresentaram uma atividade mais elevada. Essa maior atividade do sistema de
defesa da microalga neste periodo foi efetiva na reducdo dos conteidos de MDA na alface,
em comparagdo com as sementes tratadas com a biomassa proveniente do estresse luminoso

O melhor desempenho do sistema de defesa antioxidante deste cultivo reflete também
na germinacao das sementes de alface em que a biomassa sem estresse luminoso, com 7 dias
de crescimento da microalga, obteve 100% da germinacdo em todas as repeti¢cdes. Também
foi possivel notar essa influéncia dos antioxidantes no IVG, que é mais elevado para a

biomassa sem estresse luminoso com 7 dias de crescimento. O IVG elevado é extremamente
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importante para a cultura da alface, ja que as sementes de alface séo altamente sensiveis as
condic¢des do ambiente e isso pode influenciar na emergéncia das plantulas. Com uma rapida
germinacao, as sementes sofrem menos danos do ambiente e garantem uma melhor producgéo
(EIRA & MARCOS FILHO, 1990).

Com o sistema de defesa mais ativo, a germinacéo é finalizada de forma mais rapida e
mais efetiva, e a plantula consegue transferir a energia para seu crescimento. Este fato pode
ser notado no maior comprimento das raizes no tratamento com a biomassa sem estresse
luminoso, com 7 dias de crescimento da microalga. As raizes mais compridas aumentam o
campo de absorcdo de agua e nutrientes, que sdo essenciais ao desenvolvimento de uma
cultura e aumento da producédo de biomassa da parte aérea (GIACOMINI et al., 2005).

Além disso, foi possivel notar uma maior absorcdo de fésforo e nitrogénio pelas
microalgas com 7 dias de crescimento, aumentando a parte nutricional da biomassa utilizada
para o tratamento da germinacédo da alface. De acordo com Dias et al. (2017) as raizes tém
um maior crescimento quando ha grandes concentracdes e disponibilidade de nutrientes,
principalmente do fosforo, em que foi provado por Drew (1975), que o local com maior
presenca de P, teve um melhor desenvolvimento radicular.

Em relacdo a massa seca, 0 tratamento com a biomassa sem estresse luminoso
apresentou maiores resultados para o periodo de 21 dias de crescimento. Este fato pode estar
atrelado com o maior conteudo de carotendides produzidos pela microalga nesse periodo.
Os carotenoides sdo responsaveis por proteger o aparato fotossintetizante e,
consequentemente, aumentar absorcao de luz (GONG & BASSI, 2016). A maior absor¢ao
de luz, eleva a producdo de fotossintese e gera um maior crescimento de plantula e com isso
uma maior massa seca final.

Com isso € possivel concluir que a biomassa de Messastrum gracile sem estresse

luminoso e cultivada até o 7° dia de crescimento, quando utilizado como pré-tratamento pode
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ser um importante artificio para cultura da alface, com a obtencéo de alto I'VG e reducgédo no

conteudo de MDA para as sementes, assim como maior comprimento das raizes.
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