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RESUMO

As microalgas apresentam potencial biotecnologico e sua biomassa pode ser empregada para
melhorar o valor nutricional de produtos alimenticios e racdes para animais. Além disso, podem
ser utilizadas na producdo de biocombustiveis e na diminuicdo do efeito estufa a partir da
mitigagcdo de CO>. Nos ultimos anos, houve crescente atengdo sobre os efeitos bioldgicos que
0s campos magnéticos (CM) sdo capazes de promover, tais como estimular o crescimento
microalgal, e assim, tornar viavel economicamente a sua producéo. Nesse contexto, 0 presente
trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da aplicacdo de CM no crescimento de Chlorella
kessleri LEB 113 e em cepas de Chlamydomonas reinhardtii 2137 (selvagem) e Wt-S1
(geneticamente modificada). Além disso, as biomassas destas microalgas foram avaliadas
quanto a composicao proximal, parametros cinéticos, producdo de pigmentos e antioxidantes
pela célula, e estes resultados foram comparados com o0s respectivos cultivos controle (CC)
(sem aplicacdo de CM). O trabalho foi dividido em duas etapas: na primeira foram feitos ensaios
com Chlorella kessleri e na segunda, os ensaios com as duas cepas de Chlamydomonas. Desta
forma, na primeira etapa C. kessleri LEB 113 foi exposta a agédo de CM de 30 e 60 mT durante
24 h dtou 1 h d?, e os cultivos foram realizados em fotobiorreator tubular vertical (2 L) em
meio BG-11, durante 10 d a 30°C, iluminancia de 42,6 pmol m? s e fotoperiodo 12 h
claro/escuro. Na segunda etapa, CM de 11 e 20 mT foram aplicados durante 1 h d* em cultivos
de duas cepas de C. reinhardtii em reatores tipo Erlenmeyer (2 L), a 28°C, 125 rpm, 41,6 umol
m2 st e fotoperiodo de 12 h claro/escuro, durante 10 d. Ambas as condi¢des de CM estudadas
estimularam a concentracdo méxima de biomassa (Xmax) nos cultivos de C. kessleri, porém o
CM de 60 mT aplicado por 1 h d*! apresentou maiores valores de Xmax (1,39 + 0,07 g L),
produtividade volumétrica maxima (Pmax) (132,5 + 10,1 mg L™ d?) e velocidade especifica
méxima de crescimento (pmax) (0,34 < 0,01 d!), comparados com o CC. Esta condigdo também
estimulou a sintese de lipidios (23,8 + 1,1 % m m™), clorofila a (8,87 + 1,77 mg L),
carotenoides totais (2,23 + 0,02 mg L1), e a atividade antioxidante da biomassa, em relagio ao
CC. O cultivo com aplicacdo de CM de 30 mT por 1 h d* apresentou Xmax 36,0 % maior que o
CC (0,76 +0,06 g L), e estimulou a producéo de proteinas (58,6 + 0,2 % m m™), lipidios (23,6
+0,7 % m m™), clorofila a (7,85 + 0,66 mg L), clorofila b (3,35 + 0,22 mg L) e carotenoides
totais (2,34 + 0,08 mg L). Os cultivos de C. reinhardtii ndo apresentaram aumento na
concentracdo de biomassa quando expostos aos CM, sendo que a cepa sem parede celular
mostrou-se mais sensivel aos CM, apresentando menores valores de Xmax € Pmax em relacéo ao
CC. Entretanto, a aplicacdo de CM de 20 mT nesta cepa aumentou a producdo de lipidios em
31,6 %, em relagdo ao CC (16,0 = 0,5 % m m™). O CM de 11 mT estimulou a produco de
lipidios (19,2 + 0,5 % m m™), carboidratos (20,7 + 0,7 % m m™), clorofilas a (7,74 + 0,41 mg
L1), clorofilas b (4,59 + 0,23 mg L) e carotenoides totais (2,71 + 0,21 mg L™?), além de
aumentar a atividade antioxidante na biomassa. Os resultados obtidos neste estudo
comprovaram a eficiéncia dos CM durante os cultivos microalgais, promovendo a estimulagéo
do crescimento celular, contribuindo com a diminuigédo de custos na producdo de biomassa,
bem como na estimulacdo da sintese de biocompostos de interesse biotecnologico.

Palavras-chave: Atividade antioxidante, bioestimulacéo, carotenoides, clorofilas.



ACTION OF MAGNETIC FIELDS ON THE CULTIVATION OF Chlorella kessleri
LEB 113 AND Chlamydomonas reinhardtii

ABSTRACT

Microalgae have biotechnological potential since their biomass can be used for improving the
nutritional value of food products and animal feed. Furthermore, their biomass can be used for
producing biofuels and reducing greenhouse effects with CO, mitigation. Attention has lately
been drawn to the biological effects, such as the stimulation of microalgal growth, which
magnetic fields (MF) are able to promote so as to make the production of microalgae become
economically viable. Therefore, this study aimed at evaluating the effects of MF application on
the growth of Chlorella kessleri LEB 113, Chlamydomonas reinhardtii 2137 (wild type) and
Chlamydomonas reinhardtii Wt-S1 (genetically modified type). Moreover, the proximal
composition, kinetic parameters and the production of pigments and antioxidants by the cell
were evaluated; afterwards, these results were compared with respective control cultures (CC)
(without MF application). This study was divided into two parts: firstly, tests were carried out
with Chlorella kessleri and then assays were conducted with both strains of Chlamydomonas.
Thus, in the first part of the study, Chlorella kessleri LEB 113 was exposed to MF action of 30
and 60 mT for 24 h d or 1 h d%, cultures were performed in a vertical tubular photobioreactor
(2 L) in medium BG-11 for 10 d, at 30°C, 42.6 umol m? s and photoperiod 12 h light/dark. In
the second part, MF of 11 and 20 mT were applied for 1 h d! to cultures of two strains of C.
reinhardtii in an Erlenmeyer reactor (2 L) at 28°C, 125 rpm, 41.6 pmol m2 s ! and photoperiod
of 12 h light/dark for 10 d. Both MF applications stimulated the maximum biomass
concentration (Xmax) in C. kessleri cultivations. However, MF of 60 mT applied for 1 h d* had
higher Xmax values (1.39 + 0.07 g L), maximum volumetric productivity (Pmax) (132.5 + 10.1
mg L™ dY) and maximum specific growth rate (umax) (0.34 <0.01 d) by comparison with CC.
This condition also stimulated synthesis of lipids (23.8 + 1.1 % m m™), chlorophyll a (8.87 +
1.77 mg L1, total carotenoids (2.23 + 0.02 mg L) and the antioxidant activity of the biomass,
by comparison with CC. The application of 30 mT for 1 h d*! had Xmax 36.0 % higher than in
CC (0.76 £ 0.06 g L), and stimulated the production of proteins (58.6 + 0.2 % m m™), lipids
(23.6 £ 0.7 % m m™), chlorophyll a (7.85 + 0.66 mg L), chlorophyll b (3.35 + 0.22 mg L)
and total carotenoids (2.34 + 0.08 mg L™?). C. reinhardtii cultivations showed increase in
biomass concentration when exposed to MF, whereas the strain without a cell wall was more
sensitive to MF, with lower values of Xmax and Pmax than CC. However, the application of 20
mT increased the production of lipids in 31.6 % by comparison with CC (16.0 + 0.5 % m m%).
MF of 11 mT stimulated the production of lipids (19.2 + 0.5 % m m), carbohydrates (20.7 +
0.7 % m mY), chlorophyll a (7.74 + 0.41 mg L), chlorophyll b (4.59 + 0.23 mg L) and total
carotenoids (2.71 + 0.21 mg L1), besides increasing antioxidant activity in the biomass. Results
of this study confirm the efficiency of MF in microalga cultivation, since it triggers cell growth,
contributes to cost reduction in the production of biomass and enables the synthesis of
biocompounds of biotechnological interest.

Key words: Antioxidant activity, biostimulation, carotenoids, chlorophylls.
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1 INTRODUCAO

Microalgas sdo normalmente encontradas em sistemas de agua doce e marinhos,
possuindo em sua maioria habitos plancténicos. A biodiversidade de microalgas € elevada e
representam recurso quase inexplorado (JOHANSEN, 2012; LOURENCO, 2006). As
microalgas realizam fotossintese e produzem cerca de 40-50 % do oxigénio atmosférico, usando
simultaneamente o dioxido carbono (CO2) atmosférico para crescer fotoautotroficamente,
desempenhando papel importante no ciclo do carbono na terra (MARQUES et al., 2012).

As microalgas possuem grande potencial biotecnoldgico. A sua biomassa pode ser
utilizada para melhorar o valor nutricional de produtos alimentares e ragdes para animais
(BEZERRA et al., 2010; FIGUEIRA et al., 2011; MORAIS et al., 2006), além de poder conter
moléculas biologicamente ativas (BIERHALS et al., 2009; JAYAPPRIYANA et al., 2013;
PRAKASH et al., 2011; PRIETO et al., 2011; SHANAB et al., 2012).

Nos Gltimos anos houve aumento nas pesquisas voltadas a questdes ambientais
envolvendo a biomassa microalgal, como a producdo de biocombustiveis (CHEN et al., 2014;
MUSSGNUG et al., 2010), tratamento de aguas residuarias (KIM et al., 2014; RASOUL-
AMINI et al., 2014) e na mitigagdo de CO2 (CHENG et al., 2014; RADMANN et al., 2011).

Dentre a grande variedade de microalgas, algumas ganham destaque devido ao seu
potencial biotecnoldgico, como por exemplo, a cloréfita Chlamydomonas reinhardtii,
considerada modelo para o estudo da fotossintese, das vias que controlam o crescimento celular
e recentemente para a producdo de biocombustiveis (CHEN et al., 2014; MERCHANT et al.,
2007; MUSSGNUG et al., 2010). A microalga Chlorella kessleri, é outra cloréfita com grande
potencial, a qual apresenta grande quantidade de &cidos graxos em sua biomassa, 0s quais
podem ser destinados tanto para alimentacdo, quanto para producdo de biocombustiveis
(MORAIS; COSTA, 2008). Essas microalgas vém chamando a atencdo de pesquisadores por
ser importante fonte de biomassa com composi¢do quimica de interesse industrial. Por este
motivo, faz-se necessario estudar alternativas para o aumento da producéo das suas biomassas
a fim de viabilizar o processo de producao.

A composicdo da biomassa microalgal é composta basicamente por proteinas,
carboidratos, lipidios e minerais. Sua utilizacdo em processos biotecnologicos € dependente
desses compostos presentes na biomassa. Por exemplo, biomassas ricas em carboidratos sdo
preferiveis para a producdo de bioetanol (HO et al., 2013), os polissacarideos também s&o

utilizados na producdo de gomas com aplicagdo na industria de alimentos (YALCIN et al.,
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1994), biomassas ricas em &cidos graxos poli-insaturados sdo desejaveis para utilizacdo em
alimentos funcionais (PULZ; GROSS, 2004), ja com altos teores proteicos sdo requeridas para
0 enriquecimento nutricional de produtos alimenticios (MOREIRA et al., 2013).

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande estuda o cultivo de microalgas desde 1996, onde j& foram realizados diferentes estudos
visando a estimulacdo do crescimento microalgal, tais como, iluminancia, temperatura,
composicdo dos nutrientes e utilizagcdo de substratos alternativos na suplementagdo do meio de
cultivo (ANDRADE; COSTA, 2007), tipos de fotobiorreatores (HENRARD, 2009), difusores
(MORAES, 2014), além da aplicacdo de campos magnéticos (CM) nos cultivos microalgais
(DEAMICI, 2015; MENESTRINO; PINTOS, 2015). O Laboratério de Biotecnologia desde
2015 vem trabalhando em parceria com o LEB, principalmente na aplicacdo de campos
magnéticos em processos biotecnoldgicos envolvendo microalgas e leveduras.

A influéncia da exposigdo de CM sobre as microalgas vem sendo realizada visando
entender quais os seus efeitos no metabolismo destas células. Estes estudos procuram mostrar
a possibilidade de interacdo dos CM, nas diferentes aplicacGes biotecnoldgicas, na tentativa de
identificar quais os pardmetros mais favoraveis ao processo, como intensidades, tempos de
exposicdo e tipos de campo (LI et al., 2007; SMALL; HUNER; WAN, 2012; WANG et al.,
2008b). Havendo estudos que comprovam sua capacidade em estimular tanto o crescimento
celular, quanto a producdo de biocompostos pela célula. A aplicacdo de CM surge como

alternativa vidvel para melhorar a eficiéncia dos processos biotecnoldgicos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da aplicacdo de campos magnéticos no cultivo das microalgas
Chlorella kessleri LEB 113 e em cepas de Chlamydomonas reinhardtii com e sem parede

celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar a aplicacdo de diferentes intensidades e tempos de exposi¢do aos campos
magnéticos nos cultivos de Chlorella kessleri LEB 113;

- Avaliar a acdo de campos magnéticos de diferentes intensidades em cepas de
Chlamydomonas reinhardtii 2137 (selvagem) e Chlamydomonas reinhardtii Wt-S1 (sem
parede celular);

- Determinar o efeito do campo magnético na concentragdo de biomassa, contetido
de clorofila a e clorofila b, carotenoides totais, composi¢do proximal e atividade antioxidante
da biomassa dos cultivos das diferentes microalgas, comparando-0s com 0s respectivos cultivos

controle.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MICROALGAS

As microalgas pertencem a um grande e diversificado grupo de micro-organismos
fotossintéticos, os quais podem ser classificados como unicelulares e multicelulares.
Compreendem nesta definicdo os procarioticos (cianobactérias) e os eucarioticos (LI et al.,
2008). Sua importancia na natureza refere-se principalmente a elevada participacdo no balanco
global da fotossintese, contribuindo com grande parcela da producdo primaria do planeta. No
mar, cerca de 90 % da fotossintese é realizada pelas diversas microalgas que constituem o
fitoplancton (LOURENCO, 2006).

As algas verdes (filo Clorofita) incluem pelo menos 17.000 espécies descritas.
Destas, pouco mais de mil linhagens sdo mantidas em cole¢bes ao redor do mundo, apenas
algumas centenas foram investigadas por seu contetdo quimico e, somente pequena quantidade
tem sido cultivada em escala industrial. Por serem pouco exploradas, representam rica
oportunidade para novas descobertas (OLAIZOLA, 2003).

Embora a maioria seja aquatica, elas sdo encontradas em uma variedade de habitats,
tais como, troncos de arvores, solo e em associacdes simbiodticas com fungos (liquens),
protozoarios de agua doce, esponjas e celenterados. Possuem 4% clorofila a quando cultivadas
em condicGes normais, podendo chegar até 10 % do seu peso seco dependendo das condicBes
de cultivo, além de pigmentos acessérios como clorofila b, c, d e carotenoides (HARUN et al.,
2010).

O cultivo de microalgas apresenta varias vantagens em relacdo ao cultivo de
plantas, no que se refere a producdo de biomassa e suas inimeras aplicacdes. As microalgas
possuem maior eficiéncia fotossintética (WANG et al., 2008a), necessitam de menor area de
cultivo (TABATABAEI et al., 2011), menores gastos de agua. Além disso, podem se
desenvolver em meios salinos, alcalinos ou aguas residuais (CHINNASAMY et al., 2010), ndo
competindo pelo uso de a4gua doce necessaria para uso doméstico, industrial e agricola, nem
por areas destinadas a agricultura.

Em relagéo a utilizacdo comercial das microalgas, essa envolve formas simples e
convencionais na obtencdo de biomassa, a sua producdo pode ser influenciada por diversos
fatores, como, disponibilidade de nutrientes (carbono, nitrogénio, potassio, fosforo e enxofre),
temperatura, luminosidade, agitacdo e dos sistemas de cultivo, como os fotobiorreatores abertos
e fechados (LOURENCO, 2006).
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As microalgas fornecem grande diversidade de biomoléculas, o que tem interessado
varios setores industriais nos ultimos anos, e, como consequéncia sdo cultivadas com o
propdsito de extrai-las (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014). Aproximadamente 90 a 95 %
da biomassa microalgal seca é constituida por proteinas, carboidratos, lipidios e minerais,
podendo variar sua composic¢do de acordo com as condigdes de cultivo, e assim determinar o
seu potencial de aplicacdo biotecnolégica (BROWN; JEFFREY; GARLAND, 1989).

Os pigmentos sintetizados pelas microalgas, tais como, clorofilas e carotenoides,
possuem alto valor de mercado. Estes pigmentos, assim como outros corantes naturais, Sa0 mais
seguros e saudaveis do que as alternativas sintéticas, o que é importante para a industria de
alimentos (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014). De acordo com Li et al. (2015), a
clorofilina, derivado da clorofila, possui preco de mercado de 150 €/kg e, portanto, € capaz de
compensar quantidade consideravel do custo de producdo de biocombustiveis a partir de

microalgas.

3.1.1 Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii € uma microalga eucariota, unicelular, haploide,
pertencente a divisdo das clordfitas (algas verdes), possui formato oval, com cerca de 10 um de
didmetro em seu maior eixo (Figura 1), sendo constituida de mitocdndrias, dois flagelos para
motilidade e reproducdo sexuada, um cloroplasto em forma de taca que abriga o aparato
fotossintético e vias metabdlicas, um ou mais pirenoides tipicamente envoltos por amido e dois
vacuolos contréateis (GOFF et al., 2013; MERCHANT et al., 2007).

Figura 1 - Microalga Chlamydomonas reinhardtii 2137 (aumento de 50X)

Em 2007, o genoma da C. reinhardtii foi completamente decodificado, a analise da
sequéncia, de cerca de 120 milhGes de pares de bases do DNA, revelou aproximadamente
15.000 genes (MERCHANT et al., 2007). Esta microalga é usada ha mais de 50 anos como
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padrdo do estudo da fotossintese e do movimento dos flagelos, pois ao contrario de
angiospérmicas, crescem no escuro sobre uma fonte de carbono orgénico, mantendo um
aparelho fotossintético funcional (HARRIS, 2001).

A composicdo da biomassa de C. reinhardtii expressa em base seca apresenta 48 %
de proteinas, 21 % de lipidios e 17 % de carboidratos (BECKER, 2007). Na maioria das algas
verdes unicelulares, incluindo C. reinhardtii, o Unico cloroplasto na célula ocupa cerca de 70
% do seu volume, sendo provavelmente a razdo para as altas taxas de fotossintese e de
crescimento destes organismos, podendo atingir ou exceder o dobro da biomassa em 24 h
(JANSSEN et al., 2003; REDDY et al., 2004).

Mussgnug et al. (2010) determinaram o potencial da biomassa de seis especies de
microalgas como substrato para a producdo de biogas. Dentre elas, o0 maior rendimento de
biogas foi 587 mL g SV (s6lidos volateis), obtido para a biomassa de C. reinhardtii CC124,
além de apresentar a maior produtividade de metano (387 mL g SV?). Todas as microalgas
testadas apresentaram maiores teores de metano (que variaram de 61 a 67 %) em comparagédo
com a silagem de milho que é usada como substrato padrdo (54 %), indicando o potencial das
microalgas como substrato para producdo de biogas, pois possui qualidade superior em
comparagdo com as plantas superiores, tradicionalmente utilizadas.

Kightlinger et al. (2014) investigaram o potencial da utilizacdo de extrato de
microalgas a partir de C. reinhardtii 137¢ (mt+) como suplemento em meios microbiol6gicos.
Os autores cultivaram cepas de Escherichia coli DH5a e de S. cerevisiae YSG50 contendo
extrato de levedura ou microalgas. O estudo demonstrou que o extrato de C. reinhardtii atua
melhor como suplemento em relacéo ao extrato de levedura, proporcionando maior crescimento
das cepas em 20 % e 120 % respectivamente. Esse resultado pode ser explicado pelo fato do
extrato microalgal apresentar quantidade superior de carboidratos (2,2 %) em relacao ao extrato
de levedura, além de possuir 3 % de proteina, o qual estava ausente no extrato de levedura.

Chen et al. (2014) estudaram o crescimento celular e a producdo H- a partir de C.
reinhardtii CC503 cultivadas em aguas residudrias provenientes da etapa de prensagem de talos
de sorgo sacarino fermentado. As microalgas cultivadas com efluente foram comparadas com
os cultivos mixotréficos em meio TAP (Tris-Acetato-Fosfato) sob as mesmas condigdes. C.
reinhardtii cultivada em aguas residuarias apresentaram concentracéo celular maxima de 8,9 x
10° células mL* com velocidade de crescimento de 0,19 x 10° células h*, em comparacéo a
18,2 x 10 células mL™ e 0,36 x 10° células h* em meio TAP, respectivamente. No entanto, o

cultivo em aguas residuarias proporcionou producdo fotossintética de H> 700 % maior em
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comparagdo com os cultivos em meio TAP, demostrando que o sistema € uma boa estratégia

econdmica para o desenvolvimento de um método de producdo de H> microalgal.

3.1.2 Chlorella kessleri

A clorofita Chlorella kessleri € uma microalga unicelular, eucariotica, esférica, com
diametro variando entre 5-10 um (Figura 2) (ILLMAN et al., 2000). Possui grande capacidade
fotossintética, é rica em micronutrientes, possui alto teor de clorofila, vitaminas, sais minerais
e acidos graxos. Sua biomassa contém aproximadamente 39 % de carboidratos, 30 % de
proteinas e 24 % de lipidios (SMALL; HUNER; WAN, 2012). Além disso, a microalga
Chlorella é considerada GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug
Administration), podendo ser utilizada como alimento sem causar risco a salide humana. Sua
alta concentracdo de clorofila indica que possui capacidade antioxidante (ALVAREZ-
PARRILLA et al.,, 2011), desintoxicante, anti-inflamatorias e preventivas sobre o cancer
(FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007).

Figura 2 - Microalga Chlorella kessleri LEB 113 (aumento de 40X)

Em 2006, mais de setenta companhias produziam Chlorella, sendo a japonesa
Nihon Chlorella Inc. a precursora em 1961. Inicialmente, foi comercializada como suplemento
alimentar, e depois como alimento para a aquicultura marinha, podendo ser também utilizada
como aditivo alimentar devido aos seus pigmentos. O principal componente para a saude
humana presente na Chlorella ¢ o -1,3-glicano, que é um ativo imunoestimulador e que reduz
radicais livres e a quantidade de lipidios no sangue (SPOLAORE et al., 2006).

Os estudos com essa microalga vém sendo realizados com intuito de obter maiores
teores de &cidos graxos em sua biomassa (WANG; CHEN; QIN, 2012). A quantidade de acidos
graxos saturados ou insaturados define a aplicacdo da biomassa. Assim, para a producdo de
biodiesel, sdo desejaveis altas concentracfes de acidos graxos saturados. Ja para utilizacdo da
microalga na alimentacgéo, altos teores de &cidos graxos insaturados sdo requeridos (MORAIS;
COSTA, 2008).
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A biomassa de C. kessleri apresenta grandes quantidades de acidos graxos poli-
insaturados, tais como, acido linoleico (C18:2n-6), &cido a-linolénico (C18:3n-3) e acido -
linolénico (C18:3n-6) (AMBROZOVA et al., 2014). A partir dos acidos linoleico e a-
linolénico, o organismo humano € capaz de sintetizar os acidos docosahexaenoico (C22:6n-3)
e eicosapentaenoico (C20:5n-3) (MARTIN et al., 2006), os quais podem prevenir varias
doencas, tais como aterosclerose, doenga cardiaca coronaria, doenca inflamatéria, disfuncéo
imune, e desordens cognitivas (FETTERMAN; ZDANOWICZ, 2009). Ao encontro disto vem
sendo desenvolvido métodos de incorporar esses acidos graxos poli-insaturados em produtos
alimenticios funcionais (WANG et al., 2014).

Wang, Chen e Qin (2013) investigaram o potencial de C. kessleri para produzir
acidos graxos a partir de diferentes concentracdes de glicose, glicerol e etanol em condicdes
mixotréficas, a fim de avaliar o potencial desta microalga no tratamento de aguas residuérias.
A maior producéo de acidos graxos totais (7,11 g L) foi obtida com concentragdes de glicose
de 300 mmol L™, 37 vezes superior ao controle autotrofico. A analise da composicéo dos acidos
graxos da C. kessleri em cultivo mixotrofico revelou predominantemente a presenca de C:16 e
C:18, representando mais de 95 % do total de acidos graxos. Além disso, exibiram baixos niveis
de &cidos graxos insaturados (1,5 %). Esses resultados indicaram o potencial desta microalga
na producdo de biodiesel rentavel através da utilizacdo de efluentes organicos.

Juarez (2003) estudou a atividade antimicrobiana de extratos preparados a partir de
C. kessleri, detectando atividade antimicrobiana frente a onze cepas de micro-organismos
patogénicos, dentre eles, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella typhi. A
composicdo do extrato apresentou grande quantidade de acidos graxos insaturados, peroxidos
de lipidios e terpenoides, o que de acordo com o autor, estdo associados a atividade
antimicrobiana do extrato. O potencial antimicrobiano natural da microalga C. kessleri pode ser
aplicado, tanto para a inddstria alimenticia, quanto para a farmacéutica.

Morais e Costa (2007) avaliaram os efeitos de diferentes fotobiorreatores nas
caracteristicas cinéticas de C. kessleri LEB 15. A velocidade especifica méxima de crescimento
(umax) nos cultivos em fotobiorreator tubular foi 0,39 d! sendo superior aos cultivos realizados
em fotobiorreator tipo Erlenmeyer (0,27 d*). No mesmo estudo, foi avaliada a capacidade de
fixacdo de CO- a partir de diferentes concentragdes de CO2. A microalga foi capaz de crescer
em concentracdo de 18 % de CO2, o que demonstra que poderia ser utilizada na mitigacao de

COy, reduzindo as emissdes de efluentes de combustao.
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3.2 APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS EM BIOTECNOLOGIA

A capacidade de responder a campos magnéticos (CM) se faz presente entre todos
0S organismos, porém os mecanismos de atuacdo dos CM ainda nao estdo completamente
entendidos em termos de seus principios fisicos. Nos ultimos anos, houve crescente atencédo
sobre os efeitos bioldgicos que os CM sdo capazes de promover, podendo esses efeitos serem
nulos, estimulantes ou inibitérios (HUNT et al., 2009).

Os efeitos biologicos sdo dependentes de diversos fatores, como intensidade do
CM, frequéncia, intensidade da forca magnética e tempo de exposicdo (RAY, 1997). Além
disso, o tipo de célula, a temperatura de exposicéo e estado bioldgico das células também podem
influenciar os possiveis efeitos dos CM em sistemas biol6gicos (RUIZ-GOMEZ et al., 2004).

A Tabela 1 apresenta os efeitos de diferentes intensidades de CM e tempos de

exposicao sobre diversos organismos.

Tabela 1 - Efeitos de diferentes intensidades de CM e tempos de exposicao sobre diversos

organismos.
. Intensi Tem . A
Organismos tensidade  Te p_o 9 ¢ Efeito Referéncias
CM exposicao
Aumento de 4 vezes na Xmax, €
Flavobacterium  0.0001 mT 5h reducdo da DBO, DQO, lignina, Aarthi et al.

fenol e teor proteico do efluente (2004)
utilizando as células tratadas

. - Mahajan e
Vigna radiata 87 a 226 mT 1 h_ 30 Aumento linear da germinagao Pandey
min. com o aumento do CM
(2014)
Producéo de etanol e de
Saccharf)r_nyces 220 mT 24 h biomassa foram 3,4 e 3,0 vezes Motta et al.
cerevisiae . . (2004)
maior, respectivamente
0,
Saccharf)myces 0,025 mT 24 Aumento de~14,4 % na Zapata et al.
cerevisiae concentracdo celular (2005)
Escherichia Inibicdo do crescimento como  Zhang et al.
: 2 T 20 h
coli 0a200m 0 aumento do CM (2002)
Aumento de 65,4 e 59,2 % na
Monascus 04 mT 24 h roducdo de pigmentos amarelos Zhang et al.
purpureus ’ produs Pig (2015)

e vermelhos, respectivamente

Mehedintu e Berg (1997) mencionaram sobre o efeito “janela eletromagnética” que
ocorre em sistemas bioldgicos quando expostos a um CM, no qual somente para alguns valores
de frequéncias e indugdes magnéticas especificas ocorre uma “janela” onde uma resposta

significativa pode ser observada.
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Zhang et al. (2010) estudaram os efeitos de CM de baixa frequéncia sobre a
concentracdo de célcio intracelular [Ca?*]; através da utilizagdo de osteoblastos. Os autores
utilizaram um par de bobinas Helmholtz (8 cm de didmetro) para combinar diferentes
frequéncias (5, 20, 50, 60, 75 e 100 Hz) e intensidades de CM (0,1; 0,5; 0,8; 1,1e 1,4 mT) a
fim de encontrar o efeito "janela" sobre a [Ca?*];. Esta janela foi encontrada quando utilizaram
50 Hz combinada com 0,8 mT, ocorrendo aumento dos niveis de [Ca?*]i em osteoblastos.

Justo et al. (2006) estudaram a influéncia de CM de frequéncia extremamente baixa
(ELF) em culturas de Escherichia coli ATCC 25922 em fermentagdo submersa. Os processos
de fermentacdo foram realizados reciclando externamente o meio de cultura por tubo de aco
inoxidavel inserido em um gerador de CM (solenoide). O tempo de exposi¢do e inducdo
eletromagnética variaram de 1 a 12 h e 0,010 - 0,10 T, respectivamente, de acordo com
delineamento composto central. Os autores observaram que o crescimento de E. coli pode ser
alterado (estimulado ou inibido) sob efeitos do CM. As culturas expostas a 0,055 T por 12 h
obtiveram 19,83 g.L! de biomassa e 49,20 % de rendimento (Yxs), sendo superiores ao
controle, 7,71 g.L e 18,69 %, respectivamente. Quando expostas a 0,1 T durante 6,5 h houve
alteracdes na viabilidade em comparacdo com células ndo expostas, sendo 100 vezes mais
elevadas do que o controle. Porém quando as bactérias foram expostas a 0,055 T por 6,5 h a
concentragio de biomassa e o rendimento foram menores em relagdo ao controle (3,06 g.L ! e
6,72 % respectivamente).

Lebkowska et al. (2011) observaram que a aplicacdo de 7 mT aumentou a eficiéncia
da biodegradacdo de formaldeido em aguas residuarias sintéticas tratadas por lodo ativado. O
CM aumentou em 30 % a biodegradacao de formaldeidos, além de diminuir em 26 % a DQO
em relacdo as amostras controle (sem aplicacdo de CM). A ecotoxicidade da dgua residual bruta
e tratada foi avaliada atraves de crustaceos bioindicadores (Daphnia magna), a concentracdo
foi 3,7 % maior quando aplicado os CM, indicando menor toxicidade da 4gua tratada.

Santos et al. (2012) avaliaram a producéo de glutationa (GSH) por Saccharomyces
cerevisiae ATCC 7754, em fermentador (5 L), utilizando sistema de reciclo de células com
imas. Os tempos de aplicacdo do CM foram de 24, 48 ou 72 h. Os melhores resultados foram
obtidos com a aplicagdo de CM por 72 h, sendo que a concentragdo celular e de GSH
aumentaram 2,63 e 32,1 % em comparagao com 0 ensaio controle, respectivamente. Os autores
citaram que a aplicacdo de CM ¢é interpretada como um estresse pela célula, ocorrendo a
producdo de GSH (antioxidante intracelular) em resposta das células ao estresse ocasionado
pelo CM.



35

Outro emprego de CM em tratamento de &guas residuais foi estudado por
Kiiklavova et al. (2014), através da biodegradacdo de fenol por Rhodococcus erythropolis. O
experimento foi realizado em biorreator com sistema de reciclo celular com imas acoplados
(370 mT). Diferentes velocidades de reciclo (20, 40, 80 e 170 mL h') foram avaliadas, sendo
que a velocidade de 170 mL h! estimulou a oxidag&o do fenol em 35 %, promovendo aumento
do crescimento celular de R. erythropolis em 28 %, e reducéo da fase lag (50 %) e exponencial
(33 %) em relacdo ao controle (sem aplicacdo de CM). Em velocidades de circulacdo menores
que 40 mL h, o CM causou efeito negativo sobre a biodegradacdo de fenol, o crescimento
celular e a taxa de respiracdo, com nivel de inibicdo de 15 % para todas os experimentos. Os
autores citaram que o CM pode afetar a permeabilidade da membrana resultando em alteractes
no transporte de ions do substrato. Como consequéncia, o metabolismo celular foi estimulado

para aumentar a absor¢édo de fenol.

3.3 APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS EM MICROALGAS

Yamaoka et al. (1992) investigaram a influéncia de CM no crescimento da
microalga Dunaliella salina 19/30. Os autores utilizaram um im& permanente variando a
intensidade do CM entre O (cultivo controle) e 230 mT. A concentracdo de massa seca no cultivo
controle chegou a 0,05 g L%, enquanto que com a aplicacio do CM de 10 mT a concentragéo
celular chegou a 0,11 g L. Demonstrando que o CM influenciou o crescimento desta
microalga.

Hirano, Hota e Abe (1998) investigaram a influéncia de CM de diferentes
intensidades (0,05 — 70 mT) sobre o crescimento, a atividade fotossintética e as concentragdes
de varias biomoléculas na Spirulina platensis IAM M-135, a fim de obter mais detalhes sobre
os efeitos destes CM sobre esta microalga. A pmax (0,22 dt) com 10 mT foi superior a pmax de
0,14 d, quando aplicado 0,05 mT (controle). Os CM entre 40 e 70 mT ocasionaram inibicéo
no crescimento microalgal. Os autores relataram que o0 CM aumenta a sintese de ficocianina, a
qual desempenha papel importante na ativacao do fotossistema Il, sendo uma das causas para a
ativacdo de reacdes de transferéncia de elétrons durante a fotossintese. Além disso, 0s CM néo
tiveram influéncia sobre o crescimento de S. platensis quando cultivadas heterotroficamente.

Li et al. (2007) avaliaram os efeitos dos CM sobre o crescimento e componentes
nutricionais da S. platensis cultivadas em fotobiorreator air-lift (3,5 L) com circuito externo. O
CM foi gerado por solenoide fixado em torno do tubo de retorno do fotobiorreator e variou

entre 0 - 550 mT. Os autores observaram que CM maiores que 400 mT inibiram o crescimento,
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enquanto que CM menores que 400 mT estimularam, sendo que o crescimento maximo ocorreu
com 250 mT, sendo este valor 47 % maior em relagdo ao controle (0 mT). O conteudo de
aminoacidos essenciais e minerais também foram melhorados, havendo aumento no teor de
histidina (59,3 %), Ni (512 %), Sr (494 %), Cu (102 %), Mg (47 %), Fe (42 %), Mn (36 %), Ca
(21 %), além de Co (0,25 mg kg™) e V (0,42 mg kg™) os quais ndo foram encontrados na
amostra controle. A concentragéo de clorofilas no cultivo submetido ao CM (13,5 g L™?) foi
superior ao cultivo controle (10,3 g L), o que segundo o autor, auxiliou no crescimento da
microalga.

Wang et al. (2008b) utilizaram CM gerados por bobinas em cultivos com sistema
de reciclo de células e observaram que o CM ajudou a regular o sistema de defesa antioxidante
de Chlorella vulgaris com intensidades entre 10 e 35 mT. Conforme os autores, 0s ions
hidroxila aumentaram no meio tratado magneticamente, sugerindo alteracdo dos niveis de
radicais livres no meio, o0 que pode ocasionar hiperativacdo do sistema antioxidante de defesa
da microalga. Esta situacdo também afeta a permeabilidade da membrana e o processo de
transporte de ions, podendo ser responsavel pela aceleracdo da excitacdo dos elétrons com a luz
nas clorofilas. A umax da C. vulgaris aumentou de 0,07 para 0,12 d* quando submetida a CM
de 10 mT.

Luna, Alvarez e Rivero (2011) estudaram o efeito de CM de 30 mT sobre o cultivo
de Chlorella vulgaris utilizando agua da etapa de maceracédo de extrato de soja como substrato.
A aplicacdo dos CM ocorreu de forma permanente ou no inicio da fase exponencial durante 1
h. As culturas expostas ao CM durante 1 h (430,62 x 108 cél mL™) obtiveram crescimento maior
comparadas a exposi¢do permanente (330,75 x 10° cél mL™) e ao controle (332,50 x 10° cél
mL1). Porém os cultivos com exposi¢do permanente apresentaram maiores teores de proteina
(5,35 pg cél. ), lipidios (3,48 pg cél.”) e carboidratos (0,48 pg cél.”!) em relagdo ao cultivo
exposto por 1 h (5,03; 1,71; 0,43 pg cél.”! respectivamente) e ao controle (4.99; 3,22; 0,44 pg
cél.}, respectivamente).

Small, Hiner e Wan (2012) avaliaram o efeito de CM na produgéo de biomassa e
nas mudancas fisiologicas de Chlorella kessleri UTEX 398 cultivadas em Erlenmeyer (2 L) e
em fotobiorreator aberto tipo raceway. Os cultivos em Erlenmeyer foram submetidos a CM
entre 0 e 15 mT, sendo que com 10 mT a pmsx aumentou de 0,39 d* (controle) para 0,88 d.
Apos, a microalga C. kessleri foi cultivada em raceway com CM de 10 mT. A pmax foi 0,45 d°
1 quase 2 vezes maior que o controle (0,24 d!), a produtividade maxima de biomassa foi 0,38

g.L1.d?, enquanto que o controle atingiu 0,11 g.Lt.d™ As culturas expostas ao CM
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aumentaram o seu teor de proteinas (8 %), carboidratos (7,8 %), clorofila a (13,2 %) e clorofila
b (39 %), Ca (53,7 %), Zn (53,4 %), Mn (46,8 %) e Ni (70,7 %). O aumento do estresse
oxidativo foi medido indiretamente, atraves da diminuicéo da capacidade antioxidante de 26 +
2 para 17 £ 1 umol antioxidante/gbiomassa. OS autores observaram que os CM alteraram as
concentragdes ou as velocidades das reagdes envolvendo os radicais livres, podendo ser o
mecanismo mais provavel para o efeito no crescimento das microalgas.

Menestrino e Pintos (2015) avaliaram a acdo de CM (80 mT) em cultivos de
Chlorella minutissima com e sem privacdo de 50 % de nitrogénio e adicdo de 5 % pentoses,
durante 12 d. Os autores constataram que as maiores concentracdes celulares foram atingidas
nos cultivos com aplicacdo de CM reducdo de nitrogénio, com adicéo de 5% de pentose (1,32
+0,11 g L) e sem adicdo de pentose (1,39 + 0,17 g L™). No entanto, o cultivo com aplicacéo
de CM, reducdo de nitrogénio e adicdo de pentose apresentou a maior concentracdo de
carboidratos (67,73 + 10,45 % m m™).

Deamici (2015) avaliou o efeito de CM com intensidades de 30 e 60 mT em cultivos
de Chlorella fusca LEB 111 e Spirulina sp. LEB 18, expostos durante 24 hd'e 1 hd*. O CM
de 60 mT por 24 h d*! estimulou a Xma de C. fusca em 20,5 %, em relagdo ao cultivo controle
(1,61 + 0,05 g L), além de aumentar a produgéo de carboidratos em 24,8 %. Os cultivos de
Spirulina sp. apresentaram estimulo na Xmax quando expostos ao CM de 30 mT por 1 hd (94,3
%), e 60 mT por 24 h d! (89,3 %) e 1 h d* (95,1 %), em relacéo ao cultivo controle (1,22 +
0,03 g LY. A aplicacdo de 30 mT por 24 h d* aumentou a producéo de carotenoides em 133,2
%. Enquanto que no ensaio com 60 mT no mesmo tempo de exposi¢cdo, aumentou a producédo

de carotenoides e proteinas em 13,7 % e 16,6 %, respectivamente.

3.4 FORMACAO DE RADICAIS LIVRES POR CAMPOS MAGNETICOS

Na literatura ainda h& poucos estudos cientificos que demostram como os CM
atuam sobre sistemas biologicos. Alguns dos mecanismos de acdo desta interagdo vém sendo
estudados, dentre eles, 0 mecanismo capaz de modificar a taxa de recombinacdo de pares
radicais, os quais alternam entre os estados de spin singleto e tripleto, resultando em aumento
ou diminuicao das taxas de recombinacao e alterando a concentracao de radicais livres, podendo
aumentar a atividade oxidativa da célula (BARNES; GREENEBAUM, 2015).

A diminuicdo da alternancia entre os estados spin singleto e tripleto, os quais se
encontram em concentracdes de 75 % e 25%, respectivamente, pode ocasionar aumento na

concentracdo de radicais livres. O estado singleto possui reacédo atrativa entre os pares radicais,
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enquanto que o estado tripleto possui reacdo dissociativa. Se o par radical for produzido em um
estado tripleto, a diminuicdo de alternancia entre estados singleto e tripleto diminuiria a
concentragdo do estado singleto e aumentaria a concentracdo do estado tripleto.
Consequentemente, aumentaria a separacao dos pares radicais, e entdo, produzindo mais
radicais livres (GRISSOM, 1995; TIMMEL et al., 2001;).

Em uma molécula tipica existe um numero par de elétrons nas Orbitas externas,
quando eles sdo divididos, um dos fragmentos apresenta um elétron com spin para cima e outro
com spin para baixo (Figura 3). Estes dois fragmentos recombinam-se frequentemente em
aproximadamente 10'%s. No entanto, se um dos spins vira, entdo a recombinacdo do par é
proibida pelo principio de Exclusdo de Pauli, e os fragmentos normalmente sobrevivem por
cerca de 10°s. O que aumenta a probabilidade de que os fragmentos possam se separar e se
difundir através da solu¢do como radicais, e assim desencadear a formacéo de radicais livres
(BARNES; GREENEBAUM, 2015).

Figura 3 - Formacao de pares radicais em estados singleto e tripleto.
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estato Singleto estato Tripleto
Fonte: BARNES; GREENEBAUM (2015).

3.5 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo tetraterpenoides (Cao) formados pela unido de oito unidades
isoprenoides (Cs), ligados de tal forma que a molécula é linear com simetria invertida no centro,
conforme mostra a Figura 4, que apresenta a estrutura do B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA,;
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Todos os carotenoides apresentam como caracteristica
comum a cadeia poliénica, um longo sistema de duplas ligagdes conjugadas, rico em elétrons,
o qual é responsavel pela atividade antioxidante destes compostos (RIOS; ANTUNES;
BIANCHI, 2009). A alternéncia de ligagcBes duplas e simples presentes na estrutura dos

carotenoides gera um sistema de elétrons © que se desloca sobre toda a cadeia poliénica,
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proporcionando a absorgéo do oxigénio singleto e radicais livres, interrompendo as reagdes em
cadeia onde eles estdo envolvidos (MCNULTY, 2008; SILVA; 2010).

Figura 4 - Representacdo da estrutura do R-caroteno.

Os carotenoides, da mesma forma que as clorofilas b, ¢ e d sdo pigmentos acessérios
da fotossintese, mas também possuem a funcéo de proteger os fotossistemas quando ha luz em
excesso, funcionando como uma espécie de filtro (LOURENGCO, 2006).

De acordo com sua composicdo quimica sdo classificados em carotenos ou
xantofilas. Os carotenoides que compde o grupo dos carotenos sdo aqueles formados apenas
por carbono e atomos de hidrogénio, como o B-caroteno, o a-caroteno e o licopeno. O grupo
das xantofilas, entretanto, carregam pelo menos um atomo de oxigénio. Zeaxantina, luteina, a
e P-riptoxantina, a cantaxantina e astaxantina sio exemplos deste grupo (MASOJIDEK;
TORZILLO; MICHAL KOBLIZEK, 2004).

As cloroficeas, tais como, Chlorella e Chlamydomonas, apresentam
majoritariamente em sua composi¢cdo 0s seguintes carotenoides: luteina, zeaxantina, RB-
caroteno, astaxantina, cantaxantina, violaxantina e neoxantina (GOUVEIA, 1996; INBARAJ;
CHIEN; CHEN, 2006; MULDERS et al., 2014).

Devido a sua estrutura, os carotenoides podem sofrer isomerizacdo geométrica e
oxidacéo, acarretando perda do poder corante e diminuicdo da atividade antioxidante. Contudo,
a oxidacao ou quebra da cadeia de carotenoides ocorre em condi¢fes extremas de temperatura
ou na presenca de enzimas, de oxigénio singlete, de radicais livres ou alta concentracdo de
oxigénio (RIOS; ANTUNES; BIANCHI, 2009).

Cada classe de microalgas apresenta sua propria combinacgdo de pigmentos, o que
influencia diretamente na sua coloracdo. Os trés principais grupos de pigmentos encontrados
na biomassa microalgal sdo as clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas (ficobiliproteinas)
(KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014). Segundo Ajayan, Selvaraju e Thirugnanamoorthy
(2011) é possivel incrementar a sintese destes compostos através da manipulacéo das condigdes

de cultivo, usualmente por algum estresse.
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3.5.1 Atividade antioxidante dos carotenoides

Todas as células possuem sistema de defesa enzimatico e ndo enzimatico para
proteger os constituintes celulares dos radicais livres, das espécies reativas do oxigénio (ERO)
e manter o potencial redox da célula (STEPHEN; JAMIESON, 1996). Enzimas como a
superoxido dismutase, catalase e peroxidases fazem parte deste sistema enzimatico. Nosistema
de defesa ndo enzimético estdo incluidos compostos de baixo peso molecular, tais como,
vitaminas A, C e, compostos fenodlicos, flavonoides, glutationa e o0s carotenoides
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Dentre 0s compostos naturais, os carotenoides podem atuar na desativagdo de
espécies reativas, evitando assim a iniciacdo de cadeias de oxidagdo em nivel celular, os quais
podem ocasionar danos ao organismo (RIOS; ANTUNES; BIANCHI, 2009).

O oxigeénio singlete (1:02) pode ser formado pela transferéncia de energia eletrénica
de um composto em estado excitado para o oxigénio triplete (302). Em sistemas bioldgicos,
moléculas como porfirinas, clorofilas e riboflavina podem levar a formagcéo de 1O, acarretando
efeitos deletérios como alteracdo do acido desoxiribonucléico (DNA) e a peroxidacéo lipidica
(UENOJO; JUNIOR; PASTORE, 2007).

Os carotenoides sdo eficientes em quelar '0,, e sua capacidade para tal esta
relacionada com o nimero de duplas liga¢fes conjugadas e aos grupos ligados as extremidades
da cadeia (SEDOUD et al., 2014). Uma vez formado, o carotenoide no estado excitado
(*Carotenoide) pode facilmente retornar ao estado fundamental, dissipando energia na forma
de calor (Figura 5). Além disto, as reacdes dos carotenoides com radicais livres levam a
transferéncia de elétrons ou possiveis reacdes adicionais. A Figura 5 mostra a acdo do
carotenoide frente a presenca do 1O, e 0 seu modo de acéo frente a um radical livre (UENOJO;
JUNIOR; PASTORE, 2007).

Figura 5 - Ao dos carotenoides na presenca de *O- e frente a um radical livre.
'0, + Carotenoide — 30, + *Carotenoide

R* + Carotenoide(H) — RH + *Carotenoide
Fonte: UENOJO; JUNIOR; PASTORE (2007).

3.6 MEDIDA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente ndo existe um método padrdo para determinacdo da atividade

antioxidante de compostos. Os radicais livres, por apresentarem diferentes tipos e formas de
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atuacdo nos organismos vivos, tornam dificil a existéncia de um método simples e universal
pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente. Assim, a busca
por testes mais eficientes vem gerando grande nimero de métodos para avaliar a atividade
antioxidante pelo uso de grande variedade de sistemas geradores de radicais livres (ALVES et
al., 2010).

Devido a isso varios métodos vém sendo usados para quantificar a capacidade
antioxidante, muitas vezes sendo utilizados em conjunto. Alguns métodos avaliam a eficiéncia
dos antioxidantes em inibir a peroxidacéo lipidica por meio da quantificacdo dos produtos da
reacdo, ou medindo a inibicdo da oxidacdo, e outros métodos determinam a habilidade dos
antioxidantes para sequestrar radicais livres gerados no meio (HUANG; BOXIN; PRIOR,
2005).

Dentre os diversos métodos utilizados pode-se citar aqueles que medem a
habilidade de um antioxidante de reduzir um radical livre por doagdo de hidrogénio ou elétron:
ORAC (capacidade de absorcao do radical oxigénio), TRAP (capacidade antioxidante total),
ensaio com ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diamonio), e ensaio do
DPPH (1,1- difenil -2- picrilhidrazil). Esses métodos baseiam-se na habilidade do antioxidante
de sequestrar o radical escolhido e impedir a reagdo do radical com o substrato (CAMPOS et
al., 2008).

A avaliagdo da reacdo e feita por meio da medida da variagdo da absorbancia. Pode
ser medida a alteracdo da absorbancia caracteristica do proprio radical (como é o caso de ABTS
e DPPH, cuja absorbancia reduz a medida que véo sendo reduzidos) ou por meio da escolha de
um padrdo (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

Para os testes de poder redutor e capacidade quelante de ions ferrosos é utilizado
como parametro de avaliacdo a medida da absorbancia. O método do poder redutor avalia a
capacidade do antioxidante de reduzir ion ferricianeto a ferrocianeto (maior a absorbancia,
maior a capacidade antioxidante). Ja a capacidade quelante de ions ferrosos baseia-se na medida
da quelacéo do ferro disponivel pelo antioxidante (maior a quantidade de ferro quelado, menor

0 ndmero de ions disponiveis e maior a absorbancia) (SANTOS et al., 2007).

3.6.1 Meétodo de sequestro do radical DPPH

O método de DPPH baseia-se na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por antioxidantes, produzindo redugéo da absorbancia a 515 nm. O DPPH é um radical
livre que pode ser obtido diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico. A Figura
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6 apresenta a estabilizacdo do radical, em solucdo, com a adicdo do antioxidante (RUFINO et
al., 2007a).

Figura 6 - Estabilizagdo do radical DPPH.
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Fonte: RUFINO et al., (2007Db).

Uma vantagem deste método é que o radical livre é estavel (em virtude do
deslocamento do elétron desemparelhado por toda a molécula) e esta disponivel
comercialmente, o que evita sua geracdo por distintas formas (como ocorre com o método
ABTS), além de facilitar seu uso (RUFINO et al., 2007a).

O método DPPH vem sendo empregado na analise de mecanismos de reacdo de
carotenoides com radicais livres (AHMED et al., 2014; MAADANE et al., 2015). Além disto,
0 teste determina o potencial antioxidante de compostos presentes em alimentos e outras
amostras bioldgicas. O método do DPPH avalia a capacidade do radical livre estavel em reagir
com compostos doadores de H+, o que pode interromper as reacdes oxidativas em cadeia
(SANTOS et al., 2007).

3.6.2 Sequestro do radical ABTS

O método de captura do radical 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido
sulfénico) (ABTS), é um dos mais utilizados para medir a atividade antioxidante, o qual pode
ser gerado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enziméatica (SALCEDO et al.,
2014)

Assim como o radical DPPH, o radical ABTS™ apresenta excelente estabilidade em
determinadas condicOes de andlise, além de ser capaz de medir a atividade de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica, o que lhe confere vantagens em relacdo a outros métodos
(KUSKOSKI et al., 2005). Porem, estes radicais apresentam algumas diferengas importantes.
O radical ABTS necessita ser gerado antes por reagGes quimicas (como o perssulfato de

potassio) ou enzimaticas, e, € insollvel tanto em dgua como em solventes organicos. Enquanto
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que o radical DPPH j& vem pronto para o uso e é solivel em solventes organicos (ARNAO,
2001).

Por meio da adicdo de perssulfato de potassio, ocorre a formacéo do radical ABTS,
que apresenta cor esverdeada. Na medida em que o antioxidante € misturado com esse radical,
ocorre a reducdo do ABTS™ a ABTS, provocando a perda da coloracdo do meio reacional
(KUSKOSKI et al., 2005). Os resultados séo expressos em funcdo do Trolox, um padréo
antioxidante submetido as mesmas condicGes de analise. A Figura 7 apresenta a reacdo de

reducdo do radical ABTS™ para ABTS em presenca de um antioxidante.

Figura 7 - Estabilizacdo do radical ABTS* por um antioxidante e sua formacéo pelo
persulfato de potéssio.
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Fonte: RUFINO et al. (2007a).

O radical ABTS™ apresenta forte absorcdo no intervalo de 600-750 nm, o que
permite sua determinacédo por espectrofotometria, sem a presenca de antioxidante ¢ um radical
estavel. Esse método tem sido muito aplicado a amostras bioldgicas (plasma), carotenoides e
compostos fendlicos (KAULMANN et al., 2014; SOGI; SIDDIQ; DOLAN, 2015).

3.6.3 Poder redutor

Os métodos baseados na reducdo do Fe*3, que determinam o poder redutor sio
também utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante. Tais métodos avaliam a capacidade
de compostos reduzirem o Fe*, com consequente formagao de um complexo colorido com Fe*?2
(ROGINSKY:; LISSI, 2005).

E um método baseado na transferéncia de elétrons e mede a habilidade de um
potencial antioxidante transferir um elétron a fim de reduzir radicais, metais ou carbonilas, o
qual usa como indicativo a mudanca de cor do oxidante (SUN; TANUMIHARDJO, 2007).

Conforme aumenta a capacidade dos compostos em doar elétrons para que a reacao
de reducéo ocorra, a solucdo fica mais escura. Portanto o aumento da absorbancia indica maior
potencial redutor da amostra (YEN; CHEN, 1995).
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CAPITULO 11l
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Este trabalho foi realizado em duas etapas, na primeira avaliou-se a aplicacdo de
CM de diferentes intensidade e tempos de exposicao no cultivo da microalga Chlorella kessleri
LEB 113. Na segunda, aplicou-se CM de diferentes intensidades no cultivo de cepas de
Chlamydomonas reinhardtii, a fim de avaliar a agdo dos CM em uma cepa sem parede celular,
sendo que cada uma destas etapas correspondeu a um artigo cientifico, distribuidos do seguinte
modo:

Artigo | — INFLUENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS EM CULTIVOS DE
Chlorella kessleri: AVALIACAO DO CRESCIMENTO, COMPOSICAO PROXIMAL,
PRODUQAO DE PIGMENTOS E ANTIOXIDANTE.

Artigo 11 — ACAO DE CAMPOS MAGNETICOS NO CULTIVO DE CEPAS DE
Chlamydomonas reinhardtii COM E SEM PAREDE CELULAR
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ARTIGO | - INFLUENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS EM CULTIVOS DE
Chlorella kessleri: AVALIACAO DO CRESCIMENTO, COMPOSICAO PROXIMAL,
PRODUCAO DE PIGMENTOS E ANTIOXIDANTES



47

RESUMO

As microalgas possuem grande aplicagdo biotecnologica, como na producdo de
biocombustiveis e compostos de alto valor agregado. A aplicacdo de campos magnéticos (CM)
é uma alternativa eficiente na estimulacéo da biomassa microalgal e na sintese de biocompostos,
viabilizando economicamente a sua producdo. Contudo, € necessario estudar os parametros de
aplicacdo (intensidade e tempo de exposicdo) para obter as condi¢des que promovem a
estimulacdo. Diante disto, este trabalho teve como objetivo, aplicar diferentes intensidades e
tempos de exposicdo de CM nos cultivos de Chlorella kessleri LEB 113 e avaliar os efeitos no
crescimento celular, composi¢cdo proximal da biomassa, produgdo de pigmentos e atividade
antioxidante. Para isto, os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tubular de 2 L, em
meio BG-11, durante 10 d a 30°C, 42,6 umol m? s e fotoperiodo 12 h claro/escuro. A
concentragdo méxima de biomassa (Xmax), & produtividade volumétrica maxima (Pmax) € a
velocidade especifica maxima de crescimento (umax) foram estimuladas em relagéo ao cultivo
controle (sem aplicacdo de CM) em 83,2; 59,0 e 76,7 %, respectivamente, quando aplicado 60
mT durante 1 h d!. Esta condigdo estimulou também a sintese de lipidios (23,8 + 1,1 % m m"
b, clorofila a (8,87 + 1,77 mg L™?) e carotendides totais (2,23 + 0,02 mg L?), além da sua
biomassa apresentar maior atividade antioxidante em relagdo ao cultivo controle, sendo esta
avaliada por diferentes métodos. Com a aplicacdo dede 30 mT por 1 h d*%, além de apresentar
Xmax 36,0 % maior que o cultivo controle (0,76 + 0,06 g L), estimulou a produgéo de proteinas
(58,6 £ 0,2 % m mY), lipidios (23,6 + 0,7 % m m™), clorofila a (7,85 + 0,66 mg L ™), clorofila
b (3,35 = 0,22 mg L) e carotenoides totais (2,34 + 0,08 mg L™). Logo, os resultados obtidos
neste estudo demonstraram que a aplicacdo de CM é uma excelente alternativa na estimulacéo
do crescimento celular e de biocompostos de elevado interesse biotecnolédgico. Podendo a sua
biomassa ser destinada, tanto para producdo de biocombustiveis, quanto no enriquecimento
nutricional de alimentos, bem como, na producdo de pigmentos e compostos com atividade
antioxidante.

Palavras-chave: Atividade antioxidante, bioestimulacdo, carotenoides, clorofilas, microalgas.
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INFLUENCE OF MAGNETIC FIELDS ON Chlorella kessleri CULTIVATION:
EVALUATION OF GROWTH, PROXIMAL COMPOSITION, PIGMENT
PRODUCTION AND ANTIOXIDANTS

ABSTRACT

Microalgae have several biotechnological applications such as the production of biofuels and
high value-added compounds. The application of magnetic fields (MF) has been an efficient
alternative to stimulate microalgal biomass and to synthesize biocompounds in order to enable
their production in terms of costs. However, application parameters (intensity and exposure
time) must be further studied to obtain conditions that may trigger production. Therefore, this
study aimed at applying different intensities and exposure times of MF to cultures of Chlorella
kessleri LEB 113 and at evaluating their effects on cell growth, proximate composition of
biomass, pigment production and antioxidant activity. Cultivations were carried in tubular
photobioreactors 2 L in BG-11 mediun, for 10 d at 30°C, 42.6 umol m s and photoperiod 12
h light/dark. The maximum biomass concentration (Xmax), maximum biomass volumetric
productivity (Pmax) and maximum specific growth rate (umax) Were stimulated and compared
with the control cultivation (without MF application) in 83.2%; 59.0% and 76.7% respectively,
when 60 mT was applied for 1 h d1. This condition also stimulated the synthesis of lipids (23.8
+ 1.1 % m m™), chlorophyll a (8.87 + 1.77 mg L) and total carotenoids (2.23 + 0.02 mg L%).
Moreover, the microalgal biomass, which was evaluated by different methods, had higher
antioxidant activity than the control cultivation. In assays with the application of 30 mT for 1 h
d the Xmax Was 36.0 % higher than the one in the control cultivation (0.76 + 0.06 g LY). It also
stimulated the production of proteins (58.6 + 0.2 % m m™), lipids (23.6 = 0.7 % m m™),
chlorophyll a (7.85 + 0.66 mg L), chlorophyll b (3.35 + 0.22 mg L) and total carotenoids
(2.34 + 0.08 mg LY. Results of this study showed that the MF application is an excellent
alternative to stimulate the growth of cells and biocompounds of high biotechnological interest.
Therefore, microalgal biomass can be used both for yielding biofuels and for enriching foods,
besides the production of pigments and compounds with antioxidant activity.

Key word: Antioxidant activity, biostimulation, carotenoids, chlorophylls, microalgae.
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1  INTRODUCAO

A aplicagdo biotecnologica de microalgas vem crescendo nos ultimos anos, por
serem fonte potencial de grande variedade de moléculas com alto valor agregado, e com usos
diversificados. Sua biomassa é rica em macromoléculas e compostos biologicamente ativos,
tais como, acidos graxos, carotenoides, vitaminas, aminoacidos, peptideos e polissacarideos
(ADARME-VEGA et al., 2012; LISBOA et al., 2014; MAADANE et al., 2015). Com isso a
biomassa microalgal tem sido utilizada na suplementacdo de alimentos (DRAAISMA et al.,
2013), na industria farmacéutica (MAKI et al., 2014), na aquicultura (LIU et al., 2016;
TAELMAN et al., 2013), assim como na producdo de biocombustiveis (LIU et al., 2013;
PIEMONTE et al., 2015).

No entanto, a implementacdo biotecnoldgica de microalgas apresenta altos custos
de producdo. Isto torna viavel economicamente apenas a producao de nutrientes e produtos de
alto valor, quando ndo empregada a biorrefinaria de microalgas (KOLLER; MUHR,;
BRAUNEGG, 2014). Buscando viabilizar economicamente a aplicacdo microalgal, estudos
vém sendo realizados a fim de estimular o crescimento e o comportamento metabolico destes
micro-organismos, para que haja maior produtividade e sintese de biocompostos (HENRARD
et al., 2015; HERRERO et al., 2015; HIDALGO; CIUDAD; NAVIA, 2015; SINGH et al.,
2016).

Os campos magnéticos (CM) sdo uma forma alternativa vidvel para estimular
processos biotecnologicos. Alguns estudos foram realizados em cultivos microalgais e
constataram que é possivel estimular, tanto o crescimento celular, quanto a sintese de
macromoléculas e de biocompostos como acidos graxos e pigmentos (LI et al., 2007; SMALL;
HUNER; WAN, 2012; WANG et al., 2008). Entretanto, os mecanismos de a¢io dos CM sobre
sistemas bioldgicos ainda ndo foram totalmente elucidados, e as respostas dos seus efeitos ndo
sdo lineares, variando com os parametros empregados durante o cultivo, como intensidade e
tempo de exposicao.

A clordfita Chlorella kessleri é grande produtora de &cidos graxos, 0s quais podem
ser utilizados, tanto na producdo de biodiesel, quanto para enriquecimento nutricional
(AMBROZOVA et al., 2014). Chlorella é considerada GRAS (Generally Recognized As Safe)
pelo FDA (Food and Drug Administration), podendo ser utilizada como alimento sem causar
risco & saude humana.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo aplicar campos magnéticos de

diferentes intensidades e tempos de exposi¢do nos cultivos de Chlorella kessleri LEB 113 e
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avaliar os efeitos no crescimento celular, composicdo proximal da biomassa, producdo de

pigmentos e atividade antioxidante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO

Neste estudo foi utilizada a microalga Chlorella kessleri LEB 113, a qual pertence
a Colecdo de Culturas do Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do
Rio Grande (FURG). Esta cepa foi isolada de lagoas de estabilizacdo de cinzas, proximas a
Usina Termelétrica Presidente Médici, e foi mantida e cultivada em meio BG-11, o qual
continha (g L™): NaNOs (1,5); K2HPO4.7H20 (0,04); MgS0O4.7H.0 (0,075); CaClz.2H.0
(0,036); CsH11FeNO7 (0,006); C1oH14N2Na20s.2H (0,001); Na.COz (0,02); CsHsO7 (0,006) e
solucdo A5+Co (1 mL L™). A solugdo A5+Co continha (g L?): H3BO3 (2,86), MnCl2.4H,0
(1,81), ZnS04.7H20 (0,222), NaM00O4 (0,015), CuSO4.5H20 (0,079) e Co(NO3).6H20 (0,0494)
(RIPPKA et al., 1979).

2.2 CONDICOES DE CULTIVO

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tubulares verticais (FTV) de
acrilico, com volume total de 2 L, volume atil de 1,8 L, de modo descontinuo e mantidos em
estufa termostatizada a 30°C, iluminancia de 41,6 pmol m? s e fotoperiodo de 12 h
claro/escuro, durante 10 d (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006). A iluminancia foi medida
por meio de luximetro (Instrutherm, LD-209, Brasil). A agitacdo dos cultivos foi realizada
através de injecdo de ar comprimido filtrado em I& de vidro estéril, sendo utilizado difusor de
pedra sinterizada.

De acordo com estudos prévios, a vazao de ar utilizada foi 0,3 vvm (volume de ar
volume de meio® min) e concentracéo celular inicial de 0,2 g L' (MORAIS; COSTA, 2007).
A evaporagdo da agua durante o cultivo foi controlada por meio da manutengéo do volume das
culturas com reposicdo didria de agua destilada estéril. Os cultivos foram realizados em
triplicata e diariamente foram retiradas aliquotas de 5 mL de cada fotobiorreator para medida

da concentragdo de biomassa, pH e contetdo de pigmentos.
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2.3 APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS NOS CULTIVOS

Os CM nos cultivos nos FTV foram aplicados mediante adaptagdes de imés de
ferrite com intensidade média de 30 mT (dimensdes: 150 x 50 x 10 mm) ou 60 mT (dimensdes:
50 x 50 x 25 mm) (DEAMICI, 2015). Em cada fotobiorreator tubular foram utilizados dois
imds, os quais foram acoplados na parte externa do fotobiorreator tubular, dispostos a 180° de
distancia um do outro (Figura 1a). Dessa forma, o CM gerado se concentrou na parte interna,
onde as microalgas foram cultivadas, e as intensidades de CM foram medidas por medidor de
CM (Global Mag, TLMP-HALL 05k, Brasil). Estas medi¢cdes foram realizadas em varios

pontos dos fotobiorreatores, sendo obtida a média da intensidade dos CM.

Figura 1 — Fotobiorreatores com imds de ferrite adapatados (a) e moldes do cultivo controle

(@) (b)

A fim de avaliar a influéncia do tempo de aplicacdo do CM nos cultivos, 0s imas

foram aplicados de duas formas: durante todo o periodo de cultivo de forma permanente (24 h
d1) e durante 1 h d* no periodo claro de cultivo. Quando o CM foi aplicado por 1 h d?, as
aliquotas diarias para realizacdo das analises foram retiradas apdés 1 h de aplicacdo do CM,
sempre no mesmo periodo do dia.

Com o objetivo de avaliar apenas a influéncia dos CM nas respostas avaliadas, se
fez necessario realizar cultivos controle (CC). Esses cultivos foram realizados nas mesmas
condicGes de temperatura, luminosidade, aeracdo e nutrientes, porém sem exposi¢do aos CM.
Nestes cultivos, o CM presente foi 0,005 mT (campo magnético terrestre).

Nos locais em que foram adaptados os imads nos fotobiorreatores, ocorria a
indisponibilidade da luz para as microalgas. Dessa forma, no CC foi utilizado moldes de
papeldo do mesmo formato e local dos imds, a fim de manter a uniformidade da intensidade
luminosa recebida pelas microalgas (Figura 1b).
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2.4 DETERMINACOES ANALITICAS

2.4.1 Determinacéo da concentracéo de biomassa

A concentracdo de biomassa foi determinada diariamente mediante a leitura da
densidade 6tica das culturas em espectrofotdometro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japéao), no
comprimento de onda de 670 nm. A partir de uma curva padréo, que relaciona a densidade 6tica

e a massa seca de biomassa foi determinada a concentracdo de biomassa (COSTA et al., 2002).

2.4.2 Determinacéo de pH

O pH dos cultivos foi avaliado diariamente por meio da leitura direta em pHmetro
digital (Quimis, Q400MT, Brasil).

2.4.3 Determinacao da concentracao de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais

As concentracbes de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais foram
determinadas por espectrofotometria a 663, 645 e 480 nm, respectivamente. A extracdo destes
compostos foi realizada com acetona 90 % (v v') segundo a metodologia desenvolvida por
Scor-Unesco (1966).

O extrato foi obtido a partir de aliquotas diarias dos cultivos, em que 1,5 mL de
cultura foi centrifugado a 6000 rpm por 15 min. Apos, retirou-se o sobrenadante e adicionou-
se ao tubo 0,5 cm de esferas de vidro e 5 gotas de acetona 90 %. Em seguida, agitou-se em
vortex, por 3 min para que ocorresse a lise celular. Adicionou-se pequeno volume de acetona
90 % e com o auxilio de pipeta de Pasteur de vidro transferiu-se o extrato para baldo de 10 mL
e avolumou-se o baldo com acetona 90 %. O extrato foi novamente centrifugado a 6000 rpm
por 5 min e posteriormente realizou-se as leituras utilizando como branco acetona 90%. As
concentragdes de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais foram calculadas segundo as
Equacgoes 1, 2 e 3, respectivamente (PARSONS; STRICKLAND, 1963).

Clorofila a (mg L") = 11,64 (Absess — Abs7s0) — 2,16 (Absess — Abs7so) (1)
Clorofila b (mg L") = 20,97 (Absess — Abs7s0) — 3,94 (Absess — Abs7so) (2)

Carotenoides totais (mg L") = 4 (Absaso— Abs7s0) (3)
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As leituras das absorbancias foram subtraidas da absorbancia a 750 nm para
correcdo da turbidez. A concentracdo de cada pigmento nos cultivos foi determinada atraves da
Equacdo 4 (SCOR-UNESCO, 1966), em que PE é a concentracdo dos pigmentos obtidos nas
Equacbes 1, 2 e 3.

PE (mg L'l). volume do extrato (L)
volume da amostra (L)

Pigmento (mg L'1)= (4)

2.5 RECUPERACAO DA BIOMASSA DO MEIO LIQUIDO

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugacéo
(HITACHI, himac CR-GIII, Japdo) (9690 g; 20°C; 20 min), ressuspensa em agua destilada e
novamente centrifugada (9690 g; 20°C; 10 min) para remocdo dos sais do meio de cultivo. A
biomassa centrifugada foi congelada em ultrafreezer (Eppendorf, New Brunswick Scientific
Innova U535, Brasil) por 48 h a - 80°C e posteriormente liofilizada (LABCONCO, EUA). As
amostras liofilizadas foram mantidas em freezer a - 20°C para posterior determinacdo da

composicao proximal e atividade antioxidante.
2.6 COMPOSIC;AO PROXIMAL DA BIOMASSA

As biomassas obtidas ap6s os cultivos foram analisadas quanto ao teor de proteinas,
carboidratos e lipidios. Para realizacdo das andlises de proteinas e carboidratos foi necessario
preparar extratos ndo clarificados de biomassa. Estes extratos foram obtidos a partir de 10 mg
de biomassa microalgal liofilizada e 20 mL de &gua destilada, que foram sonicados em sonda
ultrassonica (COLE PARMER, CPX 130, EUA) por 10 min, em ciclos de 59 s (59 s ligada e
59 s desligada). Este procedimento foi realizado com intuito de liberar o material intracelular
das microalgas no meio liquido. A analise de lipidios foi realizada diretamente na biomassa

liofilizada.
2.6.1 Determinacao do teor de proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo método colorimétrico descrito por Lowry
et al. (1951), utilizando curva padrdo de albumina de soro bovino. Para realizacdo desta
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metodologia foram adicionados 0,5 mL do extrato da biomassa e 0,5 mL de NaOH 1 mol L™
em tubos de ensaios, e estes tubos foram aquecidos a 100°C por 5 min em banho-maria e apds
foram resfriados.

Em seguida, foram adicionados 2,5 mL da solucdo que continha Na;CO3 5 % (m v’
1, tartarato de sodio e potassio 1 % (m v1), CuSO4.5H20 0,5 % (m v1), e 0,5 mL de Follin-
Ciocalteau 1 mol L. Os tubos foram mantidos por 30 min no escuro e transcorrido este tempo,
foi realizada leitura da absorbancia em espectrofotémetro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japéao)
a 750 nm.

2.6.2 Determinacao do teor de carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-sulfurico descrito por
Dubois et al. (1956), utilizando curva padréo de glicose. Para realizacdo deste método foram
adicionados 1 mL do extrato da biomassa e 1 mL da solugdo fenol 5 % (v v'!) em tubos de
ensaio, sendo estes agitados, adicionados de 5 mL de H>SO4 98 % P.A e ap06s foram novamente
agitados. Os tubos permaneceram em repouso por 10 min e apds foram resfriados. Transcorrido
este tempo, as absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotdmetro (SHIMADZU UV
MINI 1240, Japéo) a 488 nm.

2.6.3 Determinacao do teor de lipidios

O conteudo de lipidios das amostras foi determinado pelo método
espectrofotométrico descrito por Marsh e Weinstein (1966). A extracéo foi realizada através do
rompimento celular por agitacdo em vortex (3 min) de tubos contendo 10 mg de biomassa, 10
esferas de vidro e 5 gotas da mistura cloroférmio-metanol (1:2). Em seguida, 1 mL de
cloroformio- metanol foi adicionado aos tubos e levado ao banho a 60°C por 3 min.

Em seguida o extrato foi transferido para tubos de centrifuga (15 mL) e as esferas
foram lavadas com 3,5 mL de cloroférmio-metanol (1:2). Os tubos foram centrifugados a 3000
rpm por 10 min. A etapa de extracdo foi realizada até obter-se o sobrenadante incolor.

Os extratos foram coletados em tubos de centrifuga (50 mL) e adicionados 1,5 mL
de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada, centrifugando a 3000 rpm por 10 min, para facilitar
a separacdo das fases. A fase apolar foi transferida para tubos de fundo chato 125 mL, ap6s

posterior filtragdo em papel filtro.
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O extrato lipidico foi evaporado em rotaevaporador e ressuspendido em 5 mL de
cloroférmio. Em seguida, aliquotas de 200 puL do extrato foram adicionadas a tubos HACH (10
mL) e evaporados em banho a 60°C e vacuo. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de H2SO4 98
% P.A aos tubos, agitou-se em vortex e colocou-se em termobloco a 200°C por 15 min, resfriou-
se em banho de gelo (5 min), adicionou-se 3 mL de agua destilada, e novamente os tubos foram
agitados e resfriados em banho de gelo (10 min). As absorbancias das amostras foram lidas em
espectrofotometro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japdo) a 375 nm.

2.7 RESPOSTAS ESTUDADAS

2.7.1 Comparacdo entre os ensaios com CM e 0s ensaios controle

Para comparar os resultados da caracterizacdo da biomassa e dos parametros
cinéticos obtidos dos cultivos com aplicacdo de CM em relagdo aos CC, foi utilizada a Equacéo
5 (SANTOS, 2008), em que o valor da relacdo (%) corresponde a porcentagem de diferenca da
resposta avaliada com a aplicacdo de CM, em relacdo as respostas obtidas nos CC; Ccm é 0
valor da resposta do cultivo com CM e Ccontrole € 0 Valor correspondente a resposta obtida no
CC.

CCM'Ccontrole

Relacdo (%)= ( ) .100 (5)

Ccontrole

2.7.2 Avaliagédo dos parametros de crescimento

A partir das concentraces de biomassa foram obtidas as concentracGes maximas
de biomassa (Xmax, g L) e avaliados os parametros cinéticos. A produtividade volumétrica de
biomassa (P, mg L™ d?) foi calculada segundo a Equagéo 6, em que X; (mg L) é a concentragio
celular no tempo t (d) e Xo (mg L) é a concentragdo celular no tempo to (d). A produtividade
volumétrica maxima de biomassa (Pmax, mg L™ d1) foi o maximo valor de produtividade obtida
por cada ensaio em cada cultivo. A velocidade especifica maxima de crescimento (umax, d) foi
obtida pela regressdo exponencial da fase logaritmica de crescimento da microalga, atraves da
Equacdo 7. O tempo de geragdo (tg, d) de ceélulas foi calculado conforme a Equacdo 8
(SCHMIDELL et al., 2001).
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po Xt-XO 6

X_( t-t, ) (6)
1dX ,

uméx_x dt ( )
In(2)

tg ) l’lméx ( i )

2.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para as andlises de atividade antioxidante foram obtidos extratos metandlicos da
biomassa de cada ensaio, a partir da metodologia proposta por Lichtenthaler (1987). Misturou-
se 10 mL de metanol 99 % com 25 mg de biomassa em tubos de centrifuga (10 mL)

homogeneizou-se e manteve-se 0s tubos a — 4 °C durante 24 h, para posterior analise.

2.8.1 Poder Redutor

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de Poder Redutor de acordo
com Oyaizu (1986), para esta determinacdo uma amostra de 0,25 mL de extrato metandlico (2,5
mg mL?) foi misturada com 2 mL de tampé&o fosfato se sodio 0,2 mol L (pH 6,6) e 2 mL de
ferricianeto de potassio 1 %. Essa mistura foi incubada a 50°C em banho-maria por 20 min. Em
seguida foi adicionado 2 mL de &cido tricloroacético TCA 10 %. Aliquotas de 2 mL das
amostras incubadas foram misturadas com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL de cloreto férrico
0,1 %. Apo6s 10 min a absorbancia da solucao foi lida a 700 nm em espectrofotdmetro. O

aumento da absorbancia da mistura da reagéo indica aumento do poder redutor.

2.8.2 Capacidade de sequestro da radical livre DPPH

O efeito sequestrador do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazol (DPPH) foi
medido conforme descrito por Rufino et al. (2007b) com modificagdes. Amostras de 0,1 mL de
extrato metandlico (2,5 mg mL™?) foram adicionadas em 3,9 mL de DPPH 0,06 mmol L em
alcool metilico, em ambiente escuro. A mistura foi homogeneizada e mantida a temperatura
ambiente por 60 min. A solucdo controle foi preparada com 0,1 mL de metanol 99 % em

substituicdo ao extrato metanolico. As absorbancias resultantes das solu¢es foram medidas a
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517 nm em espectrofotometro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japdo). A menor absorbéncia
representa maior capacidade de sequestro do radical DPPH o qual foi calculado de acordo com

a Equacéo 9.

Abscontrole’AbSamostra

Inibicao (%) = ( ) .100 (9)

Abscontrole
2.8.3 Captura do radical livre ABTS

A capacidade de captura do radical livre ABTS foi determinada conforme Rufino
et al. (2007a), com modificagdes. Uma solucdo de ABTS (7 mmol L), 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi preparada, sendo esta a solucdo estoque. O cation
radical (ABTS+) foi preparado a partir da reacdo de 5 mL da solucéo estoque de ABTS com 88
uL de solugdo de persulfato de potassio 140 mM, deixando a mistura em repouso no escuro, a
temperatura ambiente, por 16 h. Em seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura em alcool etilico até
obter absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm. Preparado e usado apenas no dia da analise.
Em ambiente escuro, transferiu-se aliquota de 30 uL de amostra (2,5 mg mL™) para tubos de
ensaio com 3,0 mL do radical ABTS" e agitou-se. Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro
ap6s 6 min. Como solucdo padrdo, usou-se o0 antioxidante sintético Trolox (derivado

hidrossoluvel do a-tocoferol), sendo os resultados expressos como umol Trolox /g de amostra.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

As respostas obtidas dos cultivos com aplicacdo de CM em diferentes tempos de
aplicacdo e os CC foram avaliadas por meio de andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo

teste de Tukey, com intervalo de confianga de 95 % (p < 0,05).

3  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EFEITO DO CM NA CONCENTRAGAO DE BIOMASSA DE Chlorella kessleri LEB
113
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A Figura 2 mostra a concentragio de biomassa (g L™) ao longo do tempo de cultivo
(10 d) para a Chlorella kessleri LEB 113 cultivada sob aplicacdo de CM com intensidades de
30 mT (Figura 2 a) e 60 mT (Figura 2 b) e do cultivo controle.

Figura 2 - Concentracdo de biomassa de Chlorella kessleri LEB 113 cultivada com aplicacéo
de 30 mT e 60 mT, em diferentes tempos de aplicagdo, 24 hd* (o), 1h d* () e o cultivo
controle (e®).
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Os cultivos apresentaram crescimento para todas as condigdes experimentais
avaliadas, ndo apresentando fase lag de crescimento, devido a prévia adaptacdo do in6culo em
meio BG11 (Figura 2). O CC apresentou fase exponencial até o 5° d, e ap6s 0 8° d demonstrou
tendéncia a fase estacionaria através da desaceleracdo do crescimento. Os ensaios com
aplicacdo de 30 mT e 60 mT apresentaram fase exponencial até 5° e 3° d de cultivo,
respectivamente, para ambos os tempos de exposicdo aplicados (24 e 1 h d%), porém ndo
demonstraram desaceleracdo do crescimento até o Gltimo dia de cultivo (10 d).

A concentracio de biomassa do CC no 10° d foi 0,76 + 0,01 g L. Small, Hiinner e
Wan (2012) ao cultivarem C. kessleri UTEX 398, obtiveram 0,88 + 0,11 g L™ na concentragio
final de biomassa em 12 d de cultivos, corroborando com os resultados obtidos para o CC no
presente trabalho.

Os efeitos do CM em sistemas bioldgicos podem ser classificados em estimulante,
inibitdério ou nulo (LI et al., 2007). Comparando os efeitos da aplicacdo de 30 mT em diferentes
tempos de exposicdo, em relacdo ao CC, percebeu-se que tanto a exposicdo de 24 h d, quanto
ade 1 h d?, estimularam a producéo de biomassa no 10 d de cultivo, obtendo-se 0,84 < 0,01 e

1,03 + 0,04 g L%, respectivamente. Contudo, a exposicio aos CM por menor tempo (1 h d?)
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demonstrou maior eficiéncia em estimular a produgdo de biomassa, atingindo concentragdo
similar a Xmaxdo CC no 7° d de cultivo, momento em que a concentragdo comegou a distanciar-
se do CC e da condicio de 30 mT por 24 h d. No 9° d a concentragdo celular desta condicéo
foi estatisticamente superior ao CC.

A exposicdo de 1 h d*! estimulou significativamente (p < 0,05) o crescimento
celular, em relagdo ao CC e a exposicdo permanente (24 h d!). O mesmo comportamento foi
observado por Luna, Alvarez e Rivero (2011) que utilizaram 30 mT variando o tempo de
exposicdo (24 hdte 1 h d') em cultivos de C. vulgaris.

Os ensaios com 60 mT por 24 h dte 1 h d! apresentaram a mesma tendéncia que
0s ensaios com 30 mT em relagdo ao fator tempo de exposicdo. A exposi¢do a 60 mT durante
24 h d*estimulou a producdo de biomassa em 23,6 %, na qual obteve-se 0,96 + 0,08 g L™ no
10 d de cultivo. Enquanto que com a exposi¢do por 1 h d** a producio de biomassa chegou a
1,39 + 0,07 g L em 10 d, mostrando-se novamente mais eficiente na estimulacdo do aumento
da biomassa em relagdo a exposicdo por 24 h d. No 3° d de cultivo a aplicagdo de 60 mT por
1hd?estimulou em 27,8 % a concentragdo de biomassa, em relagio ao CC. Sendo que no 5° d
de cultivo a concentracdo de biomassa foi superior a Xmax do CC.

De forma geral, entre todas as condi¢cOes estudadas, o tempo de exposi¢do mais
eficiente na estimulagédo da producédo de biomassa para ambas as intensidades testadas foi o de
1 h d1. No entanto, a intensidade de 60 mT por 1 h d* foi a condigio que apresentou maior
aumento na concentracdo de biomassa, 83,2 % superior em relacdo ao CC no 10° d (Figura 2b).

De acordo com Luna, Alvarez e Rivero (2011) a exposicdo permanente do CM aos
cultivos pode propiciar a adaptacao das células ao estresse provocado pelo CM. Esta adaptacéo
poderia explicar o menor estimulo na producdo de biomassa proporcionado pela condicéo
permanente (24 h d) em relagdo ade 1 hd?.

Na literatura foi encontrado apenas um trabalho que estudou a aplicacdo de CM em
cultivos de C. kessleri. Neste estudo, Small, Hiiner e Wan (2012) cultivaram C. kessleri
aplicando 10 mT por 24 h d, e obtiveram estimulo significativamente maior (p < 0,05) na
concentragéo celular (77,3 %) em relagdo ao CC (0,88 g L™). No presente estudo, utilizando
intensidades 30 e 60 mT para 0 mesmo tempo de exposicéo, 24 h d, a produgéo de biomassa
foi estimulada em 10,6 % e 23,6 %, respectivamente, em relagio ao CC (0,76 + 0,06 g L), no
10 d de cultivo. Associando estes resultados com os obtidos por Small, Hiiner e Wan (2012),
observa-se que a intensidade é um dos fatores que pode influenciar no crescimento celular de

forma nao linear.
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Deamici (2015) cultivou C. fusca LEB 111 com aplicacdo de 30 mT e 60 mT por
24 hd'e1hd? Este autor observou que para 30 mT o menor tempo de exposicéo (1 h d?) foi
mais eficaz no estimulo da producdo de biomassa, sendo 21,9 % maior que o CC no 8° d de
cultivo. No entanto, a condicio de 24 h d™* no mostrou diferenca significativa (p < 0,05) em
relacdo ao CC. Quando aplicado o CM de 60 mT houve aumento significativo (p < 0,05) da
concentragdo celular em relagdo ao CC (1,61 + 0,05 g L) em que ambos os tempos de
exposicdo avaliados. Neste ensaio, o tempo de exposicdo permanente mostrou-se mais eficiente
na producéo de biomassa (20,5 %), do que o tempo de 1 h d* (14,3 %).

A relacdo entre estes resultados corroboram com o efeito “janela” - tempo versus
intensidade, em que o maior ou menor estimulo devido a aplicagdo de CM sob sistemas
bioldgicos ndo ocorre de forma linear, apenas para intensidades e tempos de exposicao
especificos (MEHEDINTU; BERG, 1997). O que torna necessario o estudo de diferentes
intensidades a fim de buscar a otimizacao de processos biotecnoldgicos.

Os efeitos que os CM exercem no crescimento celular foram estudados sob um
ponto de vista biofisico, mas ainda ndo foram totalmente elucidados. Apenas nas ultimas duas
décadas a sua aplicacdo biotecnoldgica vem sendo estudada mais profundamente, e alguns
estudos tém-se centrado sobre os micro-organismos de interesse biotecnolégico (HIRANO;
OHTA; ABE, 1998; PAZUR; SCHEER, 1992; SANTOS et al., 2012; SMALL; HUNER;
WAN, 2012; WANG et al., 2008).

Algumas teorias dos mecanismos de acdo dos CM sdo citadas na literatura para
tentar explicar sua influéncia no crescimento celular, tais como, a capacidade de causar
alteracfes na sintese de DNA; na orientacdo de biomoléculas (proteinas) e alteracdes de
biomembranas (lipidicas e plasmaticas) (MARET; DRANSFELD, 1977); e na alteragdo do
fluxo de ions através da membrana plasmatica (COLLIS; SEGAL, 1988), resultando na
mudanca da taxa de reproducéo da célula.

De acordo com a Tabela 1, em relagdo ao CC (0,76 + 0,06 g L), os ensaios com
30 mT por 1 hd*e60mT por 24 hd'e1hd?apresentaram diferenca significativa (95 % de
confianga) para a Xmax (p < 0,05), obtendo estimulo da producao de biomassa de 36,0; 23,6 e
83,2 %, respectivamente. Notou-se que para a mesma intensidade de CM (30 ou 60 mT), a
exposicdo ao CM por 1 h d* apresentou resultados significativamente melhores (p < 0,05)
comparando-se quando a exposicéo foi feita de maneira permanente. Estes resultados indicaram
que o tempo de exposi¢cdo menor é a melhor alternativa quando o objetivo é a producéo de
biomassa. Neste trabalho a condicdo que apresentou a maior Xmax foi 60 mT por 1 h d*,

alcancando-se 1,39 + 0,07 g L.
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Tabela 1 - Concentracdo de biomassa maxima (Xmax), produtividade maxima (Pmax),
velocidade especifica maxima de crescimento (max) € tempo de geragao (tg) obtidos nos
cultivos de Chlorella kessleri LEB 113 com aplicagéo de 30 mT, 60 mT, em diferentes
tempos e do cultivo controle.

30 mT 60 mT
Parametros Controle

24 hdt 1hd? 24 hd? 1hd?

Xmax (LY 0,76 +0,06° 0,84<0,01* 1,03+0,04° 0,96+0,1° 1,39 +0,07¢
Pmax (Mg L*d?) 833+65° 815+159° 826+59° 101,6+21* 132,5+10,1°
umax (d) 0,19<0,01* 0,17<0,01®> 0,24<0,01° 0,30<0,01 0,34<0,01°

tg (d) 3,6 0,12 42+02° 29+0,03 2,3+£002¢ 0,9+0,03°

Letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que as médias nado diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p <0,05), letras distintas indicam diferenca estatistica.

Morais e Costa (2007) cultivaram C. kessleri LEB 15 em fotobiorreator tubular
vertical (2 L), nas mesmas condi¢des de temperatura, iluminancia e vazao de ar utilizadas no
presente trabalho, e obtiveram Xmax de 0,9 g L. Resultado semelhante ao encontrado para o
CC neste trabalho (0,76 + 0,06 g L™).

O resultado de produtividade (Pmax) obtido no ensaio com aplica¢éo de 60 mT por
1 h d*! foi estatisticamente maior (p < 0,05) que os resultados observados com 30 mT e o CC,
atingindo 132,5 + 10,1 mg Lt d, 59 % maior que o CC.

Deamici (2015) ndo obteve diferenca significativa (p < 0,05) na Pmax quando
aplicados CM de diferentes intensidades (30 e 60 mT) e tempos de exposicdo (24 e 1 h d*) em
cultivos de C. fusca LEB 111.

Todos os valores de pmax € tq diferiram significativamente entre si (p < 0,05), sendo
a condicio de 60 mT por 1 h da que apresentou a maior pmax € 0 menor tg, 0,34 < 0,01 ht e
0,89 + 0,03 d, respectivamente. Nota-se que a pmax do ensaio com 30 mT por 24 h d™* foi menor
em relacdo ao CC, e consequentemente neste ensaio foi observado o maior valor de tg, porém
analisando a Figura 2a, percebesse que a partir do 8° d o CC tendia a entrar na fase estacionaria,
devido a queda da concentracdo de biomassa. Entretanto, a condi¢do de 30 mT por 24 h d™* néo
demonstrou essa tendéncia, sugerindo uma fase log maior. Com isso, seria necessario realizar
os cultivos durante periodo de tempo maior, a fim de avaliar se essa condi¢do continuaria a
estimular a concentragdo de biomassa.

Deamici (2015) ndo observou diferenca significativa (p < 0,05) na pmax em cultivos

de C. fusca LEB 111 com aplicagio de CM de 30 mT por 24 hdt e 1 h d™. Porém, nos cultivos
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com 60 mT houve diminuicdo significativa (p < 0,05) da pumax para ambos os tempos de
exposicdo em relagdo ao CC. Estes resultados divergiram com o0s encontrados no presente
estudo, indicando que cada micro-organismo pode se comportar de modo diferente frente a
aplicacdo de CM.

Wang et al. (2008) ao cultivarem C. vulgaris sob influéncia de CM de 10 mT,
observaram que a umax aumentou de 0,07 d?! (CC) para 0,12 d’. No entanto quando a
intensidade aplicada foi 35 mT a pmax foi 0,09 d.

A relacdo entre os valores das respostas obtidas com aplicagdo de CM em relacao
ao CC estdo apresentadas na Tabela 2.

Small, Huner e Wan (2012) ao cultivarem C. kessleri sob aplicagcdo de CM de 10
mT por 24 h d*?, obtiveram o valor de pmsx aproximadamente 95 % maior em relagdo ao CC.
Comparando os resultados do presente trabalho, com os destes autores para 0 mesmo tempo de
exposicdo (24 h d), observa-se que ndo houve linearidade na resposta de pmsx em relacdo a
intensidade de CM, pois com 30 mT houve declinio de 13,3 % da umax, enquanto que com 60

mT houve incremento de 58,5%.

Tabela 2 — Relacgdo entre os valores dos parametros cinéticos obtidos nos cultivos com
aplicacdo de CM e o CC de C. kessleri LEB 113.

30mT 60 mT
Parametros
24 hd? 1hd? 24 h d?! 1hd?
Xmax (g L) +10,7 % +36,0 % +236 % +83,2 %
Pmax (g L1 d?) 22 % -0,9 % +21,9 % +59,0 %
tmax (A1) -13,3% + 24,8 % +58,5 % +76,7 %
tq (d) +15,3 % -20,0 % -37,0% -75,4 %

(+) incremento da resposta avaliada referente ao cultivo controle; (-) decréscimo na resposta avaliada referente ao
cultivo controle.

A partir dos pard@metros cinéticos avaliados (Tabela 2), a aplicacdo de 60 mT por 1
h d! mostrou-se como condicdo ideal quando almeja-se maior producéo de biomassa em menor
periodo de tempo, obtendo maiores valores de Xmax (83,2 %), Pmax (59,0 %) e pmax (76,7 %),
além do menor tq (75,4 %), todos parametros comparados ao CC. Sendo capaz de viabilizar
economicamente a producdo de biomassa, visto que o valor do par de imas é de
aproximadamente R$ 22,00, podendo ser utilizado em biorreatores em larga escala através da

recirculacdo do meio atraves dos imas.
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3.2 EFEITO DO CM NO pH DOS CULTIVOS DE Chlorella kessleri LEB 113

Os valores de pH no CC de C. kessleri mantiveram-se no intervalo entre 8,7 e 10,7,
0 que estava dentro do esperado, visto que esta cepa foi isolada das lagoas de estabilizacdo de
cinzas, proximas a Usina Termelétrica Presidente Médici, cujo pH é proximo de 9,8.

O pH dos cultivos com aplicagdo de CM de 30 mT (24 hdte 1hd') e 60 mT por
24 h d't permaneceram no intervalo entre 8,4 e 9,7. Enquanto que os cultivos com aplicacéo de
60 mT por 1 h d*! mantiveram-se no intervalo entre 9,3 e 10,5, ndo apresentando diferencas em

relacdo ao CC.

3.3 EFEITO DO CM NA COMPOSI(;AO PROXIMAL DA BIOMASSA DE Chlorella
kessleri LEB 113

A composicao proximal da biomassa de C. kessleri obtida nos CC e com aplicagéo

de CM com intensidade média de 30 mT e 60 mT estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Teor de proteinas, carboidratos, lipidios, em base seca, da biomassa de Chlorella
kessleri LEB 113 cultivada com 30 mT e 60 mT por 24 hd* e por 1 h d* e do cultivo

controle.
Determinacgdes 30mT 60 mT
Controle
(% m m?) 24 h dt 1hdt 24 hd? 1hd?
Proteinas 538+0,7% 574+07° 586+02° 559+20% 523+0,6°
Carboidratos 18,7+05% 214+0,05" 178+03° 156+04% 16,3+0,3¢
Lipidios 209+04% 212405 236+07° 202+10* 238+1,1°

Letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que as médias nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p <0,05), letras distintas indicam diferenca estatistica.

Nos ensaios com 30 mT (24 h dte 1 h dt) foram observados significativamente
maiores teores de proteinas (p < 0,05) em relacdo ao CC; este aumento foi 6,7 e 8,9 %,
respectivamente.

Da mesma forma, Luna, Alvarez e Rivero (2011) ao utilizarem CM de 30 mT,
obtiveram estimulo significativo (p < 0,05) na sintese de proteinas de C. vulgaris, para o tempo
de exposicdo de 24 h d!, em relagdo ao CC.

O teor de carboidratos aumentou significativamente em 14,3 % na condi¢édo de 30
mT por 24 h d?, em relacdo ao CC. Entretanto, para as outras condices estudadas, houve

diminuig&o do teor de carboidratos (p < 0,05), quando comparadas ao CC.
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Hirano et al. (1998) estudaram a agdo de CM (0 — 70 mT) em cultivos de Spirulina
platensis e verificaram aumento na sintese de carboidratos quando submetido a CM de 10 mT.
Porém, assim como no presente estudo, o teor de carboidratos foi inibido com o aumento da
intensidade do CM. Small, Hiiner e Wan (2012) ao cultivarem C. kessleri com CM de 10 mT
por 24 h d, obtiveram aumento de 8,48 e 8,75 % no contetido de carboidratos e proteinas,
respectivamente, em relagéo ao CC.

Menestrino e Pintos (2015) aplicaram CM de 80 mT em cultivos autotréficos e
mixotréficos (adicdo de 5 % de pentose) de Chlorella minutissima. A aplicacdo de CM no
cultivo autotrofico estimulou a produgdo de carboidratos e proteinas em 194,4 % e 187,4 %,
respectivamente, em relacdo ao CC. Nos cultivos mixotroficos o estimulo destes compostos foi
205,4 % e 129,4 % maior quando aplicado o CM, respectivamente.

Deamici (2015) estudou a aplicacdo de diferentes tempos de exposicdo de CM de
30 e 60 mT no cultivo de C. fusca LEB 111. O ensaio com 30 mT aplicado por 24 h d* estimulou
a sintese de carboidratos em 12,7 % em relagdo ao CC. Este resultado foi semelhante ao
encontrado no presente trabalho para a mesma condicéo.

A relacdo entre as respostas obtidas com aplicacdo de CM foram comparadas ao

CC utilizando a Equacéo 7, sendo os resultados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Relacgdo entre os valores de composi¢do proximal obtidos nos cultivos com
aplicacdo de CM e 0 CC de C. kessleri LEB 113.

30mT 60 mT
Parametros
24 hd? 1hd? 24 hd? 1hd?
Proteinas +6,7% +8,9% +39% -2,.8%
Carboidratos + 14,3 % -47% -16,5% -13,2 %
Lipidios -13% +13,1% +0,4% +13,7%

(+) incremento da resposta avaliada referente ao cultivo controle; (-) decréscimo na resposta avaliada referente ao
cultivo controle.

As intensidades de 30 e 60 mT por 24 h d* ndo afetaram o teor de lipidios em
relacdo ao CC. Poucos estudos avaliaram o efeito do CM sobre o teor de lipidios, porém na
maioria destes trabalhos foram constatados que a aplicagdo de CM tende a inibir a sintese de
lipidios (DEAMICI, 2015; LUNA; ALVAREZ; RIVERO, 2011; SMALL; HUNER; WAN,
2012).

No presente trabalho o teor de lipidios aumentou significativamente (p < 0,05) em

relagdo ao CC, quando aplicados 30 e 60 mT durante 1 h d!, obtendo-se aumento de 13,1 e
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13,7 %, respectivamente, demonstrando serem alternativas vidveis para o estimulo na sintese
de lipidios no cultivo de C. kessleri.

Os CM influenciaram de diferentes maneiras a sintese de macromoléculas (Tabela
4). Relacionando aos valores de Xmax da condi¢do de 30 mT por 24 h d* com o CC (Figura 2a),
constatou-se que nao houve diferenca significativa (p < 0,05). Porém, quando CM foi aplicado
nesta condigcdo houve estimulo da producdo de proteinas em 6,7 % e de carboidratos em 14,3
%.

Quando foram aplicados CM de 30 mT durante 1 h d*, houve estimulo de 8,9 % de
proteinas e 13,1 % de lipidios, além de estimular em 36,0 % a producgdo de biomassa (Tabela
2). De acordo com Suganya et al. (2016) a biomassa obtida nesta condigdo por ser rica em
proteinas e lipidios pode ser utilizada no enriquecimento nutricional de alimentos.

Quando se busca maior producdo de biomassa e teor de lipidios, a condicao ideal
foi com 60 mT por 1 h d%, pois obteve-se, respectivamente, incremento de 82,3 % e 13,7 % em
relagdo ao controle. Tal condicéo pode ser indicada para producéo de biodiesel, tornando mais
viavel economicamente a producdo deste combustivel. De acordo com Ahmad, Khan e Yasar

(2013) o rendimento de biodiesel a partir do 6leo de Chlorella vulgaris pode chegar a 95 %.

3.4 EFEITO DO CM NA CONCENTRACAO DE PIGMENTOS DE Chlorella kessleri
LEB 113

A Figura 3 mostra os resultados das concentracGes de clorofila a, determinados ao
longo dos 10 d de cultivos de C. kessleri sob a influéncia de CM de 30 e 60 mT, expostos
durante 24hd'e1hd? edoCC.

A concentracio de clorofila a obtida no CC (6,39 + 0,27 mg L), assim como, nos
ensaios com aplicacdo de CM com intensidades de 30 mT por 24 h d* (7,22 + 0,59 mg L), 30
mT por 1 h d* (7,85 + 0,66 mg L) e 60 mT por 1 h d*? (8,87 + 1,77 mg L) obtiveram
concentragfes maximas de clorofila a no dltimo dia de cultivo (10 d. Nestes ensaios, as
concentragdes de clorofila a aumentaram ao longo do tempo de cultivo (Figura 3). A
concentragdo maxima de clorofila a para o ensaio com CM de 60 mT por 24 h d! ocorreu no
6° d de cultivo (4,51 + 0,02 mg L), decaindo até o 10 d.

Figura 3 — Concentracao de clorofila a ao longo do tempo dos cultivos de C. kessleri LEB
113 com aplicacdo de CM e do cultivo controle.
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(*): Respostas significativamente maior que o cultivo controle a 95 % de confianca pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O CM de 30 mT quando exposto por 24 e 1 h d%, estimulou a producéo de clorofila
ano 10° d de cultivo em 13,0 e 23,0 %, respectivamente, em relacdo ao CC. Enquanto que com
CM de 60 mT por 1 h deste estimulo foi 38,9 % no mesmo periodo de tempo.

Li et al. (2007) ao cultivarem Spirulina platensis sob influéncia de CM de 250 mT
por 24 h d*!, obtiveram aumento no teor de clorofilas de 31,1 % em relagdo ao controle. Estes
autores mencionaram que o estimulo na sintese de clorofilas torna a absor¢do da luz mais
eficiente, o que pode auxiliar no crescimento celular. Esta mesma hipétese foi levantada por
Small, Huner e Wan (2012) quando cultivaram C. kessleri com aplicacdo de 10 mT por 24 hd"
! estimulando em 15,2 e 64,2 % os teores de clorofila a e b, respectivamente.

A Figura 4 apresenta os resultados das concentrac6es de clorofila b, determinados
ao longo dos 10 d de cultivos de C. kessleri sob a influéncia de CM de 30 e 60 mT, expostos
durante 24 h d'e 1 h d, e do cultivo controle.

As concentracdes maximas de clorofila b para o CC (2,53 + 0,24 mg L) e com 30
mT por 1 hd?(3,35+0,22 mg L'}) e 60 mT por 1 h d* (4,02 + 0,23 mg L) foram observadas
no Gltimo dia de cultivo. Enquanto que no ensaio com CM de 30 mT por 24 h d* (2,82 + 0,34
mg L) a concentragdo maxima ocorreu no 9° d. A maior concentragéo de clorofila b observada
para o ensaio com aplicagdo de 60 mT por 24 h d ocorreu no 8° d de cultivo, atingindo 1,51 +
0,14 mg L (Figura 4). A clorofila b foi estimulada pela aplicacdo de 30 mT por 24 e 1 h d*?,
em 11,6 e 32,7%, em relagdo ao CC, respectivamente. Enquanto que o CM de 60 mT o estimulo
foi 59,1 %
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Figura 4 - Concentracao de clorofila b ao longo do tempo dos cultivos de C. kessleri LEB
113 com aplicac¢éo de campo magnético e do cultivo controle.

[| Controle B30mT1hd' [J60mT1hd!
B30mT24hd' []60mT 24 hd"

Clorofila b (mg -1y

Tempo (d)
(*): Respostas significativamente maior que o cultivo controle a 95 % de confianga pelo teste de Tukey (p <0,05).

A concentracdo de clorofila pode ser utilizada como uma medida indireta da
concentracdo de biomassa de um cultivo, o que pode ser observado nas Figuras 3 e 4. As
concentragOes de clorofila tendem a aumentar conforme a concentragéo de biomassa aumenta.
Porém, essa associa¢do ndo ocorreu em todas as condicOes estudadas. Rial et al. (2013)
relataram que o conteddo celular de clorofila geralmente diminui entre o crescimento
exponencial e a fase estacionaria e explicariam essa diminuicdo por limitacdes de nutrientes,
luz e envelhecimento celular.

Do ponto de vista biotecnoldgico, as condi¢des de 30 e 60 mT por 1 h d*
apresentaram-se como boa alternativa na estimulacdo do contetdo de clorofilas (a+b), 25,7 e
44,6 %, respectivamente, em relacdo ao CC. De acordo com Koller, Muhr e Braunegg (2014)
as clorofilas possuem grande aplicacdo na industria farmacéutica, além de ser utilizada como
aditivo alimentar, devido a sua forte pigmentacéo verde, aliada a demanda dos consumidores
por alimentos naturais.

A Figura 5 ilustra os resultados das concentracbes de carotenoides totais,
determinados ao longo dos 10 d de cultivos para C. kessleri sob a influéncia de CM de 30 e 60
mT, expostos durante 24 h d*e 1 h d?, e do cultivo controle.

As concentragOes de carotenoides totais aumentaram com o tempo de cultivo e
atingiram a concentragdo méxima no Gltimo dia (10 d). A concentracdo maxima determinada
para o CC foi 1,78 + 0,03 mg L, enquanto que as condigdes de 30 mT por 24 hdte 1 hd?
obtiveram 1,94 + 0,05 e 2,34 + 0,08 mg L%, respectivamente. A aplicagdo de 60 mT por 1 h d-
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L apresentou 2,23 + 0,02 mg L™ (Figura 5), enquanto que no ensaio com exposicao por 24 h d-

1 apresentou 1,36 + 0,02 mg L concentragdo maxima no 8° dia de cultivo.

Figura 5 - Concentracdo de carotenoides totais ao longo do tempo dos cultivos de C. kessleri
LEB 113 com aplicacdo de CM e do cultivo controle.
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(*): Respostas significativamente maior que o cultivo controle a 95 % de confianca pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os carotenoides (carotenos e xantofilas) sdo pigmentos acessorios da fotossintese
na funcdo de capturar a energia da luz. Além disso, por possuirem potencial antioxidante,
podem proteger as células em relacdo aos efeitos negativos do excesso de radiacdo solar. Os
antioxidantes também sdo necessarios para 0 metabolismo humano a fim de evitar os impactos
negativos causados por radicais livres. Estes pigmentos sdo comercialmente atrativos, uma vez
que podem ser utilizados como corantes naturais na producao de alimentos. Estas propriedades
incentivam a utilizacdo de carotenoides na producdo de alimentos funcionais e na industria
farmacéutica (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014)

Neste contexto, as condices de 30 e 60 mT por 1 h d! sdo boas alternativas para
estimular a producédo de carotenoides, conseguindo-se nestas condigdes incremento de 31,5 e

25,0 % em relacdo ao CC, respectivamente.

3.5 EFEITO DOS CM SOBRE A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA BIOMASSA DE
Chlorella kessleri LEB 113

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a analise de atividade antioxidante

dos extratos metandlicos da biomassa microalgal tratada magneticamente.
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Tabela 5 - Atividade antioxidante dos extratos metandlicos determinada pelo método do
poder redutor, DPPH e ABTS".

ABTS* (umol de
Poder redutor

Extratos DPPH (% inibicéao) Trolox/g de
(Abs 700 nm)

amostra)
Controle 0,266 + 0,005 1,3+0,22 195,8 + 6,92
30mT 24 hd? 0,306 + 0,0052 2,0+0,1° 228,3 + 16,7°
30mT1hd? 0,359 + 0,002° 2,8+0,2° 266,1 + 10,2¢
60mT 24 hd? 0,406 + 0,007¢ 2,7+0,1° 268,3+ 3,3°
60mT 1hd? 0,473 + 0,044 3,8+0,3¢ 346,1 + 5,1¢

Para todos 0s ensaios realizados, nos valores de absorbancia média, porcentagem de inibi¢do e umol de Trolox/g
de amostra, letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa a 95% de confianga.

Os cultivos expostos a CM durante 1 h d apresentaram maiores atividades
antioxidantes quando comparados com as exposi¢des de 24 h d! para mesma intensidade, sendo
0 ensaio com CM de 60 mT (1 h d%), o que apresentou maior atividade antioxidante para as trés
metodologias usadas dentre todos 0s ensaios.

E possivel observar na Tabela 5 que houve estimulo da producéo de antioxidantes
nos cultivos de C. kessleri quando expostos a CM de diferentes intensidades e tempos de
exposicao, o que indicou aumento de constituintes antioxidantes na célula. Apenas o0 ensaio
com intensidade de 30 mT (24 h d) no método de poder redutor, ndo apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo ao CC.

Sabe-se que os CM podem exercer estresse oxidativo nos sistemas bioldgicos,
devido a maior producdo de estados tripletos nos elétrons, o que pode proporcionar a
dissociacdo destes elétrons na forma de radicais livres através das células (BARNES;
GREENEBAUM, 2015; TIMMEL et al., 2001). De acordo com Rodriguez-Amaya, Kimura e
Amaya-Farfan (2008), quando a célula é exposta a um estresse oxidativo, pode haver a ativacao
do seu sistema de defesa, o qual pode ser enzimatico (dismutase, catalase e peroxidases) ou ndo
enzimatico, constituidos por compostos antioxidantes de baixo peso molecular, como,
carotenoides, glutationa, compostos fendélicos e vitaminas, conseguindo assim se proteger dos
radicais livres.

Wang et al. (2008) avaliaram o efeito do CM (5 — 50 mT) no sistema de defesa
antioxidante de Chlorella vulgaris e observaram aumento na producdo de radicais hidroxilas
(*OH) proporcional ao aumento da intensidade do CM nos cultivos, indicando estresse

oxidativo maior com o aumento da intensidade. CM entre 10 e 35 mT estimularam o
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crescimento celular, além de apresentarem maior incidéncia de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que o CC. Porém, as concentracdes de ERO foram maiores nos cultivos expostos a CM
de 45 e 50 mT, atingindo concentracfes proximas ao CC.

Small, Hiner e Wan, (2012) propuseram que o0 estresse oxidativo ocasionado pelo
CM pode exercer efeito hormético nas microalgas, o qual ocorre quando ha estimulagdo do
crescimento por substancias definidas como toxicas para as células, porém aplicadas em baixas
concentragdes. O que poderia explicar os resultados encontrados no presente estudo.

A Tabela 5 mostra que houve maior estimulo do sistema de defesa das células
quando expostas ao CM nas diferentes condi¢Bes estudadas. Porém, neste estudo, ndo foi
avaliado a composicéao do extrato metanolico, mas por ser lipossolivel pode conter quantidades
significativas de carotenoides e compostos fendlicos, duas substancias com alto poder
antioxidante, além de clorofilas.

A biomassa de C. kessleri é rica em &cidos graxos poli-insaturados (AMBROZOVA
et al., 2014), os quais também podem apresentar atividade antioxidante. Estes podem ser
estimulados pelos CM, o que ocasiona 0 aumento da atividade antioxidante da célula, como
observado por Small, Hiner e Wan, (2012), que obtiveram maior producdo de acidos graxos
monoinsaturados, por Chlorella kessleri quando cultivada sob CM de 10 mT por 24 h d™.

Os carotenoides desempenham papel importante em extinguir espécies reativas de
oxigénio (ERO) gerados durante a fotossintese, especialmente oxigénio atémico
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). No presente estudo a
condicdo de 30 mT por 1 h d* apresentou maior contetido de carotenoides totais em relagio a
condicdo de 60 mT no mesmo tempo de exposi¢do. O que ndo refletiu na atividade antioxidante,
visto que esta Ultima condicdo apresentou maior atividade. Porém, as diferentes condicdes de
CM utilizadas neste estudo podem ter estimulado a sintese de carotenoides especificos, pois de
acordo com Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008), cada carotenoide possui um
poder antioxidante diferente, sendo a astaxantina a que possui maior atividade dentre os
carotenoides. Yamaoka et al. (1992) ao aplicar CM de 10 mT em cultivos de Dunaliella salina,

obtiverem estimulo significativo na concentracdo de 3-caroteno em relagéo ao CC.
4  CONCLUSAO
Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram que a aplicacdo de CM em

cultivos de Chlorella kessleri é alternativa viavel para estimular o crescimento celular, bem

como a sintese de biocompostos.
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Em todas as intensidades e tempos de exposicédo testadas, ocorreu 0 aumento da
concentragdo de biomassa de C. kessleri LEB 113. Sendo que o maior valor de Xmax foi obtido
com a aplicacdo de 60 mT durante 1 h d%, sendo este valor 83,2 % superior ao cultivo controle.
Em relagdo a composicdo da biomassa, quando houve a aplicacdo de 30 mT por 24 h dte 30
mT por 1 h d?, ocorreu incremento na sintese de carboidratos (14,3 %) e lipidios (13,1 %),
respectivamente. Enquanto que com 60 mT por 1 h d houve estimulo na sintese de lipidios em
13,7 %.

O aumento da producao de clorofila a nos cultivos com aplicacdo de 30 mT e 60
mT foi observado, o que pode estar relacionado ao estimulo do crescimento, pela aceleragdo da
absorcao da luz pela clorofila.

Os CM na maioria das condicdes avaliadas, mas principalmente com 60 mT por 1
h d, estimularam a producéo de antioxidantes, o que pode ser de grande interesse comercial,

tornando mais acessivel os compostos de alto valor agregado provenientes das microalgas.
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ARTIGO II - AQAO DE CAMPOS MAGNETICOS NO CULTIVO DE CEPAS DE
Chlamydomonas reinhardtii COM E SEM PAREDE CELULAR
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RESUMO

A aplicacdo de campos magnéticos (CM) em processos biotecnoldgicos tem atraindo a atencédo
devido a eficiéncia comprovada para estimular o crescimento celular e a producdo de
biocompostos de alto valor agregado. No entanto, existem poucos estudos relacionados com
microalgas, principalmente em cepas sem parede celular. A microalga Chlamydomonas
reinhardtii € considerada modelo para estudo de fotossintese. Esta microalga também é
considerada GRAS (Generally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug Administration)
e, portanto, pode ser utilizada como alimento, sem oferecer risco a saide humana. Desta forma,
0 objetivo deste trabalho foi aplicar diferentes intensidades de campos magnéticos (CM) em
cultivos de C. reinhardtii 2137 (selvagem) e C. reinhardtii Wt-S1 (sem parede celular), a fim
de avaliar os efeitos no crescimento celular, composi¢do proximal da biomassa, producéo de
pigmentos e de antioxidantes pela célula e compara-los com seus respectivos cultivos controle
(CC) (sem aplicagdo de CM). Para isto, CM de 11 e 20 mT foram aplicados durante 1 h d* nos
cultivos realizados em reatores tipo Erlenmeyer (2 L), a 28°C, 125 rpm, 41,6 pmol m? st e
fotoperiodo de 12 h claro/escuro, durante 10 d. Com a aplica¢do dos CM ndo houve aumento
da concentracdo de biomassa das cepas estudadas, além disto, a cepa sem parede celular
mostrou-se mais sensivel ao CM, apresentando menores valores de Xmax € Pmax em relacdo ao
CC. No entanto, 0 CM de 20 mT estimulou a producio de proteinas (51,1 + 0,3 % m m?) e
lipidios (19,0 + 0,4 % m m™) na cepa de C. reinhardtii 2137, além de estimular em 31,6 % a
producdo de lipidios na cepa sem parede celular. Enquanto que a aplicacdo do CM de 11 mT
estimulou na cepa sem parede celular o teor de carboidratos (20,7 + 0,7 % m m™), lipidios (19,2
+0,5 % m m™), a concentragio de clorofilas a (7,74 + 0,41 mg L), clorofilas b (4,59 + 0,23
mg L) e carotenoides totais (2,71 + 0,21 mg L), além da biomassa apresentar maior atividade
antioxidante. O aumento da concentracdo de pigmentos e macromoléculas de interesse
industrial devido a aplicacdo de CM, torna mais viavel economicamente a obtengdo destes
produtos a partir de microalgas.

Palavras-chave: Bioestimulacdo, carotenoides, clorofilas, microalgas.
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ACTION OF MAGNETIC FIELDS ON THE CULTIVATION OF Chlamydomonas
reinhardtii STRAINS WITH AND WITHOUT CELL WALLS

ABSTRACT

The application of magnetic fields (MF) to biotechnological processes has drawn attention due
to their efficiency to stimulate cell growth and the production of high value-added
biocompounds. However, there are few studies of microalgal cultivation with strains without
cell walls. The microalga Chlamydomonas reinhardtii is considered a model for studies of
photosynthesis, since it is GRAS (Generally Recognized As Safe) and certified by the FDA
(Food and Drug Administration). Therefore, it can be used as food without any risks to human
health. This study aimed at applying different intensities of MF to cultivations of C. reinhardtii
2137 (wild type) and C. reinhardtii Wt-S1 (without cell wall) in order to evaluate their effects
on cell growth, proximate composition of biomass and pigment and antioxidant production. MF
of 11 and 20 mT were applied for 1 h d* to cultures in Erlenmeyer reactors (2 L) at 28°C, 125
rpm, 41.6 umol m? s and photoperiod of 12 h light/dark for 10 d. MF did not stimulate cell
growth of the strains under study. In addition, the strain without cell walls was more sensitive
to the MF and had values of maximum biomass concentration (Xmax) and maximum biomass
volumetric productivity (Pmax) lower than the ones of the control cultivation. Nonetheless, MF
of 20 mT stimulated the production of proteins (51.1 + 0.3 % m m™) and lipids (19.0 + 0.4 %
m m?) in C. reinhardtii 2137 and 31.6 % in the production of lipids in the strain without cell
walls. The application of MF of 11 mT stimulated the contents of carbohydrate (20.7 £ 0.7 %
m m?), lipids (19.2 + 0.5 % m m™), chlorophyll a (7.74 + 0.41 mg L), chlorophyll b (4.59 +
0.23 mg L1) and total carotenoids (2.71 + 0.21 mg L) in the strain without cell walls. Besides
the biomass had high antioxidant activity. Increase in the concentration of pigments and
macromolecules of industrial interest due to the application of MF makes it economically
feasible to obtain such products from microalgae.

Key word: Biostimulation, carotenoids, chlorophylls, microalgae.
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1 INTRODUCAO

A estimulacgéo ou inibicdo de sistemas bioldgicos por campos magnéticos (CM) tém
despertado interesse nas areas de biologia celular e biotecnologia para estabelecer os
mecanismos bésicos desta interacdo e determinar seu potencial em aplica¢fes praticas,
tornando-as mais viaveis (HUNT et al., 2009).

A aplicacdo de CM em processos biotecnoldgicos vem atraindo a atencdo de
pesquisadores devido a eficiéncia comprovada em estimular, tanto o crescimento celular,
quanto a producdo de biocompostos de elevado valor agregado, tais como, acidos graxos,
pigmentos (clorofilas, carotenoides, ficocianinas) e antioxidantes (LUNA; ALVAREZ;
RIVERO, 2011; SANTOS et al.,, 2012; SMALL; HUNER; WAN, 2012). Entretanto, é
necessario avaliar quais parametros relacionados ao CM (tempo de exposicao e intensidades)
propiciam melhores resultados em relacdo aos estimulos nas células, o que pode diferir para
cada tipo de micro-organismo.

A microalga Chlamydomonas reinhardtii, pertence a classe das cloroficeas, possuli
formato oval com cerca de 10 um de comprimento, € considerada modelo para o estudo da
fotossintese e das vias que controlam o crescimento celular. Além disso, essa microalga
apresenta elevado potencial para producdo de lipidios e, por isso, vem sendo utilizada em
processos para producdo de biocombustiveis (KARPAGAM et al., 2015). Considerada GRAS
(Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration), a biomassa de
Chlamydomonas pode ser utilizada como alimento sem causar risco a salde humana.

Estudos indicaram que os CM atuam primariamente na membrana plasmatica das
células (REPACHOLI; GREENBAUM, 1999). No entanto, até 0 momento nenhum estudo foi
encontrado na literatura abordando a aplicagdo de CM em cepas de microalgas sem parede
celular. Desta forma, este trabalho teve como objetivo aplicar diferentes intensidades de campos
magnéticos em cultivos de C. reinhardtii 2137 (selvagem) e C. reinhardtii Wt-S1 (sem parede
celular) a fim de avaliar os efeitos no crescimento celular, composi¢do proximal da biomassa e

na producao de pigmentos e antioxidantes pela célula.
2  MATERIAL E METODOS

2.1 MICROALGA

Nesse estudo foram utilizadas duas cepas de C. reinhardtii, sendo uma selvagem

(2137) e uma geneticamente modificada sem parede celular (Wt-S1), pertencentes ao banco de
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cepas do Departamento de Botanica e Engenharia Bioldgica, da Universidade Técnica de
Lisboa, Portugal. As microalgas foram mantidas e cultivadas em meio TAP (Tris-acetato-
fosfato) composto por (mL L1): solucéo Beijerinck (50); solucéo tris (10); solucéo acetato (10);
solugéo fosfato (10) e solucdo de oligoelementos (1). A solugdo Beijerinck continha (g L™):
NH.CI (8,0), MgS04.7H,0 (2,0) e CaCl..2H0 (1,0). A solucdo Tris continha (g L™): Tris
(242,0) e HCI concentrado (149,0 mL L™?). A solugéo fosfato continha (g L™): Ko;HPO4 (14,34)
e KH2PO;4 (7,26). A solugdo acetato continha (g L™): NaCzH302.3H20 (136,0) e a solucio de
oligoelementos continha (g mL™?): EDTA (0,2), ZnSO4+.7H.0 (0,22), HsBOs (0,057),
MnCl2.4H,0 (0,1012), CoCl..6 H20 (0,0322), CuSO4.5H20 (0,0314), (NH4)sM07024.4H,0
(0,022) e FeS04.7H20 (0,0998).

2.2 CONDICOES DE CULTIVO

Os cultivos foram realizados em reatores tipo Erlenmeyer de 2 L, com volume util
de 1,5 L e mantidos em camara incubadora com agitacao orbital de 125 rpm a 28°C, iluminancia
de 41,6 umol m2 s e fotoperiodo de 12 h claro/escuro, durante 10 d. A iluminéncia foi medida
por meio de luximetro (Instrutherm, LD-209, Brasil). Os cultivos foram iniciados a partir da
adicao de 150 mL de pré-in6culo em 1350 mL de meio TAP. Os pré-indculos foram preparados
7 d antes da realizacdo de cada cultivo, nas mesmas condicBes de temperatura, iluminancia e
agitacdo, a partir da adicdo de 1 mL de indculo em 150 mL de meio TAP (Figura 1). Os cultivos
foram realizados em triplicata. Diariamente foram retiradas amostras de 5 mL de cada reator
para determinagdo da concentracdo de biomassa, pH e contetdo de pigmentos.

Figura 1 — Preparo dos pré-indculos

2.3 APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS NOS CULTIVOS

A aplicacdo dos CM no cultivo das microalgas foi feita mediante adaptacGes de
imés de ferrite com intensidade média de 11 mT (150 x 50 x 10 mm) e 20 mT (50 x 50 x 25
mm), estes imds foram os mesmos utilizados na primeira etapa do trabalho (Artigo 1), porém,

por estarem mais distantes um do outro devido as configuracbes do biorreator, as suas
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intensidades consequentemente foram menores. Em cada fotobiorreator foram utilizados dois
imds, os quais foram acoplados na base do fotobiorreator, dispostos a 180° de distancia um do
outro (Figura 2). Dessa forma, o0 CM gerado se concentrou na parte interna, onde as microalgas
foram cultivadas, e as intensidades de CM geradas foram medidas por medidor de CM (Global
Mag, TLMP-HALL 05k, Brasil). Estas medi¢cdes foram realizadas em varios pontos dos
fotobiorreatores, sendo obtida a média da intensidade dos CM. Os imés foram aplicados durante
1 h d! e as amostras diarias para realizacdo das analises foram retiradas apés transcorrido 1 h

de aplicacdo do CM.

Figura 2 - Esquema da aplicagdo dos imds no biorreator

Com o objetivo de avaliar apenas a influéncia dos CM nas respostas, se fez
necessario realizar o cultivo controle (CC), sem exposic¢do das culturas ao CM, porém nas
mesmas condicdes de temperatura, luminosidade, aeracéo e nutrientes. Nestes cultivos, o CM
presente foi 0,005 mT (campo magnético terrestre).

Nos locais em que foram adaptados os imds nos fotobiorreatores, ocorre a
indisponibilidade da luz para as microalgas. Dessa forma, no CC foi utilizado moldes de
papeldo do mesmo formato e local dos imas, a fim de manter a uniformidade da intensidade

luminosa recebida pelas microalgas.

2.4 DETERMINACOES ANALITICAS
2.4.1 Determinacdo da concentracao de biomassa

A concentragdo de biomassa foi determinada diariamente mediante leitura da
densidade otica das culturas em espectrofotometro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japéo), no
comprimento de onda de 670 nm, a partir de uma curva padrao, que relaciona a densidade Otica
e a massa seca de biomassa (COSTA et al., 2002).
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2.4.2 Determinacéo de pH

O pH dos cultivos foi avaliado diariamente por meio da leitura direta em pHmetro
digital (Quimis, Q400MT, Brasil).

2.4.3 Determinagao da concentracao de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais

As concentragOes de clorofila a, b e carotenoides totais foram determinadas por
espectrofotometria (SHIMADZU UV MINI 1240, Japdo) a 652,4, 665,2 e 470 nm mediante
extracdo com metanol 99 %, segundo a metodologia desenvolvida por Lichtenthaler (1987).

O extrato foi obtido a partir de aliquotas diarias dos cultivos, dos quais 1 mL de
cultura foi centrifugada a 10000 rpm por 5 min em tubos de Eppendorf (2 mL). Apos, retirou-
se 0 sobrenadante e adicionou-se aos tubos 1 mL de metanol, seguida de agitacdo em vortex. A
extracdo ocorreu a 4°C durante 24 h no escuro. O conteudo total de clorofilas a, b e carotenoides

totais foi calculado de acordo com as Equacdes 1, 2 e 3, respectivamente.

Clorofila a (mg L™)= 16,72 (Absess2) - 9,16 (Abses2,4) (1)

Clorofila b (mg L) = 34,09 (Absesz.4) -15,28 (Absess.2) (2)

1000 (Abss70) - 1,63 (Chla) - 104,96 (Chlb)
221

Carotenoides totais (mg L") =

(3)

2.5 RECUPERACAO DA BIOMASSA DO MEIO LiQUIDO

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugacédo
(HITACHI, HIMAC CR-GllII, Japéo) (9690 g; 20°C; 20 min), ressuspendida em agua destilada
e novamente centrifugada (9690 g; 20°C; 10 min) para remocdao dos sais do meio de cultivo. A
biomassa centrifugada foi congelada em ultrafreezer (Eppendorf, New Brunswick Scientific
Innova U535, Brasil) por 48 h a -80°C e posteriormente liofilizada (LABCONCO, EUA). As
amostras liofilizadas foram mantidas em freezer a - 20°C para posterior caracterizagdo quanto

ao teor de proteinas, lipidios, carboidratos e atividade antioxidante.
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2.6 COMPOSICAO PROXIMAL DAS BIOMASSAS

As biomassas obtidas ap6s os cultivos foram analisadas quanto ao teor de proteinas,
carboidratos e lipidios. Para realizacdo das andlises de proteinas e carboidratos foi necessario
preparar extratos nao clarificados de biomassa. Estes extratos foram obtidos a partir de 10 mg
de biomassa microalgal liofilizada e 20 mL de &gua destilada, que foram sonicados em sonda
ultrassonica (COLE PARMER, CPX 130, EUA) por 10 min, em ciclos de 59 s (59 s ligada e
59 s desligada). Este procedimento foi realizado com intuito de liberar o material intracelular
das microalgas no meio liquido. A analise de lipidios foi realizada diretamente na biomassa

liofilizada.

2.6.1 Determinacdo do teor de proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo método colorimétrico descrito por Lowry
et al. (1951), utilizando curva padrdo de albumina de soro bovino. Para tal foram adicionados
0,5 mL do extrato da biomassa, e 0,5 mL de NaOH 1 mol L* em tubos de ensaios, e estes tubos
foram aquecidos a 100°C por 5 min em banho-maria e apds foram resfriados em banho de agua
fria por 10 min.

Em seguida, foram adicionados 2,5 mL da solugéo que continha Na2CO3 5 % (m v°
1, tartarato de sodio e potéassio 1 % (m v1), CuSO4.5H,0 0,5 % (m v?1), e 0,5 mL de Follin-
Ciocalteau 1 mol L%, Os tubos foram mantidos por 30 min no escuro e transcorrido este tempo,
foi realizada leitura da absorbancia em espectrofotometro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japao)
a 750 nm.

2.6.2 Determinacdo do teor de carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado pelo metodo fenol-sulfirico descrito por
Dubois et al. (1956), utilizando curva padrdo de glicose. Para realizacdo deste método foram
adicionados 1 mL do extrato da biomassa e 1 mL da solugdo fenol 5 % (v v) em tubos de
ensaio, sendo estes agitados, adicionados de 5 mL de H2SO498 % P.A e ap6s foram novamente
agitados. Os tubos permaneceram em repouso por 10 min e apds foram resfriados. Transcorrido
este tempo, as absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotdmetro (SHIMADZU UV
MINI 1240, Japéo) a 488 nm.
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2.6.3 Determinacao do teor de lipidios

O conteudo de lipidios das amostras foi determinado pelo método
espectrofotométrico descrito por Marsh e Weinstein (1966). A extracdo foi realizada através do
rompimento celular por agitacdo em vortex (3 min) de tubos contendo 10 mg de biomassa, 10
esferas de vidro e 5 gotas da mistura cloroférmio-metanol (1:2). Em seguida, 1 mL de
cloroférmio- metanol foi adicionado aos tubos e levado ao banho a 60°C por 3 min.

Em seguida o extrato foi transferido para tubos de centrifuga (15 mL) e as esferas
foram lavadas com 3,5 mL de cloroférmio-metanol (1:2). Os tubos foram centrifugados a 3000
rpm por 10 min. A etapa de extracao foi realizada até obter-se o sobrenadante incolor (em torno
de 3 extracdes).

Os extratos foram coletados em tubos de centrifuga (50 mL) e adicionados 1,5 mL
de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada, centrifugando a 3000 rpm por 10 min, para facilitar
a separacdo das fases. A fase apolar foi transferida para tubos de fundo chato 125 mL, ap6s
posterior filtracdo em papel filtro.

O extrato lipidico foi evaporado em rotaevaporador e ressuspendido em 5 mL de
cloroférmio. Em seguida, aliquotas de 200 pL do extrato foram adicionadas a tubos HACH (10
mL) e evaporados em banho a 60°C e vacuo. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de H>SO4 98
% P.A aos tubos, agitou-se em vortex e colocou-se em termobloco a 200°C por 15 min, resfriou-
se em banho de gelo (5 min), adicionou-se 3 mL de agua destilada, e novamente os tubos foram
agitados e resfriados em banho de gelo (10 min). As absorbancias das amostras foram lidas em
espectrofotdmetro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japédo) a 375 nm.

2.7 RESPOSTAS ESTUDADAS
2.7.1 Comparacao entre os ensaios com CM e 0s ensaios controle

Para comparar os resultados da caracterizagdo da biomassa obtida dos cultivos com
aplicacdo de CM em relacdo aos CC, foi utilizada a Equacédo 4 (SANTQOS, 2008), em que 0
valor de relagdo (%) corresponde a diferenca percentual da resposta avaliada com a aplicagéo

de CM (Ccwm), em relacdo as respostas obtidas nos CC (Ccontrole).

CCM 'Ccontrole

Relagdo (%)= ( ) 100 (4)

Ccontrole
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2.7.2 Avaliacdo dos parametros de crescimento

A partir das concentraces de biomassa foram obtidas as concentracbes maximas
de biomassa (Xmax, g L) e avaliados os pardmetros cinéticos. A produtividade volumétrica de
biomassa (P, mg L d%) foi calculada segundo a Equacéo 5 (SCHMIDELL et al., 2001), em que
X: (mg L) é a concentracio celular no tempo t (d) e Xo (mg L) é a concentragdo celular no
tempo to (d). A produtividade volumétrica maxima de biomassa (Pmax, mg L™ d*) foi 0 maximo

valor de produtividade obtida por cada ensaio em cada cultivo.

Py (tho( ) (5)

2.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para as andlises de atividade antioxidante foram obtidos extratos metanolicos da
biomassa de cada ensaio, a partir da metodologia proposta por Lichtenthaler (1987). Misturou-
se 10 mL de metanol 99 % com 25 mg de biomassa em tubos de centrifuga (10 mL)

homogeneizou-se e manteve-se 0s tubos a — 4°C durante 24 h, para posterior analise.

2.8.1 Poder Redutor

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de Poder Redutor de acordo
com QOyaizu (1986). Para esta determinacdo uma amostra de 0,25 mL de extrato metandlico
(2,5 mg mL™?) foi misturada com 2 mL de tampao fosfato se sddio 0,2 mol L (pH 6,6) e 2 mL
de ferricianeto de potassio 1 %. Essa mistura foi incubada a 50°C em banho-maria por 20 min.
Em seguida foi adicionado 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10 %. Aliquotas de 2 mL das
amostras incubadas foram misturadas com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL de cloreto férrico
0,1 %. Apo6s 10 min a absorbéancia da solucdo foi lida a 700 nm em espectrofotdmetro. O

aumento da absorbancia da mistura da reacdo indica aumento do poder redutor.

2.8.2 Capacidade de sequestro da radical livre DPPH

O efeito sequestrador do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazol (DPPH) foi
medido conforme descrito por Rufino et al. (2007b) com modificagdes. Amostras de 0,1 mL de

extrato metanolico (2,5 mg mL™?) foram adicionadas em 3,9 mL de DPPH 0,06 mmol L em
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alcool metilico, em ambiente escuro. A mistura foi homogeneizada e mantida a temperatura
ambiente por 60 min. A solucdo controle foi preparada com 0,1 mL de metanol 99 % em
substituicdo ao extrato metandlico. As absorbancias resultantes das solugfes foram medidas a
517 nm em espectrofotdmetro (SHIMADZU UV MINI 1240, Japao). A menor absorbancia
representa maior capacidade de sequestro do radical DPPH o qual foi calculado de acordo com
a Equacao 6.

Ab Scontrole -Ab Samostra

Inibicdo (%) = ( ) .100 (6)

Abscontrole

2.8.3 Captura do radical livre ABTS

A capacidade de captura do radical livre ABTS foi determinada conforme Rufino
et al. (2007a), com modificagdes. Uma solucdo de ABTS (7 mmol L), 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi preparada, sendo esta a solucdo estoque. O cation
radical (ABTS") foi preparado a partir da reacdo de 5 mL da solucéo estoque de ABTS com 88
uL de solugdo de persulfato de potassio 140 mM, deixando a mistura em repouso no escuro, a
temperatura ambiente, por 16 h. Em seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura em alcool etilico até
obter absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm, a qual foi usada apenas no dia da analise.
Em ambiente escuro, transferiu-se aliquota de 30 pL de amostra (2,5 mg mL™) para tubos de
ensaio com 3,0 mL do radical ABTS" e agitou-se. Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro
ap6s 6 min. Como solucdo padrdo, usou-se 0 antioxidante sintético Trolox (derivado

hidrossoluvel do a-tocoferol), sendo os resultados expressos como pmol Trolox /g de amostra.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

As respostas obtidas dos cultivos com aplicacdo de CM em diferentes tempos de
aplicagéo e o CC foram avaliadas por meio de anélise de variancia (ANOVA), seguida pelo

teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95 % (p < 0,05).



3  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EFEITO DO CM NA CONCENTRACAO DE BIOMASSA DE CEPAS DE

Chlamydomonas reinhardtii

A Figura 3 mostra as concentracdes de biomassa (g L™) ao longo do tempo de
cultivo (10 d) para C. reinhardtii 2137 e C. reinhardtii Wt-S1, cultivadas sob aplicacdo de CM
com intensidades de 11 e 20 mT, e 0 CC.

Figura 3 - Concentracdo de biomassa de Chlamydomonas reinhardtii 2137 (a) e
Chlamydomonas reinhardtii Wt-S1 (b) cultivadas com intensidades de 11 mT (o) e 20 mT
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Os cultivos apresentaram crescimento para todas as condi¢cOes experimentais
adotadas no presente estudo. O ensaio com a cepa de C. reinhardtii Wt-s1 exposto ao CM de
20 mT apresentou fase lag até o 1° d de cultivo. Todos 0s ensaios para a cepa de C. reinhardtii
2137 apresentaram rapido crescimento até o 1° d de cultivo, ndo sendo possivel visualizar na
Figura 3 a fase exponencial. Os ensaios com a cepa de C. reinhardtii Wt-s1 apresentaram rapido
crescimento até o 2° d de cultivo e ap0s houve estabilizacdo do crescimento. Assim como nos
cultivos com a cepa de C. reinhardtii 2137, ndo foi possivel visualizar graficamente a fase
exponencial. Para tal, seria necessario realizar o acompanhamento da concentracéo de biomassa
em intervalos menores de tempo. Ambos os cultivos entraram na fase estacionaria entre 0 1° e
2° d.

Os efeitos bioldgicos ocasionados por aplicacdo de CM ocorrem quando sdo

utilizados tempos de exposi¢do e intensidades de CM especificos, podendo variar de acordo
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com o tipo de organismo e sua condicéo fisioldgica, o que o torna um mecanismo fisico ndo
linear. Este efeito ¢ denominado de “janela magnética”, a qual pode exercer efeitos
estimulantes, inibitdrios ou nulos em sistemas bioldgicos (AHMED et al., 2013; LI et al., 2007).

No presente estudo, 0 CM de 20 mT causou efeito inibitério para a cepa de C.
reinhardtii 2137, em média de 21,6 % ao longo do cultivo, enquanto que a intensidade de 11
mT proporcionou efeito nulo na concentragdo de biomassa, quando comparados ao CC. Pazur
e Scheer (1992) cultivaram C. reinhardtii (11-32B) expostas a diferentes intensidades de
campos eletromagnéticos de frequéncia extremamente baixa (0,002 — 0,02 mT, 7,8 Hz), e
observaram efeitos inibitorios conforme o aumento da intensidade. Resultados semelhantes aos
cultivos realizados com a cepa de C. reinhardtii 2137 neste trabalho.

Ambas as intensidades testadas proporcionaram efeitos inibitorios na concentracao
de biomassa de C. reinhardtii Wt-S1, obtendo no ultimo dia de cultivo (10 d) reducéao de 34,3
% (11 mT) e 12,6 % (20 mT), quando comparados ao CC. Isso sugere que a auséncia da parede
celular aumentou a sua sensibilidade a exposi¢do do CM.

Além disso, foi possivel observar que a inibicdo do crescimento em relagédo ao CC,
ocorreu logo a partir do 1° d de cultivo apds a exposicdo aos CM. Isso pode ser explicado pelo
fato do CM ter provocado a morte celular de algumas células, enquanto que as demais
continuaram a se desenvolver sem quaisquer perturbagdes. Hallmann (2011) mencionou que
uma vez que a reproducdo da microalga C. reinhardtii baseia-se na progressao geométrica, a
pequena alteracdo do ndmero de ceélulas no inicio do crescimento pode alterar
consideravelmente toda a curva de crescimento.

Alguns dos efeitos de estimulo ou inibi¢cdo dos CM sdo atribuidos a alteracGes do
fluxo de ions através da membrana plasmatica e/ou mudancas na estrutura das biomoléculas
(proteinas), afetando a dire¢do da migracao e alterando o crescimento e a reproducdo dos micro-
organismos, gerando modificacdo da velocidade de crescimento celular (LI et al., 2007;
MARET; DRANSFELD, 1977). Os casos de inibi¢cdo de crescimento neste trabalho podem
estar relacionados a alteracbes prejudiciais ao desenvolvimento da célula, modificando
negativamente alguma rota metabdlica. Fator que pode ter sido amplificado na cepa mutante,
devido a auséncia da barreira fisica ao CM proporcionada pela parede celular.

A cepa de C. reinhardtii Wt-S1 quando cultivada sem aplicacdo do CM, apresentou
menor Xmax € Pmax quando comparado ao ensaio controle da cepa selvagem (2137) (Tabela 1).
Este fato pode ter ocorrido devido a auséncia da parede celular nesta cepa, que proporcionou
decréscimo no crescimento. Segundo Macfie, Tarmohamed e Welbourn (1994), a parede

celular, alem da funcdo estrutural nas microalgas, oferece protecdo a concentracfes
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potencialmente toxicas de certos metais, como, cobalto, cobre, entre outros, os quais compdem
0 meio de cultivo utilizado neste trabalho. Macfie e Welbourn (2000) relataram que essa
protecdo ocorre pela capacidade da parede celular de ligar ions metalicos em locais

negativamente carregados.

Tabela 1 - Concentragéo de biomassa maxima (Xmax) € produtividade maxima (Pmax) obtidos
nos cultivos de C. reinhardtii 2137 e Wt-S1 com aplicagéo de 11 mT, 20 mT, e do cultivo

controle.
C. reinhardtii 2137
Parametros Controle
11 mT 20mT
Xmax (g L) 0,55<0,01%A 0,53 + 0,012 0,42 +0,01PA
Pmax (Mg L1 d™?) 385,0+ 8,9%4 246,3 + 31,004 320,1 + 27,6
C. reinhardtii Wt-S1
Parametros Controle
11 mT 20mT
Xmax (g L) 0,49 + 0,012 0,30 + 0,058 0,41 <0,01A
Pmax (Mg L1 d ™) 206,2 + 37,08 74,7 + 12,98 104,9 + 13,98

Letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p < 0,05). Letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05) para 0 mesmo parametro.

A Xmax para 0 CC de C. reinhardtii 2137 ocorreu no 6° d, enquanto que para 0s
ensaios com CM de 11 e 20 mT ocorreram no 9° e 8° d de cultivo, respectivamente. Nos ensaios
com a cepa de C. reinhardtii Wt-S1, o CC apresentou valores de Xmax no 9° d de cultivo,
enquanto que os ensaios com 11 e 20 mT apresentaram Xmax N0 10° e 7° d, respectivamente.
Apenas a condicdo de 11 mT aplicado a C. reinhardtii 2137 ndo apresentou diferenca estatistica
(p < 0,05) para a Xmax, em relacdo ao CC. As demais condi¢cdes mostraram Xmax inferiores
estatisticamente (p < 0,05) ao seus respectivos CC para ambas as cepas avaliadas.

Os cultivos de C. reinhardtii 2137 apresentaram a Pmaxno 1° d de cultivo, sendo o
CC o que obteve Pmax significativamente superior (p < 0,05), 385,0+ 8,9 mg L2 d"X. Nos cultivos
de C. reinhardtii Wt-S1 os valores de Pmax ocorreram no 2° d de cultivo. Além disso, houve
diminuicdo significativa (p < 0,05) do valor de Pmax em relagdo ao CC nos ensaios com CM de
11 mT (63,8 %) e 20 mT (49,1 %).

A aplicagdo do CM neste estudo ocorreu durante 1 h d*. Porém, seria interessante
avaliar a aplicacdo dos CM por um tempo de exposi¢do maior (24 h d1), considerando que o
cultivo das cepas de C. reinhardtii entraram na fase estacionaria entre 0 1° e 0 2° d de cultivo,

aumentando a concentracdo de biomassa em 600 % em relagdo a concentragéo inicial do
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cultivo. Com isto, seria possivel estimar a sua acao nas primeiras horas de cultivo, periodo em
que a reproducdo desta microalga esta mais acelerada, e consequentemente 0S processos
metabolicos que ocorrem na ceélula.

A cepa de C. reinhardtii 2137 mostrou-se mais sensivel ao CM de 20 mT, o qual
causou inibigdo de 23,9 % na Xmax, enquanto que a cepa de C. reinhardtii Wt-S1 foi mais
sensivel a0 CM de 11 mT, com inibicéo de 42,1 %

Os valores de Xmax € Pmax dos cultivos de C. reinhardtii Wt-S1 com aplicacéo de
CM foram inferiores ao CC, o0 que pode ter ocorrido devido a auséncia da parede celular nesta
cepa. Segundo Macfie, Tarmohamed e Welbourn (1994), a concentracdo de ion Cu necessaria
para reduzir em 30 % a concentracdo de biomassa de uma cepa de Chlamydomonas reinhardtii
sem parede celular foi 1,3 umol. A concentragdo de Cu no meio de cultivo utilizado no presente
estudo foi 18,3 umol, o que poderia justificar a maior inibi¢do na cepa sem parede celular. Além
disto, de acordo com Li et al. (2007) os CM aceleram a absorcao de nutrientes pela célula. O
contetdo de Cu dobrou nas células magneticamente tratadas, enquanto que o teor de Co foi 0
(cultivo controle) para 0,25 + 0,01 mg kg quando aplicado o CM. Fato este que n&o foi
favoravel para a cepa de C. reinhardtii Wt-S1, pois a auséncia da parede celular poderia
aumentar a concentracdo de metais (Cu e Co) a niveis toxicos por serem absorvidos mais

rapidos pelas células.

3.2 EFEITO DO CM NO pH DOS CULTIVOS DE Chlamydomonas reinhardtii

Os valores de pH dos CC de C. reinhardtii 2137 e C. reinhardtii Wt-S1
permaneceram na faixa entre 7,5 - 8,3 e 7,5 - 8,0. Valores de pH semelhante ao encontrado por
Saleem et al (2012) para a mesma espécie, o qual obteve valores entre 7,5 e 9.

Os cultivos com aplicacdo de CM de 11 e 20 mT em C. reinhardtii 2137
apresentaram valores de pH no intervalo entre 7,1 - 8,2 e 7,4 - 8,0, respectivamente. Enquanto
que para cepa de C. reinhardtii Wt-S1 o intervalo permaneceu entre 7,4 — 8,3 e 7,3 — 8,6,
respectivamente. O que indica que o pH dos cultivos com aplicagdo de CM né&o sofreu

influéncia, quando comparado aos CC.

3.3 EFEITO DO CM NA COMPOSICAO PROXIMAL DA BIOMASSA DE CEPAS DE

Chlamydomonas reinhardtii
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A composicao proximal da biomassa de C. kessleri obtida nos CC e com aplicacéo
de CM com intensidade média de 30 mT e 60 mT estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Teor de proteinas, carboidratos, lipidios, em base seca, da biomassa de C.
reinhardtii 2137 e Wt-S1 cultivada com 11 e 20 mT e dos cultivos controle.
C. reinhardtii 2137

Determinacdes

(% m m?) Controle 11 mT 20mT
Proteinas 45,6+ 0,9% 46,9 +0,4° 51,4 +0,3
Carboidratos 344+1,3 31,2+0,2° 28,3+0,1°
Lipidios 15,8 + 0,42 11,3+0,4° 19,0+ 0,4°

Determinagdes Controle C. reinhardtii Wt-S1

(% m m?) 11 mT 20mT
Proteinas 54,3 +0,6% 559+1,32 51,1 +0,2°
Carboidratos 18,0 + 0,42 20,7 +0,7° 16,0 +1,0°
Lipidios 16,0 + 0,52 19,2 +0,2° 21,1+£1,0°

Letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p <0,05), letras distintas indicam diferenca estatistica.

Nos cultivos com C. reinhardtii 2137, 0 CM de 20 mT aumentou significativamente
(p <0,05) o teor de proteinas e lipidios, em relacdo ao CC. Porém, a aplicacdo de 11 mT néo
estimulou a producdo destas macromoléculas, os valores de teor de proteinas foram
estatisticamente iguais e houve diminuicdo do contetdo de carboidratos (9,3 %) e lipidios (28,8
%) em relacdo ao CC (Tabela 2).

Os cultivos com C. reinhardtii Wt-S1 apresentaram estimulo no teor de lipidios de
acordo com a intensidade empregada, pois quando o CM de 20 mT foi aplicado houve
incremento de 31,6 % em relacdo ao CC, e com 11 mT houve aumento de 19,7 %. A intensidade
de 11 mT também mostrou-se eficaz ao estimular significativamente a sintese de carboidratos
em relacdo ao CC.

Outros autores obtiveram estimulo na sintese de lipidios utilizando CM em cultivos
de cloroficeas. Luna, Alvarez e Rivero (2011) cultivaram Chlorella vulgaris utilizado residual
de soja como substrato e aplicagdo de 30 mT por 1 h d?, estimulando em 79,8% a producéo de
lipidios em relacdo ao cultivo controle. Small, Hiner e Wan (2012) ao cultivarem C. kessleri
com CM de 10 mT por 24 h d*?, obtiveram elevacdo de 8,48 e 8,75 % no contetdo de
carboidratos e proteinas, respectivamente, em relagéo ao CC.

As relacGes entre os valores da composicdo proximal para os ensaios obtidos com

aplicacdo de CM em relagdo ao CC estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Relagdo entre a composi¢do proximal obtidas nos cultivos com aplicacdo de CM e
0 CC de C. reinhardtii 2137 e Wt-S1
C. reinhardtii 2137

Determinacdes

(% m m?) 11 mT 20mT
Proteinas +2,9% +12,8%
Carboidratos -9,3% -16,4 %
Lipidios -28,8% +20,5 %
Determinagdes C. reinhardtii Wt-S1

(% m m?) 11 mT 20mT
Proteinas +2,8% -6,0%
Carboidratos +15,1% -10,7%
Lipidios +19,7 % +31,6%

(+) incremento da resposta avaliada referente ao cultivo controle; (-) decréscimo na resposta avaliada referente ao
cultivo controle.

A aplicacdo de CM no cultivo de C. reinhardtii demonstrou ser eficiente alternativa
na estimulacdo da producdo de macromoléculas. A intensidade de 20 mT propiciou maior
estimulo de proteinas (12,8 %) e lipidios (20,5 %) para a cepa de C. reinhardtii 2137. O que de
acordo com Mata, Martins e Caetano (2010) poderia ser empregada no enriguecimento
nutricional de alimentos destinado tanto para humanos, quanto para animais.

Acionar a sintese de lipidios e assim aumentar o seu teor em C. reinhardtii vem
sendo abordado por muitos pesquisadores, principalmente para producdo de biodiesel
(CAKMAK et al., 2012; KARPAGAM et al., 2015; SIAUT et al., 2011). A aplicacdo de CM
em ambas as cepas estudadas demonstrou potencial no estimulo da sintese de lipidios,
principalmente para a cepa sem parede celular com aplicacdo de CM de 20 mT, a qual obteve
aumento de 31,6 %.

Trabalhos vem relatando sobre a capacidade de elevada producgdo lipidica por
Chlamydomonas reinhardtii sem parede celular, quando comparada a cepas selvagens,
produzindo até 10 vezes mais lipidios (LI et al., 2010; SIAUT et al., 2011). Para isto, utiliza-se
da privagdo de alguns nutrientes, principalmente nitrogénio, causando algum tipo de estresse
na célula responsavel pelo estimulo da producéo de lipidios. Este estimulo também foi notado
quando foram aplicados CM em C. reinhardtii Wt-S1 neste estudo, proveniente do estresse
ocasionado pelo CM. Para aumentar a viabilidade da producdo de biodiesel a partir de

microalgas é necessario buscar alternativas que estimulem a sintese de lipidios. Portanto, seria
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de grande interesse avaliar a aplicacdo de CM em conjunto com a técnica de reducdo de

nutrientes, no intuito de estimular ainda mais a sintese lipidica nesta cepa.

3.4 EFEITO DO CM NA CONCENTRACAO DE PIGMENTOS DE CEPAS DE

Chlamydomonas reinhardtii

A Figura 4 apresenta os resultados das concentracdes de clorofila a, determinados
ao longo dos cultivos de C. reinhardtii 2137, sob a influéncia de CM de 11 e 20 mT, e do CC.
A concentragdo de clorofila a para C. reinhardtii 2137 em ambas as condicgdes testadas
aumentou em torno de 4,6 — 5,5 vezes no 1° d de cultivo em relagdo a concentracéo inicial
(Figura 4). A concentragdo maxima foi alcangada no 6° dia para o CC (9,98 + 0,16 mg L) e
no ultimo dia de cultivo (10 d) para a os ensaios com aplicacao de CM, 11 mT (8,34 + 0,36 mg
L) e20 mT (9,82 £ 0,48 mg L ™).

Figura 4 - Concentracdo de clorofila a ao longo do tempo, dos cultivos de C. reinhardtii 2137
com aplicacdo de campo magnético e do cultivo controle.
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As concentraces maximas de clorofila b para os diferentes ensaios de C.
reinhardtii 2137 foram, 5,29 + 0,12 mg L™ (CC) e 4,66 + 0,31 mg L™* (20 mT) no 9° d de cultivo
(Figura 5). A condigdo de 11 mT obteve 5,90 + 0,30 mg L no 7° d, estimulo 44,0 % maior (p
< 0,05) em relagdo ao CC no mesmo periodo, o que mostrou-se favoravel quando busca-se

maior producdo de pigmentos em menor periodo de tempo.
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Figura 5 - Concentracao de clorofila b ao longo do tempo, dos cultivos de C. reinhardtii 2137
com aplica¢do de campo magnético e do cultivo controle.
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(*): Respostas significativamente maior que o cultivo controle a 95 % de confianca pelo teste de Tukey (p < 0,05).
A Figura 6 apresenta os resultados das concentracdes de carotenoides totais,
determinados ao longo dos cultivos de C. reinhardtii 2137, sob a influéncia de CM de 11 e 20

mT, edo CC

Figura 6 - Concentracdo de carotenoides totais ao longo do tempo, dos cultivos de C.
~reinhardtii 2137 com aplicacdo de campo magnético e do cultivo controle.
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A concentracdo de carotenoides totais do CC foi m&xima no 6° d de cultivo (3,39 +

0,05 mg L1), enquanto que nas condigdes com CM as concentragdes maximas ocorreram no 9°
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d com 11 mT (2,87 £ 0,17 mg L) e no 10° d com 20 mT (2,48 + 0,17 mg L), ndo havendo
estimulo deste pigmento quando foi aplicado os CM (Figura 6).

A concentracdo méaxima de clorofila a para 0 CC nos cultivos de C. reinhardtii Wt-
S1 foi 6,48 + 0,24 mg L™ obtida no 10° d de cultivo, enquanto que para a condi¢o de 11 mT
no mesmo periodo foi 7,74 + 0,41 mg L, 19,5 % maior (p < 0,05). Entretanto, a condicao de
20 mT apresentou concentragdo maximas no 5° d, obtendo 6,40 + 0,24 mg L, 12,3 % maior
que o CC no mesmo periodo, condicéo ideal para producdo deste pigmento em menor periodo
(Figura 7).

Figura 7 - Concentracdo de clorofila a ao longo do tempo, dos cultivos de C. reinhardtii Wt-
S1 com aplicagdo de campo magnético e do cultivo controle.
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(*): Respostas significativamente maior que o cultivo controle a 95 % de confianga pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O CC de C. reinhardtii Wt-S1 apresentou concentracdo maxima de clorofila b no
9° d de cultivo (3,35 + 0,19 mg L), enquanto que os CM de 11 e 20 mT apresentaram
concentra¢do méxima no 7° d, estimulando a sintese deste pigmento em relagdo ao CC em 37,7
% (4,59 + 0,23 mg L) e 86,0 % (6,20 + 0,40 mg L), respectivamente (Figura 8). No entanto,
no 4° d, o estimulo de clorofila b foi 65,9 % (4,31+ 0,04 mg L) e 118,0 % (5,66 + 0,41 mg L
1Y maior que o CC (2,60 + 0,05 mg L) no mesmo periodo, demonstrando ser alternativas

viaveis para estimular a sintese deste pigmento em menor periodo de tempo.
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Figura 8 - Concentracao de clorofila b ao longo do tempo, dos cultivos de C. reinhardtii Wt-
S1 com aplicagdo de campo magnético e do cultivo controle.
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A concentracdo maxima de carotenoides totais para o CC de C. reinhardtii Wt-S1
ocorreu no 10° d (2,04 + 0,02 mg L) (Figura 9). Quando aplicou-se os CM, as maximas
concentracdes foram alcangadas no 3° d, obtendo 2,71 + 0,21 mg L (11 mT) e 1,93 + 0,04 mg
L (20 mT). Comparando estas concentragdes com a do CC no mesmo dia, 0s CM de 11 e 20

mT estimularam em 106,8 % e 47,4 % a producéo de carotenoides totais, respectivamente.

Figura 9 - Concentracdo de carotenoides totais ao longo do tempo, dos cultivos de C.
_reinhardtii Wt-S1 com aplicacéo de campo magnético e do cultivo controle.
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Li et al. (2007) ao cultivarem Spirulina platensis sob influéncia de CM de 250 mT
por 24 h d*, obtiveram aumento do teor de clorofilas de 31,1 % em relag&o ao CC. Os autores
mencionaram que esse fator torna a absorcdo da luz pelas clorofilas mais eficiente, o que pode
auxiliar no crescimento celular. O mesmo efeito foi encontrado por Small, Hiiner e Wan (2012),
quando cultivaram C. kessleri com CM de 10 mT por 24 h d%, estimulando em 15,2 % e 64,2
% os teores de clorofila a e b, respectivamente.

Assim como estes autores, no presente estudo, a cepa de C. reinhardtii Wt-S1
apresentou maiores concentracfes de clorofila a, b e carotenoides totais frente a aplicacdo de
CM de 11 e 20 mT, porém ndo houve estimulacdo da concentracdo de biomassa. Supde-se que
0 estimulo destes pigmentos pode estar associado a auséncia da parede celular nesta cepa,
facilitando o acimulo de metais na célula, tais como, cobre e cobalto, e estimulando a sintese
de pigmentos devido ao estresse que estes metais podem provocar. Além disto, o acimulo
destes metais pode ser acelerado pelo CM.

Yamaoka et al (1992) ao aplicarem CM de 10 mT em cultivos de Dunaliella salina
observaram maior acimulo de metais pesados (Co, Cd, Cu e Ni) nos cultivos em relacdo ao
CC, além de maior estimulo da producéo de B-caroteno.

A estimulacéo de pigmentos por microalgas pode ser obtida através de estresses
imposto por condi¢cbes ambientais, como agua hipersalina, temperatura e concentracdo de
metais pesados. Ajayan, Selvaraju e Thirugnanamoorthy (2011) cultivaram Scenedesmus
bijuga em aguas residuais e avaliaram sua capacidade em acumular metais pesados. Esta
microalga foi capaz de acumular quantidades significativas de cobre, cobalto, chumbo e zinco,

além de estimular a concentracdo de clorofilas e carotenoides na biomassa.

3.5 EFEITO DOS CM SOBRE A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA BIOMASSA DE
CEPAS DE Chlamydomonas reinhardtii

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para a analise de atividade antioxidante
dos extratos metanolicos da biomassa microalgal tratada magneticamente.

As atividades antioxidante do CC e da condicdo de 20 mT foram estatisticamente
iguais (p < 0,05) em todos os métodos avaliados para a cepa de C. reinhardtii 2137 (Tabela 4).
O CM de 11 mT apresentou menor atividade antioxidante em relacdo as demais condic¢des, nos
métodos de poder redutor e DPPH. Supbe-se que os parametros (tempo de exposicdo e

intensidade) utilizados para esta cepa ndo proporcionaram estresse oxidativo nas células, e
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consequentemente, ndo houve ativagdo do sistema de defesa e a producdo de compostos

antioxidantes.

Tabela 4 - Atividade antioxidante dos extratos metandlicos determinada pelo método do
poder redutor, DPPH e ABTS".

_ Poder redutor DPPH ABTS* (umol de
Microalga Extratos L
(Abs 700 nm) (% inibicdo) Trolox/g de amostra)

Controle 0,497 + 0,0022 42 +0,28 487,2 + 36,72

C. reinhardtii
2137 11 mT 0,466 + 0,011° 3,7+0,2° 462,8 + 10,22
20mT 0,495 + 0,0042 43+0,2% 4928 + 29,18
Controle 0,343 +0,0072 49+0,22 410,7 +17,18

C. reinhardtii
We.s1 11 mT 0,378 + 0,001° 5,6 +0,1° 496,7 + 17,5°
20mT 0,332 + 0,002°¢ 48+0,18 4272 + 12,62

Para todos 0s ensaios realizados, nos valores de absorbancia média, porcentagem de inibi¢ao e umol de Trolox/g
de amostra, letras iguais indicam que ndo ha diferenga significativa e letras distintas indicam diferenca significativa
a 95% de confianca.

As atividades antioxidante do CC e da condi¢do de 20 mT foram estatisticamente
iguais (p < 0,05) em todos os métodos avaliados para a cepa de C. reinhardtii 2137 (Tabela 4).
O CM de 11 mT apresentou menor atividade antioxidante em relacdo as demais condi¢des, nos
métodos de poder redutor e DPPH. SupBe-se que os parametros (tempo de exposicdo e
intensidade) utilizados para esta cepa nao proporcionaram estresse oxidativo nas células, e
consequentemente, ndo houve ativacdo do sistema de defesa e a producdo de compostos
antioxidantes.

Os CM podem exercer estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, dependendo de
parametros como intensidade e tempo de exposicdo do CM, além do tipo de micro-organismo
empregado (WANG et al., 2008). Segundo Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008),
0 estresse oxidativo em sistemas bioldgicos leva a ativagdo do sistema de defesa das células, o
qual pode ser enzimatico ou ndo enzimatico, neste ultimo caso, ha a producgdo de compostos de
baixo peso molecular, tais como, glutationa, carotenoides, vitaminas e compostos fenolicos.
Compostos estes capazes de eliminar os radicais livres que poderiam ser provocados pelos CM.

Nos ensaios com C. reinhardtii Wt-S1 a condicdo de 11 mT apresentou maior
atividade antioxidante (p < 0,05) em relagcdo ao controle e a intensidade de 20 mT. Esta
estimulou em 19,5 % e 54,6 % o teor de clorofilas a e clorofilas b, respectivamente, além de
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aumentar em 8,5 % o teor de carotenoides totais em relacdo ao CC. O que poderia explicar o

aumento na atividade antioxidante nesta condicao.

4  CONCLUSAO

A acdo de CM mostrou-se como alternativa viavel para estimular a sintese dos
diferentes biocompostos avaliados nas cepas de Chlamydomonas reinhardtii. O CM de 20 mT
estimulou o teor de proteinas em 12,8 % e de lipidios em 20,5 % na biomassa da cepa selvagem.
Enquanto que 0 CM de 11 mT estimulou o teor de carboidratos (15,1 %) e lipidios (19,7 %) na
cepa sem parede celular. A aplicacdo de 20 mT estimulou o teor de lipidios nesta mesma cepa
em 31,6 %. Os diferentes CM utilizados neste estudo demonstraram ser boas alternativas
guando almeja-se a estimulacao de lipidios.

A aplicagdo de 11 e 20 mT estimularam o teor de pigmentos, aumentando a
producdo de clorofila a (19,5 %), b (118,0 %) e carotenoides totais (106,8 %) na cepa de C.
reinhardtii Wt-S1, a qual apresentou maior atividade antioxidante em sua biomassa, quando

aplicado CM de 11 mT, agregando valor comercial a sua biomassa.
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5 CONCLUSAO GERAL

A aplicacdo de CM em cultivos de C. kessleri LEB 113 foi eficiente na estimulagéo
da producdo de biomassa, na sintese de macromoléculas e pigmentos, além da producao de
antioxidantes pela célula. Das condicGes estudadas para esta microalga, a que mais se destacou
foi quando aplicou-se CM de 60 mT por 1 h d?, apresentando maiores valores de Xmax (83,2
%), Pmax (59,0 %) e pmax (76,7 %), em relacdo ao CC. Esta condigdo também estimulou a sintese
de lipidios (13,7 %), clorofila a (38,9 %), carotenoides totais (25,5 %) e a producdo de
antioxidantes. Tornando vidvel economicamente a producdo destes compostos de alto valor
agregado provenientes das microalgas.

A microalga C. reinhardtii Wt-S1, mostrou-se mais sensivel a acdo dos CM devido
a auséncia da parede celular, levando a inibicdo do crescimento em relacdo ao CC e cepa
selvagem. No entanto, a aplicacdo de CM de 11 mT estimulou a producédo de carboidratos (15,1
%) e lipidios (19,7 %), a concentracdo de clorofilas a (19,5 %), clorofilas b (54,6 %) e
carotenoides totais (106,8 %), além de proporcionar maior atividade antioxidante, agregando
assim valor comercial a sua biomassa. A Cepa de C. reinhardtii 2137 foi estimulada quanto ao
teor de proteinas (12,8 %) e lipidios (20,5 %) quando aplicado 0 CM de 20 mT e a condi¢éo de
11 mT estimulou em 44,0 % o teor de clorofila b em relagdo ao CC.

Os resultados obtidos neste estudo comprovam a eficiéncia dos CM na estimulacéo
do crescimento celular, contribuindo com a reducdo de custos na producdo de biomassa

microalgal, bem como na estimulacdo da sintese de biocompostos de interesse biotecnologico.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar outras intensidade e tempos de exposi¢do nos cultivos de C. kessleri LEB
113 e C. reinhardtii 2137 e Wt-S1.

Aplicar os CM em diferentes locais dos fotobiorreatores.

Avaliar o perfil de &cidos graxos e carotenoides para as diferentes condicoes
avaliadas neste estudo.

Avaliar modificacbes na morfologia celular devido a aplicagdo de campos

magnéticos.
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