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CAPITULO 1






RESUMO GERAL

As microalgas tém ganhado atencdo devido a sua capacidade de acimulo de biocompostos
como carboidratos, lipidios e proteinas, tornando possivel a utilizagdo destes em diversos
setores. A manipulacdo das formas de cultivo é uma estratégia para o acimulo de
biocompostos de interesse, que podem contribuir com o aumento do desempenho do
processo fotossintético e com a otimizacdo das condi¢gdes de cultivo. A modificagdo de
fotoperiodos e intensidades luminosas sao fatores cruciais para a modulagdo dos
mecanismos vinculados a fotossintese. Em conjunto com estes fatores a variagao das fontes
nutricionais sao parametros que podem ser ajustados, contribuindo com a redugdo dos
custos do processo e com o crescimento das microalgas. Desta forma este trabalho teve
como objetivo avaliar a producao de macromoléculas com potencial biotecnoldgico em
células de Chlorella fusca LEB 111 com adi¢do de pentoses, cultivadas com diferentes
fotoperiodos e intensidades luminosas. Para o cultivo desta cepa foram realizadas
modifica¢des no fornecimento de periodos de luz com 18 h, 12 h e 6 h luz, os quais foram
submetidos a variacdes de intensidades luminosas com 58, 28 ¢ 9 pmol m™2 s'. Em cada
uma das condi¢des de fornecimento de luz e intensidades luminosas estudados foram
realizados ensaios controle com meio BG-11 (1,5 g L' NaNOs; 0,02 g L™! Na>xCOs) e com
substitui¢io da fonte de carbono por D-xilose e L-arabinose (20 mg L) e reducdo do
composto nitrogenado em 50% (0,75 g L'!). Os experimentos foram conduzidos em estufa
termostatizada em fotobiorreatores do tipo erlenmeyer com volume ttil de 1,8 L, mantidos
a 30 °C e agitacdo realizada com injecdo de ar estéril. A adi¢do de xilose em conjunto com
fornecimento de 18 h de luz e intensidade luminosa 58 umol m™ s promoveu crescimento
celular maximo de 0,80 g L! e produtividade maxima 0,06 g L'! d"!. Os experimentos com
adi¢do de pentoses promoveram o maior acimulo de poli-hidroxibutirato (PHB), com o
fornecimento de 6 h de luz e intensidade luminosa 28 pmol m™ s™! desencadeou resposta
superior na produ¢do de poli-hidroxibutirato (PHB), chegando a concentragdo maxima de
17,4% (m m™) do polimero. Com a adi¢do de xilose, fornecimento de 18 h de luz e
intensidade luminosa 9 pmol m2 s foi obtido 0 maior incremento na producio de lipidios
(24,7% m m™), o maior teor protéico foi obtido com 6 h de luz e intensidade luminosa 58
umol m? s (53,2% m m™'). Este trabalho demonstrou que menores intensidades luminosas
para os trés fotoperiodos estudados desencadearam maiores concentragdes de clorofilas. A
adicdo de 20 mg L' de pentoses nos cultivos, redugdo do composto nitrogenado (50%) e
fornecimento de menores intensidades luminosas podem ter desencadeado efeito positivo
na atividade da enzima Rubisco no presente estudo. Os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram o potencial biotecnoldgico da cepa de Chlorella fusca LEB 111
quando submetida a variagdes de periodos de luz, intensidades luminosas e adi¢do de
pentoses para produ¢do de PHB. Desta forma este estudo € o precursor do desenvolvimento
de tecnologias envolvendo a maximizagdo da produg¢do de PHB por Chlorella indicando a
potencialidade da biotecnologia microalgal como alternativa no desenvolvimento de
polimeros biodegraveis.

PALAVRAS-CHAVE: Arabinose. Chorella. Lipidios. Poli-hidroxibutirato. Proteinas.
Xilose.






Production of PHB by Chlorella fusca cultivated with pentoses as surce of carbon

ABSTRACT

Microalgae have gained attention due to their ability to accumulate biocomposites such as
carbohydrates, lipids and proteins, making it possible to use them in several sectors. The
manipulation of the forms of cultivation is a strategy for the accumulation of biocomposites
of interest, which can contribute with the increase of the performance of the photosynthetic
process and with the optimization of the culture conditions. The modification of
photoperiods and light intensities are important factors for the modulation of mechanisms
linked to photosynthesis. Together with these factors nutritional sources impairment are
parameters that can be fit, contributing to the reduction of process costs and the growth of
microalgae. The objective of this work was to evaluate the production of macromolecules
with biotechnological potential in Chlorella fusca LEB 111 cells with addition of pentoses,
cultivated with different photoperiods and light intensities. For the cultivation of this strain,
changes were made in the supply of light periods with 18 h, 12 h and 6 h light, which were
submitted to variations of light intensities with 58, 28 and 9 umol m™ s, In each of the
light-delivery conditions and light intensities studied, control experiments were performed
with BG-11 medium (1.5 g L' NaNO3, 0.02 g L'! Na,COs) and with replacement of the
carbon source by D-xylose and L-arabinose (20 mg L) and reduction of the nitrogen
compound by 50% (0.75 g L'!). The experiments were conducted in a thermostatic oven in
Erlenmeyer type photobioreactors with a useful volume of 1.8 L, maintained at 30 ° C and
shaking performed with sterile air injection. The addition of xylose together with 18 h of
light and light intensity 58 pmol m™ s promoted maximum cell growth of 0.80 g L™! and
maximum yield 0.06 g L' d"!. The experiments with addition of pentoses promoted the
highest accumulation of polyhydroxybutyrate (PHB), with a 6 h light and light intensity of
28 umol m™ s!. reaching the maximum concentration of 17.4% (w w') of the polymer.
With the addition of xylose, 18 h light and light intensity 9 pmol m™ s, the highest
increase in lipid production (24.7% w w™!) was obtained, the highest protein content was
obtained with 6 h light and light intensity 58 pmol m? s! (43.5% w w'). This work
demonstrated that lower light intensities for the three photoperiods studied triggered higher
chlorophyll concentrations. The addition of 20 mg L™! of pentoses in the cultures, reduction
of the nitrogen compound (50%) and supply of lower light intensities may have triggered a
positive effect on the activity of the Rubisco enzyme in the present study. The results
obtained in the present work demonstrated the biotechnological potential of the strain of
Chlorella fusca LEB 111 when subjected to variations of light periods, light intensities and
addition of pentoses for PHB production. In this way, this study is the precursor of the
development of technologies involving the maximization of PHB production by Chlorella
indicating the potential of microalgal biotechnology as an alternative in the development of
biodegradable polymers.

KEYWORDS: Arabinose. Chorella. Lipids. Poly-hidroxubutyrate. Proteins. Xylose.






23

1 INTRODUCAO

A biotecnologia microalgal explora diferentes aplicacdes destes micro-organismos
desde o tratamento de aguas-residuais, utilizacdo como indicadores bioldgicos, produgao de
biocombustiveis e aplicacdo em alimentos (MORAIS et al., 2017). Devido a capacidade das
microalgas de utilizar o processo fotossintético como mecanismo de produgdo de moléculas
de potencial biotecnologico, que estudos sobre a producao de biomoléculas especificas como
biopolimeros tém sido desenvolvidos desde 1992. Estas moléculas poliméricas sao produzidas
intracelularmente por diversas cepas de microalgas, sendo recentemente determinadas rotas
metabolicas que comprovam a produgdo destes compostos por Chlorofitas (KAVITHA;
KURINJIMALAR; SIVAKUMAR, 2016).

A producdo de biomoléculas a partir de microalgas tem sido foco de diversos
estudos, pois suas rotas de transformagao de substratos em produtos contribuem para que os
processos se tornem economicamente vidveis. Os cultivos microalgais possuem vantagens na
sua produgcdo como a ndo concorréncia com culturas alimentares por ndo necessitarem de
terras agriculturaveis para seu cultivo, em conjunto com a possibilidade de modulagdo de suas
formas de cultivo (LI et al., 2011).

As modificacdes de parametros fisicos como variagdo da intensidade luminosa e
fotoperiodo sdofatores importantes que influenciam o crescimento microalgal. No ambiente
natural, as microalgas estdo expostas a ciclos didrios de flutuagdes de fases claro/escuro,
intensidades luminosas e oscilagdes sazonais. A quantidade de luz disponivel determina a
quantidade necessaria para que o processo fotossintético microalgal ocorra de forma adequada
(LIU et al., 2014). O uso de periodos apropriados de exposicao a luz pode reduzir a demanda
de energia luminosa, estimulando a maximiza¢do na produc¢do de biomassa e o acimulo de
biomoléculas (WIJFFELS, 2013; YAN; ZHU; WANG, 2016). No entanto o excesso de
energia luminosa que nao ¢ convertido em energia quimica induz a foto-inibi¢do do aparelho
fotossintético (XU; IBRAHIM; HARVEY, 2016; WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2013). O
crescimento de microalgas relaciona fatores como temperatura, pH, salinidade e
disponibilidade de carbono e luz. As microalgas do género Chlorella tém a capacidade de
assimilar diferentes fontes de carbono como o didéxido de carbono (CO2) e residuos
industriais, modificando assim suas rotas metabolicas para o acimulo de biocompostos
(DUARTE; FANKA; COSTA, 2016).

As fontes de carbono sdo essenciais no cultivo microalgal, devido a sua

importancia nutricional, pois contribuem com a preservagdo da biomassa e ativacao do
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crescimento celular durante a fase quimica da fotossintese (FRASER et al., 2016; FREITAS,
2016; HO et al., 2013; MENEZES, 2015). A modificacdo dos pardmetros nutricionais como
substratos organicos contribui para a redu¢do da perda noturna de biomassa (MAGRO et al.,
2016). Neste contexto, o estudo de fontes alternativas de carbono surgem os materiais
lignoceluldsicos, sendo estes os mais abundantes na superficie terrestre, onde a fragdo
hemiceluldsica ¢ rica em arabinose e xilose quendo sdo diretamente fermentesciveis no
processo de produgdo de etanol de primeira geragao (SOCCOL; CARDOSO; MIQUELLUTI,
2010). A utilizagdao de pentoses por microalgas ¢ recente, sendo relatados apenas a partir de
2014 os primeiros estudos metabolicos sobre a utilizagdo de xilose por Chlorella sorokiniana
(ZHENG et al., 2014). A adig¢ao destes compostos em cultivos microalgais tém demonstrado
modificagdes nas rotas metabolicas envolvidas na fotossintese, desencadeando o acumulo de
compostos como carboidratos (FREITAS et al., 2016), lipidios (LEITE; PARANIJAPE;
HALLENBECK, 2016) e proteinas (FREITAS et al., 2017).

Este estudo visou obter respostas a respeito do uso de pentoses e bioacumulagao
de compostos de elevado valor agregado em cultivos microalgais, com o desenvolvimento de
tecnologias inovadoras com potencial para producdo de biomoléculas de elevado valor
biotecnoldgico como poli-hidroxibutirato (PHB) e macromoléculas. Em conjunto com a unido
de fatores fisicos e nutricionais ainda inexplorados para a producao de PHB em microalgas do
género Chlorofita. Espera-se estabelecer condigdes de cultivos microalgais com intuito de
promover sistemas de producdo de microalgas economicamente vidveis e sustentaveis para

producdo de polimero de origem microalgal.
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2  OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a produgdo de macromoléculas com
elevado valor biotecnoldgico em células de Chlorella fusca LEB 111 com adi¢ao de pentoses,

cultivadas com diferentes fotoperiodos e intensidades luminosas.

2.1 OBIETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o acimulo de PHB para a cepa de Chlorella fusca LEB 111, suplementada
com pentoses e modificagdo de fotoperiodo e intensidades luminosas;

e Avaliar as respostas cinéticas dos cultivos de Chlorella fusca LEB 111 adicionados de
pentoses com varia¢ao dos fotoperiodos e intensidades luminosas;

e C(Caracterizar a biomassa obtida quanto a lipidios, carboidratos e proteinas, para
avaliacdo do potencial biotecnoldgico de Chlorella fusca LEB 111;

e Avaliar a produgdo de clorofila a e b e variagdes no perfil protéico para as diferentes

condicdes de cultivo estudadas.






CAPITULO 11
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 HISTORICO DO LABORATORIO DE ENGENHARIA BIOQUIMICA

Pesquisas na area de biotecnologia microalgal sdo realizadas no Laboratorio de
Engenharia Bioquimica (LEB) desde 1996. O LEB desde entdo, desenvolve estudos sobre
configura¢des de fotobiorreatores (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006), modelagem e
aquisicdo de dados do crescimento microalgal (COSTA et al., 2002), isolamento e selecao de
microalgas (MORALIS; COSTA 2007), biofixacdo de CO, (DUARTE; FANKA; COSTA,
2016), diferentes substratos para cultivos microalgais (MORAIS, 2015), mais especificamente
com relagdo ao uso de pentoses desde 2012 (FREITAS, 2012) e estudos metabdlicos a partir
de 2016 (FREITAS, 2016; FREITAS et al.,, 2016; FREITAS et al., 2017). Além disso,
trabalhos na area de producdo de biocompostos como acidos graxos (MORAIS; COSTA,
2008), producdo de poli-hidroxibutirato (MORAIS, 2008), inser¢do do conceito de
biorrefinarias microalgais utilizando residuos para produ¢do de polimeros (MOREIRA, 2014;
SILVA, 2016), nanofibras orindas de polimeros biodegradaveis (MORALIS, 2008; SCHMATZ
et al., 2016), nutricosméticos (MORO, 2013), biossurfactantes (RADMANN, 2011), producao
de biodiesel (MORALIS, 2015) e tintas a base de PHB microalgal (CASSURIAGA et al.,
2015), também ja foram desenvolvidos.

O presente estudo envolve aspectos ainda inexplorados no grupo de pesquisa com
a modifica¢do de fatores fisicos como o fotoperiodo e intensidades luminosas em conjunto
com adi¢do de pentoses para produgdo de polimero de origem microalgal, uma vez que
estudos sobre a producao e identificacio de PHB em Chlorofitas ainda sdo recentes e pouco

explorados.

3.2 MICROALGAS E SUAS APLICACOES

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes que podem ser encontrados em
agua doce e ambientes marinhos, com caracteristicas que os tornam altamente atrativos para a
biotecnologia verde. Estes micro-organismos podem ser divididos em classes conforme suas
caracteristicas estruturais, sendo classificadas como eucaridticos e procaridticos. As
microalgas se dividem nas classes Chlorophyceae (algas verdes), Bacillariophyceae
(diatoméceas), Chrysophyceae (algas amareladas), Cyanophyceae (cianobactérias),
Rhodophyceae (algas vermelhas) e Phaeophyceae (algas marrons) (BHARATHIRAJA et al.,
2015; HOEK; MANN; JHAHNS, 1995).
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A producdo de metabolitos como, proteinas, carboidratos e lipidios sdo resultado
do processo de remogdo de didxido de carbono realizado durante a fotossintese pelas
microalgas. A eficiéncia microalgal na conversdo de energia solar em biomassa ¢ elevada
quando comparada com plantas terrestres (KAZAMIA; SMITH, 2014).

A Dbiotecnologia microalgal engloba aspectos que objetivam a otimizagdo dos
parametros, sejam estes de cultivo ou de producdo especifica de bioprodutos (WOBBE;
REMACLE, 2015). Tecnologias de crescimento microalgal voltadas para a producao de
biocombustiveis e mitigagdo dos gases do efeito estufa iniciaram na década de 70 e a partir
destes estudos o interesse na conversao de biomassa em produtos de elevado valor agregado
evoluiram com objetivo de auxiliar a integracdo dos processos (FRASER et al., 2016;

FREITAS et al., 2016).

3.2.1 Microalgas do género Chlorella

A divisao Chlorophyta compreende as algas verdes ou Chlorofitas, unicelulares e
espécies dotadas de talos multicelulares. As Chlorofitas constituem o grupo mais semelhante
as plantas terrestres, sendo que diversos estudosmoleculares propdem dois tdxons para esta
divisdo Chlorophyta ¢ Embryophyta (LOURENCO, 2006). As microalgas do género
Chlorella sao eucaridticas, unicelulares com didmetros variando de 5-10 mm, de formato
esférico, podendo ser encontradas em diversos habitats (ILLMAN; SCRAGG; SHALES,
2000).

O wuso comercial da Chlorella vai desde alimentagdo humana e animal a
biocombustiveis. Estes micro-organismos possuem como caracteristica a resisténcia as
condi¢des extremas de cultivo, seja por modificagdo nutricional ou por parametros fisicos, o
que torna interessante o estudo das potenciais respostas metabolicas que envolvem a producdo
de diferentes bioprodutos (DEAMICI et al., 2016; DUARTE; FANKA; COSTA, 2016;
FREITAS et al., 2016). Diversos estudos relatam a producao de carboidratos (FREITAS et al.,
2016), perfil protéico (FREITAS et al., 2017) e pigmentos como ficocianina (DEAMICI et al.,
2016) em cepas de Chlorella.

A Figura 1 mostra a cepa de Chlorella fusca LEB 111 pertencente a colecdo de
cepas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica, que foi utilizada neste trabalho. A microalga
Chlorella fusca LEB 111, foi isolada da lagoa de decantacdo de cinzas da Usina
Termoelétrica Presidente Médici, situada na cidade de Candiota - RS (DUARTE; MORAIS,
2012). Esta microalga apresenta potencial para biofixacdo de CO> (DUARTE; FANKA;
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COSTA, 2016; DUARTE et al., 2017) e de outros residuos como cinzas, SOx € NOy, (VAZ;
COSTA; MORALIS, 2016). Estudos revelaram que entre os varios grupos de microalgas, o
grupo Chlorofita ¢ um dos mais utilizados para o tratamento de 4aguas residuais. A
produtividade de biomassa de varias espécies deste grupoquando submetidos a diferentes

sistemas de cultivo apresentam resultados positivos (FRANCO et al., 2013).

Figura 1- Microalga Chlorella fusca LEB 111.

Fonte: Laboratorio de Engenharia Bioquimica — FURG.

Diversas microalgas acumulam (PHB), porém somente Kavitha, Kurinjimalar e
Sivakumar (2016) relatamo acimulo de polimeros em células de Chlorofitas. Sendo
identificadas possiveis rotas metabolicas de acimulo de PHB em cepas de Botryococcus
braunni, Chlorella vulgaris e Chlorococcum humicola, em concentracdes de 0,5 a 16,7%.

A cepa de Chlorella vulgaris quando submetida a modificagdo génica, via luz
ultravioleta (UV), incrementou os teores lipidicos na biomassa de 42 a 45%. Sendo
caracteristico também diversos acidos graxos poli-insaturados como o 4cido linoleico (C18:2)
e acido linolénico (C18:3) (SARAYLO et al., 2017). Apesar desses estudos e melhorias
promissoras alcangadas no conteudo lipidico e na biomassa das microalgas, ainda ¢ pequena a
compreensdo do metabolismo lipidico em seu nivel gendomico. Em alguns paises, os extratos
de Chlorella sao consumidos como suplemento dietético devido as suas propriedades

imunomoduladoras e anticancerigenas (SARKAR; SHIMIZU, 2017).

3.3 FOTOSSINTESE

A fotossintese pode ser dividida em duas fases: a fase fotoquimica e a fase
quimica, podendo ser expressa como uma reagdo redox, iniciada pela incidéncia de luz e
interacdo com os pigmentos fotossintéticos presentes do fotossistema II. A luz utilizada na

fotossintese ¢ absorvida por uma série de pigmentos, sendo que cada pigmento absorve em
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comprimentos de onda especificos. Em Chlorofitasos pigmentos presentes sao clorofilaae b e
em menores quantidades a’ e b> (GIMPEL; HENRIQUEZ; MAYFIELD, 2015).

Uma vez iniciada a incidéncia luminosa, uma rede metabodlica via fosforilagao
oxidativa, composta por dois fotossistemas e um conjunto de proteinas de membrana
produzem uma razdo ATP/NADPH 1,28. Porém a principal via do processo fotossintético ¢ o
ciclo de Calvin-Benson que exige uma propor¢do ATP/NADPH de 1,5. Por esta razdo, micro-
organismos fotoautotréficos desenvolveram vias de fluxos alternativos, os quais restauram o
balanco ATP/NADPH e acredita-se que atuem como valvulas de controle em condigdes de
excesso ¢ flutuagdes de luz (ciclos claro:escuro) (BAROUKH et al., 2016; LANDER et al.,
2012). Na fase escura, o didxido de carbono ¢ reduzido para carboidratos no ciclo de Calvin-
Benson, utilizando a energia derivada do NADPH e ATP que sera utiliza para a produgado de

moléculas de glicose (Figura 2) (ALBERTS et al., 1997).

Figura 2 - Descri¢ao do metabolismo de micro-organismos unicelulares fotoautroficos.
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Fonte: Adaptado de Iverson (2006) ¢ Zhao e Su (2014).

Uma das enzimas mais importantes do metabolismo fotossintético ¢ ribulose-1,5-
bifosfato-carboxilase/oxigenase (Rubisco), que ¢ responsavel pela assimilacdo de CO»
atmosférico e situa-se nos cloroplastos de cé€lulas fotossintéticas. Diversos estudos
identificaram que a atividade da Rubisco ¢ o principal gargalo para o fluxo de carbono quando
em condi¢des de excesso de ATP e NADPH. Também s3o necessdrias quantidades

significativas de ATP e NADPH para que a fotossintese ocorra, moléculas estas que sdo
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produzidas a partir da incidéncia luminosa dirigida aos fotossistemas I e II (KNOOP et al.,

2013).

3.4 FATORES FISICO-QUIMICOS DE CRESCIMENTO MICROALGAL

Existem diversos fatores que afetam o crescimento € a composi¢do bioquimica
das microalgas, como por exemplo, intensidade luminosa, fases claro:escuro, concentragao de
COa», salinidade, temperatura, pH, concentragdo do oxigénio dissolvido e fontes de carbono
(KUMAR et al.,, 2010). O crescimento microalgal ¢ favorecido quando nutrientes sao
disponibilizados adequadamentenos meios de cultivo, devendo estar presentes macro-

nutrientes, elementos tragos e vitaminas (MAGRO et al., 2016).

3.4.1 Luminosidade

A iluminacdo dos sistemas de cultivos microalgais ¢ realizada por meio de luz
artificial ou natural. A luz artificial possui vantagens, uma vez que esta pode ser controlada,
demonstrando-se como fator importante para o acumulo de biomoléculas (SCHULZE et al.,
2014). A intensidade luminosa pode ser disponibilizada de diversas formas ao cultivo
microalgal, desde quantidades de energia disponivel (intensidade luminosa) (FREITAS et al.,
2017), periodicidade (fotoperiodos) (CHAUTON et al., 2013) e também diferentes espectros
de radiagdo (DUARTE; COSTA, 2018). Estudos com microalgas sugerem que pigmentos,
acidos graxos insaturados, carboidratos e teor de proteinas variam em resposta a intensidade
luminosa, quando esta ¢ aumentada ou diminuida (BROWN; HOHMANN, 2002; MOOIJ et
al., 2016; RENAUD et al., 1991).

Como a fotossintese consiste em duas fases: fase clara e escura, estas duas vias
fotossintéticas permitem a modulagdo de regimes de luz, com intuito de desenvolver
processos menos onerosos € mais eficientes. Niveis muito elevados de intensidade luminosa
podem causar foto-inibicdo, fendmeno no qual a absor¢do de fotons pode desencadear uma
sobrecarga de elétrons no Ciclo de Calvin-Benson. Estes elétrons em excesso reagem com
dgua e formam peroxido de hidrogénio que ¢ um composto téxico as células. Em
contrapartida a pequena incidéncia de fotons aos cultivos microalgais, pode ndo fornecer
condi¢des suficientes para que ocorra o crescimento celular (CHAUTON et al., 2013;

RICHMOND; HU, 2013).
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O aumento da concentracdo de biomassa microalgal ¢ diretamente proporcional a
absorcao de luz. Portanto, a concentragdo de biomassa maxima ¢ limitada pela quantidade de
fotons incidentes no micro-organismo, mas este limite nao € simples de ser estimado, uma vez
que as células adaptam seus pigmentos fotossintéticos a taxa de incidéncia de luz (ANNING
et al., 2000; BERNARD, 2011). Estudos envolvendo a variagdo da intensidade luminosa
indicam que baixas intensidades luminosas (8,44 pmol m?s™') fornecidas a cultivos de cepas
de Chlorella minutissima, desencadeiam alteracdes no perfil protéico e elevagaona producao

de biomoléculas como carboidratos (FREITAS et al., 2017).

3.4.2 Fotoperiodo

A luz ¢ um dos fatores-chave que controlam o curso dos processos fisioldgicos
microalgais. A eficiéncia fotossintética de cultivos microalgais depende de fatores bioldgicos
como a duragdo do fotoperiodo, temperatura, disponibilidade dos nutrientes e densidade
celular. No ambiente natural, a intensidade da luz sofre mudancgas continuas, e o regime de luz
ndo ¢ constante. O aumento das frequéncias dos ciclos claro:escuro pode aumentar
consideravelmente a produtividade ea eficiéncia fotossintéticadas microalgas (KHOEYI;
SEYFABADI; RAMEZAMPOUR, 2012).

Modifica¢des no fotoperiodo de cultivos microalgais induzem alteragdes no teor
total de proteinas, pigmentos e carboidratos em Chlorella vulgaris, Phyridium cruentum, B.
braunii (KHOEYI; SEYFABADI; RAMEZAMPOUR, 2012). Estudos relatam que
microalgas do género Chlorella quando submetidos a cultivos com suplementacao da fonte de
carbono com glicerina, desencadearam acumulo lipidico em especifico de triacilglicerois
(MORALIS, 2015), podendo ser estimulado tais compostos quando submetidos a variagdes de
fotoperiodo (CARVALHO; MALCATA, 2005).

Cepas de Neochloris conjuncta, Neochloris terrestris, Neochloris texensis,
Botryococcus braunii e Scenedesmus obliqus foram submetidas a diferentes regimes de luz,
del2 h e 24 h. A iluminacdo continua estimulou o crescimento de B. braunii e S. obliquos
mais efetivamentedo que para as espécies de microalgas do género Neochloris terretris
(KRZEMINSKA et al., 2014). Gammanpila, Rupasinghe e Subasingue (2015) cultivaram
cepas de Chlorella vulgaris € Nannochloropsis sp.em meio de cultivo Guillar e Ryther’s
modificado com fotoperiodo de ciclos de 8 h, 16 h e 24 h de luz, para avaliar a produgao de
biodiesel em microalgas. As células apresentaram crescimento maximo de 0,63 g L' em 16 h

de luz, com maior percentual lipidico (13,9%) na condicdo de 8 h luz. Indicando que a
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variacdo da periodicidade deve ser considerada uma alternativa potencial para estimular o

acumulo de biomoléculas como lipidios.

3.4.3 Fonte de carbono

O crescimento e a composicao da biomassa de microalgas podem ser manipulados
a partir das condigdes de cultivo e das fontes de carbono. Geralmente, as microalgas sdo
cultivadas sob diferentes modos para a produgao de biomassa: fotoautotrofico, heterotrofico e
mixotrofico. O crescimento fotoautotrofico de microalgas requer CO2, meio contendo
nutrientes como, nitrogénio, fosforo e fonte de luz. Sob condi¢cdes heterotroficas e
mixotroficas, muitas espécies de microalgas sdo capazes de usar material organico como fonte
de carbono (SCHULZE et al., 2014).

O carbono ¢ considerado o macronutriente de grande importancia, uma vez que
este composto constitui cerca de 50% da biomassa microalgal, sendo este elemento o
responsavel pela preservacdo da perda de biomassa em condigdes de estresse, além de
ativagdo do crescimento durante os periodos de escuro (BILAD; ARAFAT; VANKELECOM,
2014).

A partir disto, a producdo microalgal pode ser ajustada para incrementar o
crescimento e acimulo de biomoléculas em conjunto com a redugdo dos custos de cultivo
inserindo diferentes residuos nos cultivos, tornando os sistemas economicamente viaveis
(KUMAR et al., 2010). Uma vez que as microalgas tém demonstrado capacidade de utilizar
residuos industriais como: glicerol (MORALIS, 2015), residuo da industria sucro-alcoleira
(FREITAS et al., 2016; FREITAS et al., 2017), soro de leite (SALLA et al., 2016; WOBBE;
REMANCLE, 2015) e CO, (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; DUARTE et al., 2017).

3.4.4 Pentoses

Pentoses sdo monossacarideos compostos por cinco carbonos, dentre os quais
pode-se citar a xilose, ribulose e arabinose. Sdo compostas por esqueleto simples e ndo
ramificado, onde cada atomo de carbono, exceto um, possui um grupo hidroxilico, € no
carbono remanescente, existe um oxigénio carbonilico (frequentemente combinado em
ligagdo acetal ou cetal). Se o grupo carbonilico estd no final da cadeia, o monossacarideo ¢
um aldeido derivado, denominado aldose. A xilose e arabinose pertencem a familia das

aldoses. As pentoses representam cerca de 20-35% da biomassa lignoceluldsica sendo um
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importante residuo disponivel, presente em elevadas concentragdes na superficie terrestre,
apresentando potencial como substrato para diversos fins (SUN; LIU, 2012), entre eles o uso

como fonte de carbono para microalgas.
3.4.4.1 Metabolismo das pentoses

O primeiro estudo do metabolismo de pentoses por microalgas foi realizado em
células de Chlorella sorokiniana por Zheng et al. (2014), cujo modelo proposto ¢ apresentado
na Figura 3. Para micro-organismos nativos com capacidade de absor¢do de xilose, sdo
conhecidos dois mecanismos de transporte de D-xilose, o sistema de alta afinidade (especifico
para D-xilose) e o sistema de baixa afinidade (compartilhado com D-glicose). Para espécies
ndo nativas a D-xilose pode ser absorvida por transportadores de D-glicose. Estes
transportadores (symporter) de D-glicose sdo proteinas presentes na membrana das
microalgas, que possibilitam a entrada compartilhada de D-xilose em células de microalgas,
como C. sorokiniana. A absor¢do ndo especifica de xilose entdo pode ser realizada por meio

de transportadores de hexoses (JEFFRIES; JIN, 2004; ZHENG et al., 2014).

Figura 3 - Proposta metabdlica de assimilagdo de D-xilose através da membrana deC.

= xﬂsorokiniana.
C)D - xilose
<>

D - xilose
NADPE 1&1 .

O, D - xilulose -S-P/-_ V'

Fonte: Zheng et al, 2014.

Conforme a Figura 3, uma molécula de xilose redutase converte D-xilose em
xilitol com a oxidag¢do concomitante d¢ NADPH para NADP'. A enzima xilitol desidrogenase

transforma esta molécula de xilitol em D-xilulose, desencadeando a redugdo de NAD" a
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NADH. A seguir D-xilulose fosforilada ¢ convertida em D-xilulose-5-P, podendo entrar na
via das pentoses fosfato e ser entdo consumida pelo micro-organismo (LEDESMA-AMARO

etal., 2016; ZHENG et al., 2014).

3.4.5 Nitrogénio

O nitrogénio ¢ o segundo elemento com maior concentragdo na composicao
microalgal. Este componente ¢ fundamental para trés classes de substancias estruturais das
células como proteinas, acidos nucléicos e pigmentos fotossintéticos (clorofilas e ficobilinas),
mostrando-se como nutriente de grande importdncia para o cultivo de microalgas
(LOURENCO, 2006). O metabolismo do nitrogénio em microalgas ¢ modificado quando
estes organismos sdo submetidos a fontes de compostos nitrogenadoscomo nitrato, nitrito e
amonio, onde o amonio ¢ a forma quimica do nitrogénio, sendo mais facilmente assimilado
pelas microalgas, o nitrato ndo requer redugdo, sendo assimilado como aminodacidos.

Desde a década de 80, estudos tem demonstrado a influéncia da concentragcdo de
nitrogénio sobre a biomassa microalgal. Se o suprimento de nitrogénio ¢ abundante nos
cultivos, verifica-se tendéncia de aumento nas concentragdes de proteinas e clorofilas nas
células. Quando ¢ limitada a concentracao de nitrogénio no cultivo de cepas de Chlorella, este
apresenta elevacdo nas taxas de producdo lipidica (ROSENBERG et al.,, 2008) e de
carboidratos (FREITAS et al., 2016). A privagdo ou redu¢do do fornecimento de nitrogénio
para células microalgais leva a divisdo celular reduzida, a qual desloca as vias de biossintese
para sintese de lipidios neutros (LOURENCO, 2006). Zhu et al. (2017) realizaram a retirada
do composto nitrogenado em duas etapas do meio BG-11 (RIPKA et al., 1979), nos dias 3 ¢ 7
de cultivo, resultando em rapida sintese de lipidios conjunto com rapido desenvolvimento
celular nestes periodos. Estudos com Chlorella regularis submetido a redugdo em 75% no
composto nitrogenado em conjunto com adicdo de glicose (0,55 mg L) como fonte de
carbono e priva¢do de nitrogénio gerou elevada produtividade (4,53 g L'!) e incremento na
producdo lipidica de 42,3% e em especifico a produgdo de acidos graxos, poli-insaturados

com potencial para produgao de biodiesel (FU et al., 2017).

3.5 POLIMEROS E BIOPOLIMEROS

A versatilidade e os baixos custos de producao dos plésticos derivados do petréleo

ainda ndo permitem substituir estes materiais por outros, como papel, madeira e vidro. A
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importancia dos plasticos ¢ evidente, devido a sua necessidade em diferentes setores
industriais (NIELSEN et al., 2017). A demanda industrial por polimeros petroquimicospara a
fabricagdo de plasticos ¢ geralmente de polietileno (PE), polipropileno (PP), cloreto de
polivinil (PVC) e o poliestireno (PS). Estes representam os principais polimeros encontrados
sob a forma de residuos em aterros, desencadeando a partir disto a grande problematica
envolvida em sua degradagdo (SILVA, 2016).

Durante a ultima década, os polimeros naturais t€ém sido amplamente estudados,
sendo realizada a caracterizagdo quanto a propriedades fisico-quimicas, bem como a busca
por novas espécies capazes de produzir estes compostos. Estes polimeros geralmente sio
atoxicos e altamente estaveis o que tornapossivel aplicabilidade em diversos setores, como o
desenvolvimento de vetores de medicamentos encapsulados (PANITH et al., 2016), tintas
(COSTA et al., 2016) e nanotecnologia (MORALIS et al., 2015; SADEGHI et al., 2016).

Dentre os polimeros atualmente estudados o PHB ¢ o representante mais comum
dentre os poli-hidroxialcanoatos (PHAs), sendo o principal composto de armazenamento de
diferentes grupos taxondmicos de micro-organismos procarioticos. Diversos géneros de
microalgas podem produzir naturalmente PHA’s, dentre eles Aphanothece sp. (CAPON et al.,
1983), Oscillatoria limosa (STAL; HEYER; JACOBS, 1990), Spirulina (MARTINS et al.,
2014) e Synechococcus sp. MA19 (MIYAKE; ERATA; ASADA, 1996).

O PHB ¢ um biopolimero apolar e pouco permedvel a Oz, HoO e COo,
opticamente ativo e com centro quiral apresentando os grupos R localizados no mesmo lado
da cadeia polimérica (COSTA et al., 2016). As propriedades mecanicas do PHB sdo similares
a polimeros sintéticos e suas propriedades fisicas foram estudadas através de técnicas como,
difracdo de raios-x, espectroscopia com transformada de fourrier (FTIR) e cromatografia
gasosa (CG) (SILVA, 2016). Estes fatores sdo importantes com relacdo a degradagdo do
polimero, podendo esta degradacdo variar de acordo com o ambiente o qual for exposto. A
degradacao total pela agdo de micro-organismos resulta em CO; e H>O por via aerdbia e CHy
por via anaerobia (MORALIS, 2008), sendo esta uma das vantagens perante os polimeros

petroquimicos, podendo ser uma alternativa para produgao de plasticos sustentaveis.

3.5.1 Fatores fisico-quimicos para sintese de PHB por microalgas

A produgdo de polimero por microalgas ¢ favorecida pela adigdo adequada de

nutrientes nos sistemas de cultivo, sejam este macro ou micro nutrientes. A produgdo de
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biomassa voltada para a producdo de biopolimero envolve rotas metabolicas que podem ser
ativadas ou inativadas durante o processo de crescimento microalgal (LOURENCO, 2006).

As microalgas acumulam biopolimeros como compostos de reserva, quando
submetidos a excesso de carbono ou privagdo de nitrogénio e/ou fosforo (ZHUANG et al.,
2016). Quando submetidos a diferentes condi¢des de crescimento com modificagdes os
polimeros podem ser excretados ou produzidos intracelularmente. Estes quando produzidos
intracelularmente, devem ser extraidos por diferentes métodos como, extragao quimica, fisica,
ou métodos associados (QUINES et al., 2015).

Estudos indicam que a fonte de carbono pode ser um fator limitante na produgio
de PHB em microalgas. Compostos como acetato de sddio (carbono inorganico) e bicarbonato
de soddio (carbono organico) foram utilizados em cultivos de Spirulina sp. LEB 18 produzindo
rendimentos de 44% de polimero em base seca (MARTINS et al., 2014), quando submetida a
biomassa a extracdo via digestdo com hipoclorito. A concentracdo de polimero pode se elevar
a medida que as concentragdes de carbono adicionadas aos meios de cultivo sdo aumentadas e
absorvidascomo resposta metabdlica microalgal. Além disso, estudos indicam que a relagdao
carbono/nitrogénio (C/N), desempenha um papel fundamental para obtencdo de maiores
concentragdes de PHB (SILVA, 2016).

As microalgas quando submetidas a redu¢do do composto nitrogenado em
diferentes concentragdes, desencadeiamredugdes das concentracdes da biomassa e reduzema
taxa de divisdo celular elevando assim a produg¢do de compostos de reserva no micro-
organismo como, o PHB (MORAIS et al., 2017). Estudos com a redugdo do composto
nitrogenado em 10% (COELHO et al., 2015), 30% e 90% (MARTINS et al., 2014),
desencadearam elevacdo da produg¢do de polimero. De acordo com Coelho et al. (2015)
cultivos de Spirulina sp. LEB 18 em meio Zarrouk com redu¢do do composto nitrogenado
(0,25 g L") resultaram em crescimento celular reduzido (0,6 g L'!) e concentracdo de PHB
inversamente proporcional (13,4%).

A modificagcdo de fatores fisicos como intensidade luminosa e periodicidade de
luz fornecida aos cultivos microalgais voltada para a producdo de PHB, ainda ¢ pouco
explorada. Porém sabe-se que o fornecimento de luz pode levar as culturas microalgais a
sintetizar biomoléculascomo lipidios, que sao os precursores dopoli-hidroxibutirato. Demirbas
e Demirbas (2010) indicam que condi¢des de menores fornecimentos de luz, beneficiam o
aumento das concentragdes lipidicas na biomassa microalgal. A microalga Nostoc moscorun,
quando submetida a diferentes ciclos claro/escuro, demonstrou impacto positivo quanto ao

acumulo de PHB em conjunto com a suplementagdao da fonte de carbono e deficiéncia de
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fosfato, resultando em acimulo maximo de PHB para 8,9% em pH 8,5 seguido de 7,8% para
pH 9,5 e 7,2% para pH 10,5 no 21° dia de cultivo (SHARMA; MALLICK, 2005).

Estudos ainda recentes indicam que pequenas quantidades de PHB podem ser
produzidas por cepas de Chlorofitas como, Chlorella vulgaris, Botryococcus braunnii e
Chlorococcum humicola, quando submetidas a meio de cultivo suplementado com agua
residual de esgoto. Sendo encontrado valores maximos de 247 mg L' da cepa de

Botryococcus braunnii (KAVITHA; KURINJIMALAR; SIVAKUMAR, 2016).

3.5.1.1 Sintese de polimero microalgal

O PHB ¢ sintetizado como produto da assimilacdo de carbono quando submetido
a condicoes de estresse. A sintese do PHB inicia-se com a produgcdo de metabolitos
intermediarios, sendo necessarias grandes quantidades de piruvato, acetil-Coa e frutose-6-
fosfato em menores quantidades. A biossintese microalgal de PHB (Figura 4) inicia com o
fornecimento de excesso de fontes de carbono e redugdo de compostos nitrogenados,
desencadeando uma série de reacdes metabolicas que produz como biomolécula final o PHB
(FRADINHO; OEHMEN; REIS, 2014; WANG et al.,, 2013). Primeiramente ocorre a
condensacao catalisada por B-cetiolase de duas moléculas de acetil-Coa, liberando Coenzima-
a, promovendo a conversdo destas moléculaspara Acetoacetil-Coa, sendo catalisada pela
Acetoacetil-Coa redutase, por meio um gradiente de moléculas de NADPH, reduzindo o
Aceto acetil-Coa em D-3-hidroxibutiril-CoA, que ¢ catalisada pela PHA sintase que atua
como agente polimerizador, formando o poli-hidroxibutirato (PHB) (SHARMA; DHINGRA,
2016).

A compreensdo das respostas dos micro-organismos quando submetidos a
diferentes fontes de carbono, intensidades luminosas e fotoperiodos sdo de grande
importancia. Sabendo-se que mecanismos adjacentes as rotas tradicionais existem, estudos
que vao de encontro a auxiliar a identificacdo destas rotas sdo cada vez mais explorados. As
modifica¢des de pardmetros de cultivo em conjunto com a modificagdo da fonte de carbono
podem ser consideradas alternativas na redu¢do de residuos, por estes serem utilizados como
substrato nos cultivos. A modificagdo dos parametros de cultivo em cepas de Chorella ainda ¢
pouco relatada devendo haver estudos para proporcionar a identificagdo de novos modos de
condugdo que potencializem a producdo desta biomolécula de elevado valor biotecnologico

como o PHB.



Figura 4 - Producao de poli-hidroxibutirato microalgal.
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho foi desenvolvido em duas etapas, em que, primeiramente foi
realizado o cultivo da cepa de Chlorella fusca LEB 111 com modificagao da fonte de carbono
com adicdo de D-xilose e L-arabinose em conjunto com alteragdo do fotoperiodo, sendo
fornecido 18 h, 12 h e 6 h de luz e nestes periodos de luz foram modificadas as intensidades
luminosas em 58, 28 e 9 pumol m? s™!. Os ensaios foram avaliados diariamente quanto ao
crescimento celular e composicdo de pigmentos fotossintetizantes e a cada 48 h foram
retiradas aliquotas dos experimentos para determinacao do perfil protéico. Ao final dos
experimentos foram realizadas determinagdes de carboidratos, proteinas, lipidios e poli-
hidroxibutirato, demonstrando a viabilidade da aplicagdo da biomassa de Chlorella fusca LEB
111, para producdo de PHB e macromoléculas. O presente trabalho originou um artigo para

posterior submissao em periddicos de alto fator de impacto.

ARTIGO 1: PRODUCAO DE POLI-HIDROXIBUTIRATO (PHB) E
BIOMOLECULAS POR Chlorella fusca SUPLEMENTADA COM PENTOSES E
VARIACOES DE INTENSIDADE LUMINOSA E FOTOPERIODO.






ARTIGO 1
PRODUCAO DE POLI-HIDROXIBUTIRATO (PHB) E BIOMOLECULAS POR
Chlorella fusca SUPLEMENTADA COM PENTOSES EM CONJUNTO COM
VARIACOES DE INTENSIDADE LUMINOSA E FOTOPERIODO






49

Producao de poli-hidroxibutirato (PHB) e biomoléculas por Chlorella fusca
suplementada com pentoses em conjunto com variacdes de intensidade luminosa e

fotoperiodo

RESUMO

A demanda por polimeros com propriedades similares aos de origem petroquimica tem
resultado em diversas pesquisas por fontes alternativas, onde os biopolimeros de origem
microalgal sdo de particular interesse. O objetivo do presente estudo foi avaliar se a adi¢do de
xilose e arabinose em conjunto com a variagao do fotoperiodo e intensidade luminosa, pode
estimular a sintese de PHB e biomoléculas por Chlorella fusca LEB 111. O estudo foi
realizado com modificacdo da fonte de carbono por pentoses (xilose e arabinose),
fotoperiodos de 18 h, 12 h e 6 h de luz e varia¢do da intensidade luminosa em 58, 28 e 9 pmol
m~ s, O maior acimulo de PHB foi 17,4% (m m™') para os ensaios com adi¢do de xilose e
fotoperiodo de 6 h de fornecimento de luz e intensidade luminosa 28 pmol m?s'. A maior
concentracdo lipidica (24,7% m m'), foi obtida para os ensaios com fotoperiodo de 18 h de
luz e intensidade luminosa 9 pmol m? s, Para o fotoperiodo de 6 h de luz, intensidade
luminosa 58 pmol m™s™! e adi¢do de xilose foi obtido o maior contetido de proteinas (53,2%
m m). Os resultados demonstram que a cepa de Chlorella possui potencial superior de
producao de PHB e proteinas, quando comparada as cepas atualmente existentes.

Palavras-Chave: Chlorofita. Pentoses. Polimero. Sustentabilidade.

Production of polyhydroxybutyrate (PHB) and biomolecules by Chlorella fusca
supplemented with pentoses together with variations of light intensity and

photoperiod

ABSTRACT

The demand for polymers with properties similar to those of petrochemical origin has resulted
in several studies by alternative sources, where biopolymers of microalgal origin are of
particular interest. The objective of the present study was to evaluate if the addition of xylose
and arabinose together with the photoperiod variation and light intensity can stimulate the
synthesis of PHB and biomolecules by Chlorella fusca LEB 111. The study was performed
with carbon source modification by pentoses (xylose and arabinose), photoperiods of 18 h, 12
h and 6 h light and variation of light intensity in 58, 28 and 9 pumol m™ s™!. The highest
accumulation of PHB was 17.4% (w w!) for xylose addition and photoperiod 6 h light-
delivery and light intensity 28 umol m™ s'. The highest lipid concentration (24.7% w w™!)
was obtained for the photoperiod tests of 18 h light and 9 umol m s™! light intensity. For the
photoperiod of 6 h of light, light intensity 58 pmol m? s! and addition of xylose the highest
protein content (53.2% w w'!) was obtained. The results demonstrate that the Chlorella strain
has a higher PHB and protein production potential when compared to the existing strains.

Keywords: Chlorophyta. Pentoses. Polymer. Sustainability.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que residuos de plasticos de origem petroquimica sejam responsaveis
pela morte de cerca de 1 milhdo de animais por ano desde aves a mamiferos, em todo o
planeta. O acimulo de plésticos ndo biodegradaveis no ambiente é de 25x10° tonelada ano™,
representando ameacas ao ecossistema (KAVITHA; KURINJIMALAR; SIVAKUMAR,
2016). A demanda continua por utilizagdo de polimeros biodegradaveis desencadeia a busca
por espécies e/ou variedades de micro-organismos capazes de sintetizar elevadas quantidades
destes compostos (MORAIS et al., 2017).

Os poli-hidroxialcanoatos (PHA’s) produzidos a partir de fontes microbianas
possuem papel significativo, apresentando-se como materiais com compatibilidade em
diversos setores, como ambiental, médico e alimenticio, devido as suas propriedades
semelhantes aos polimeros de origem petroquimica (MARTINS et al., 2014). Os PHA’s
podem ser classificados de acordo com o comprimento da sua cadeia, onde o poli-
hidroxibutirato (PHB) ¢ um polimero de cadeia curta com 3-5 monémeros de carbono. Cerca
de 100 cepas de microalgas e cianobactérias foram rastreadas até o momento, possuindo
concentracdoes de (PHB) que variam de 0,04% a 6% em sua biomassa seca (KAVITHA;
KURINJIMALAR; SIVAKUMAR, 2016). As vias de producdo de PHB relatadas sao
encontradas para cianobactérias, dentre estas Spirulina sp. (MARTINS, 2014), Synecococcus
(MIYAKE et al., 2000) e Synechocistis (KHETKIRN et al., 2016). Estudos sobre a producao
e identificacdo de PHB em Chlorofitas ainda sdo recentes, Kavita, Kurinjumalar e Sivakumar
(2016) identificaram baixas quantidades deste polimero em espécies de Chlorella vulgaris,
Botryococcus braunnii e Chlorococcum humicola.

Microalgas do género Chlorella sao utilizadas desde a década de 60, sendo a
primeira microalga a ser cultivada em grande escala para utilizagdo como suplemento
alimentar (LOURENCO, 2006), apresentando também elevado potencial para produgdo de
bicombustiveis (RASOUL-AMINI et al., 2014). Sendo recente e inovador a utilizagdo destas
para a produgdo de polimeros de origem microalgal, podendo esta cepa ser cultivada com
diversas fontes de carbono, dentre estes as pentoses.

A grande disponibilidade de residuos lignoceluldsicos contendo elevadas
quantidades de xilose e arabinose vem desencadeando uma vertente de utilizacdo biologica
destes agucares para o acimulo de diversas biomoléculas em cultivos microalgais (FREITAS
et al., 2016; FREITAS; MORAIS; COSTA, 2017; LEITE; PARANJAPE; HALLENBECK,

2016). As microalgas utilizam a luz como fonte de energia durante a fotossintese para
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producdo de diversos compostos. Os mecanismos envolvidos na fotossintese como a
ativacdo ou inativacdo dos fotossistemas, podem ser modulados com a modifica¢do da
periodicidade de fornecimento de luz juntamente com a variacdo dos espectros ¢ uma
estratégia para estimular o crescimento microalgal e o acaimulo de biomoléculas especificas
(KRZEMINSKA; PAWLIK-SKOWRONSKA; TRZCINSKA, 2014). Estas modificagdes causam
um efeito sinérgico desencadeando o aciumulo de compostos de reserva, como os
biopolimeros.

Neste contexto a utilizacdo de microalgas para producdo de biomoléculas
especificas, tem atraido grande atencao devido a suas elevadas taxas de crescimento e da
capacidade de utilizagdo de diversos residuos para seu crescimento. A fim de fornecer
resultados para auxiliar na compreensao da producao de PHB e biomoléculas por Chlorella
fusca, o presente estudo avaliou se a adicdo de pentoses em conjunto com a variagao dos
ciclos de luz e de intensidade luminosa contribuiu para estimular a sintese de PHB e

macromoléculas.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 MICROALGA E CONDICOES DE CULTIVO

Foi utilizada a microalga Chlorella fusca LEB 111, pertencente a cole¢dao do
Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, com concentragio inicial do inéculo 0,2 g L.

A microalga foi cultivada em meio BG-11 (RIPPKA et al., 1979) composto de (g
L1): NaNOs (1,5); K;HPO4.7H,0 (0,04); MgSO4.7H,0 (0,075); CaCl.2H,0 (0,036);
CeH11FeNO7 (0,006); Na>COs (0,02); CsHsO7 (0,006) e 1 mL de solugdo As+Co (g L):
H3;BOs (2,86), MnCl2.4H>O (1,81), ZnS04.7H20 (0,222), NaMoO4 (0,015), CuSO4.5H,0
(0,079) e Co(NO3).6H20 (0,0494). Os cultivos foram expostos a diferentes intensidades
luminosas e fotoperiodos, reducdo do componente nitrogenado e substitui¢do da fonte de
carbono por D-xilose e L-arabinose (Vetec Quimica, Sigma, Aldrich Corporation). Os
experimentos foram conduzidos em fotobiorreatores do tipo erlenmeyer de 2 L (volume util

1,8 L), durante 10 dias e realizados em duplicata (com triplicata das analises).

2.2 ADICAO DE PENTOSES, VARIACAO DE INTENSIDADE LUMINOSA E
FOTOPERIODO
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Os ensaios com a microalga Chlorella fusca LEB 111 foram expostos a
iluminancia fornecida por ldmpadas fluorescentes de 40 W em estufa termostatizada a 30°C e
realizados em duplicata. Os experimentos foram submetidos a adi¢ao de pentoses, variagao de
intensidade luminosa (58, 28 e 9 umol m? s™!) e periodicidade de luz (12 h:12 h, 18 h:6 h, 6
h:18 h em ciclos claro:escuro).

Para os cultivos com adi¢do das pentoses D-xilose e L-arabinose (Vetec Quimica,
Sigma, Aldrich Corporation), o componente nitrogenado (NaNOs3) foi reduzido em 50% (0,75
g L), com retirada da fonte de carbono tradicional (Na2CO3) do meio BG-11. A adicdo de
xilose e arabinose foi realizada por meio de caldo sintético, contendo 20 mg L de pentoses,
considerando as concentragdes utilizadas por Freitas et al. (2016) e (2017). Foram realizados
experimentos controle em todas as condi¢oes estudadas sem modificacdo do meio BG-11 ¢
sem adicao de pentoses. A Tabela 1 mostra as condi¢cdes experimentais as quais a microalga

Chlorella fusca LEB 111 foi exposta.

2.3 DETERMINACOES ANALITICAS

2.3.1 Concentraciao de biomassa

A concentragdo celular foi realizada por monitoramento didrio via
espectrofotometria (QUIMIS Q798DRM, Diadema- SP -Brasil) a 670 nm, correlacionada
com curva padrdo previamente determinada de Chlorella fusca LEB 111, relacionando o peso

seco e a densidade otica correspondente (COSTA et al., 2002).

2.4 RESPOSTAS AVALIADAS

2.4.1 Produtividade volumétrica de biomassa

A produtividade maxima de biomassa foi determinada conforme Equagdo 1 onde
X; é a concentragio de biomassa (g L) no tempo t (d) e Xo é a concentracdo de biomassa (g

L) no tempo to (d) (BAILEY; OLLIS, 1986).

_ (Xt _Xo)

P,=—"—" 1
T M
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2.4.2 Velocidade especifica maxima de crescimento

A velocidade especifica maxima foi determinada por regressao exponéncial

aplicada a fase logaritmica de crescimento.

2.5 CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DO POLI-HIDROXIBUTIRATO

Para a caracterizagdo do biopolimero, foram retiradas amostras no 10° dia de
cultivos e submetidas a metanodlise. Para o método de metanoélise, foram utilizados 15 mg de
biomassa submetida a extracdo dos pigmentos com alcool metilico 99,8% (v v'!), de acordo
com método de extragdo de pigmentos proposto por Lichtenthaler (1987). Apds a retirada dos
pigmentos a biomassa foi submetida a secagem (105 °C/ 24h) e realizado o processo de
metanolise com 1 mL de cloroférmio, 0,85 mL de metanol; 0,15 mL de acido sulfurico a 100
°C por 3,5 h (BRANDL et al., 1988).

Apdés a metandlise os grupos metil éster formados foram analisados em
cromatdgrafo gasoso (2014 Shimadzu, Japao), equipado com coluna capilar de silica Restek-
Rtx (30 m, 0,25 mm, 0,25 pum) e detector de ionizacdo de chama (FID). O gas hidrogénio foi
usado como gés de arraste, com volume de injecdao ajustado para 1 uL , com gradiente de
temperatura da coluna de 60 °C por 2 min e taxa de incremento de 25 °C/min até 180 °C/8
min. A concentra¢do de polimero foi calculada com curva padrdo construida utilizando
correlacdo de solucdo padrdo de poli(acido 3-hidroxibutirico-co-3-hidroxivalérico) 88 mol%

HB ¢ 12 mol% HYV (Sigma Aldrich) (ZHANG et al., 2015).

2.6 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recuperada do meio liquido por
centrifugacao (HITACHI, himac CR-GIII, Japao) a 9690 g, 20 °C e 20 min, ressuspendida em
agua destilada e novamente centrifugada por 10 min nas mesmas condi¢des de temperatura e
centrifugacdo para remocdo dos sais do meio de cultivo. A biomassa centrifugada foi
congelada em ultra freezer (Eppendorf, New Brunswick Scientific Innova U535, Brasil) por
48 h a -80 °C e posteriormente liofilizada (LAB CONCO, EUA). As amostras liofilizadas
foram mantidas em freezer a -20 °C para posterior caracteriza¢do quanto ao teor de proteinas,

lipidios e carboidratos.
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2.6.1 Concentracgio de proteinas e carboidratos

2.6.1.1 Preparo da amostra

A andlise de proteinas e carboidratos foi realizada a partir de extratos preparados
com 5 mg de biomassa da microalga e 10 mL de 4gua destilada, sonicados em sonda
ultrassonica (COLE PARMER CPX 130 — Illinois — USA), com 10 ciclos de funcionamento,
sendo 1 min ligado e 1 min desligado. Este procedimento foi utilizado para liberar o material

intracelular da microalga Chlorella fusca LEB 111 no meio liquido.

2.6.1.2 Concentragao de carboidratos

A concentracdo total de carboidratos na biomassa foi determinada pelo método

fenol-sulftrico utilizando curva padrao de glicose (DUBOIS et al., 1956).

2.6.1.3 Concentracdo de proteinas

A concentragdo de proteina total da biomassa foi determinada no final dos
ensaios, através do método colorimétrico proposto por Lowry et al. (1951), utilizando curva

padrdo de albumina de soro bovino.

2.6.2 Concentracao de lipidios totais

A concentracdo de lipidios na biomassa foi determinada pelo método de Folch
(FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957), utilizando como solventes cloroférmio e

metanol.

2.7 DETERMINACAO DE CLOROFILA

A extracdo de clorofila foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Lichtenthaler (1987). O teor de clorofila foi determinado em 1 mL de cultivo liquido,
centrifugado a 2000 g durante 5 min e os pelets foram ressuspensos em alcool metilico 99,8%

v v'!), para quantificagiio da clorofila foram utilizadas as Equacdes 2, 3 e 4.
para q

Ca=16,72A6652 - 9,16A652,4 (2)
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Cv=34,09A652,4 - 15,28 As65,2 (3)
Carv=1,44A6652+ 24,93 A6s24 4)
onde:

Ca: Clorofila a
Cyp: Clorofila b
Ca+b:Clorofila a + Clorofila b

2.8 PERFIL PROTEICO

As proteinas foram extraidas a cada 48 h por adicdo de tampdo de amostra (80
mmol L de Tris-HCI (pH 6,8), 0,1 mol L' de 2-mercaptoetanol, 2% (v v'!) de dodecilsulfato
de s6dio-SDS, 15% (v v'!) glicerol e 0,006% (v v'!) de roxo cresol e aquecidos durante 5
minutos a 100°C, seguido de centrifugacdo a 10 000 g durante 1 min. As amostras foram
entdo submetidas a eletroforese descontinua (SDS — PAGE) em gel de poliacrilamida. A
eletroforese foi realizada de acordo com Laemmli (1970), usando um gel de concentragao de

acrilamina a 5% e 12,5% de gel de separagao de acrilamida.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

As respostas obtidas foram avaliadas por meio de analise de variancia, seguida

por teste de Tukey, com nivel de 99% de confianga.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CINETICA DE CRESCIMENTO MICROALGAL

A cepa de C. fusca quando submetida a variagdes de intensidade luminosa, em um
mesmo fotoperiodo (12 h de luz), apresentou diferentes perfis de crescimento (Figura 1). Leite
et al. (2015) avaliaram a adi¢ao de pentoses em cultivos de Chlorella, com adi¢do de xilose, e
observaram que a microalga é capaz de atingir crescimento maximo de 0,33 gL'e 0,19 g L',
em cultivos mixotrofico e heterotrofico respectivamente, estas condi¢des contribuindo para a
ndo ocorréncia da fase lag para Chlorella. Tal comportamento também ficou evidente no
presente estudo, em que Chlorella fusca LEB 111 apresentou crescimento exponencial sem
fase de adaptacdo quando submetida a complementagdo com pentoses, variacdo de
intensidades luminosas (58 ¢ 28 umol m2 s') e 18 h de luz, até o 10° dia de cultivo sem

apresentar morte celular (Figura 1 a,b). No mesmo fotoperiodo e menor intensidade luminosa
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(9 umol m?2s™) a cepa apresentou fase de adaptacio, para os ensaios controle e com adicio de
xilose e arabinose (Figura 1 c). Acredita-se que a cepa C. fusca adaptou-se a periodicidade de
luz (18 h) sendo suficiente para que ocorresse a renovacdo das taxas de crescimento
vinculadas aos fotossistemas microalgais.

O uso de xilose em cultivos de Chlorella contribui para a relagdio C/N, como
indicado em estudos realizados por Freitas et al. (2016), em que as maiores densidades
celulares foram obtidas com a reducdo de 50% do composto nitrogenado e adi¢do de pentoses.
Igualmente no presente estudo onde a adi¢ao de xilose e 18 h de luz favoreceram o
crescimento celular (0,80 g L), seguido de cultivo com arabinose (0,75 g L) para o mesmo
fotoperiodo, ambos com reduc¢ao do composto nitrogenado (Tabela 1).

O uso da menor intensidade luminosa (9 pmol m? s!), com fornecimento de
periodo de luz de 18 h, atingiu crescimento celular maximo de 0,44 g L''. Xu, Ibrahin e
Harvey (2016) atribuiram que a intensidade luminosa pode ser o Unico responsavel pela
modificagdo do crescimento celular em culturas mixotroficas, devido aos metabolitos
envolvidos nas taxas de renovacao celular. As mudangas nos periodos de fornecimento de luz
produzem diferencas bioquimicas com ativacdo dos fotossistemas por maiores periodos,
desencadeando resultados quanto a cinética de crescimento (ZHENG et al., 2014), como foi
observado no presente trabalho e por Khoeyi, Seyfabadi, Ramezanpour (2012). Khoeyi,
Seyfabadi, Ramezanpour (2012) em estudo com periodo de luz 16 h e intensidade luminosa
37,5 e 62,5 umol m™ s, obtiveram aumento da biomassa de C. vulgaris (0,6 € 2,0 g L,
respectivamente).

A concentragdo celular maxima para Chlorella fusca para o fotoperiodo 12 h de
luz foi 0,63 g L'! com adi¢do de xilose e intensidade luminosa 28 umol m™s™!. Este resultado
demonstra que € atribuida a cultivos mixotroficos a ocorréncia de diferentes respostas de
crescimento, devido a esta forma de cultivo desencadear modificagdes nas formas de absorcao
das fontes de carbono (LEITE et al., 2015; ZHENG et al., 2014).

Diante do exposto, pode-se observar que o meio BG-11 sem suplementacao da
fonte de carbono por pentoses ndo se mostrou capaz de suprir a demanda nutricional de
carbono organico em conjunto com baixas intensidades luminosas para o crescimento de

Chlorella fusca (Figura 1).
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Figura 1 - Perfil de crescimento de Chlorella fusca LEB 111 para os ensaios: (m) Controle,
(A) Xilose (@) e Arabinose, 50% de nitrogénio no fotoperiodo 18 h de luz e intensidade
luminosa (a) 58 umol m2 s (b) 28 pmol m?2 s e (c) 9 pmol m? s!; (m) Controle, (A) Xilose
e () Arabinose; fotoperiodo 12 h de luz com intensidade luminosa (d) 58 umol m?s™! (e) 28
umol m?s! e (f) 9 pmol m™?s™!, (m) Controle, (A) Xilose e () Arabinose e fotoperiodo 6 h

de luz submetidos a (g) 58 umol m?s! (h) 28 pmol m
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Estudos relatam que a eficiéncia de rendimento do fotossistema II podendo ser
medido pela propor¢do entre a eficiéncia quantica potencial do PSII relacionado com os
centros de reagdao (FV/FM). Indicando que esta propor¢ao reduz com o aumento da
intensidade luminosa, atingindo limite de agao fotossintética com irradiacdo de fotons de 500
pumol m? s de luz (FU et al., 2017), o que pode justificar a ndo ocorréncia de morte celular
nas condi¢des de menor intensidade luminosa (9 umol m2s™!) do presente estudo.

O componente nitrogenado ¢ constituinte de diversas substancias do metabolismo
primario microalgal (LOURENCO, 2006), ao realizar a redugdo do composto nitrogenado em
50% (NaNO; 0,75 g L) juntamente com o fornecimento de 6 h de luz ao cultivo, pareceu niio
suprir a demanda necessaria para que ocorresse crescimento celular de Chlorella fusca
quando submetida as menores intensidades luminosas (Figura 1 g, h, 1).

A produtividade de biomassa no fotoperiodo 18 h de luz e 58 pmol m™s™! foi 0,06
g L1 d para xilose, sendo este valor superior as condigdes controle de Krzeminska et al.
(2014), com Chlorofita do género Botriococcus braunni (0,034 g L' d'!) quando fornecido
variacao de intensidade luminosa semelhante ao do presente estudo.

A maior velocidade especifica de crescimento foi atingida com a condigdo de
intensidade luminosa 28 umol m™ s e fotoperiodo 12 h de luz em conjunto com a adi¢do de
xilose (0,23 d!), esta diferindo estatisticamente (p < 0,05) das demais, com exce¢do dos
experimentos com adi¢io de arabinose (0,20 d!) fotoperiodo 18 h de luz e menor intensidade
luminosa e xilose (0,16 d'') com fornecimento de 12 h de luz e 58 pmol m™? s, Freitas et al.
(2017), com Chlorella minutissima cultivada em fotobiorreator tipo raceway, com adi¢do de
xilose e intensidades luminosas semelhantes obteve resultado de velocidade de crescimento
celular de 0,17 d!. Tais resultados indicam que a geometria do biorreator em conjunto com as
diferencas no aparelho fotossintético de cada espécie de Chlorella (ZHENG et al., 2014)
resultam em diferengas quanto a velocidade de crescimento e produtividade microalgal.

A modificacao na periodicidade do fornecimento de luz pode vir a desencadear
alteragdes no metabolismo fotossintético, que auxiliam na compreensdo de fendomenos
vinculados ao acumulo de biomoléculas e na cinética de crescimento (HELENA; ZAINURI,
SUPRIJANTO, 2016). Os resultados de crescimento (Tabela 1) demonstram efeito positivo
em C. fusca LEB 111 e fotoperiodo 18 h luz para os cultivos com adi¢do de pentoses e

variacao de intensidade luminosa.
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Tabela 1- Concentragio celular maxima (Xmax, g L), produtividade maxima (Pmax, g L' d1),
velocidade especifica maxima de crescimento (imax, d™!), produgdo de PHB (%, m m™')
(médiatdesvio padrao) para Chlorella fusca LEB 111 cultivada em diferentes fotoperiodos,

intensidades luminosas (I, pmol m2s™) e fontes de carbono.

Fotoperiodo 18 h luz

](i(l)ll'll:(e)lcll(f I Xmax Pmax Wmax PHB (OA))
Controle | 58 0,80+0,08" 0,09<0,018 0,11<0,012b<d 0,5+0,1?
Xilose 58 0,80+0,06! 0,06<0,01%f 0,12<0,01%°4 3,440,3%
Arabinose | 58 | 0,75<0,01™4 0,05<0,01%ef 0,13<0,01°¢ 1,64+0,5
Controle | 28 | 0,48+0,03%¢f2 | 0,03<0,01>¢4¢ | 0,15+0,012bcd 0,7+0,3*
Xilose 28 | 0,52<0,01%¢te | 0,03<0,01*P* 0,08+0,01%b¢ 3,5+1,0°
Arabinose | 28 | 0,60<0,01%&M | 0,03<0,01%¢ 0,110,014 14,0+1,4%4
Controle 9 - - - 0,5+0,1*
Xilose 9 |0,44<0,01>dete | 0,02<0,012P 0,13+0,03%4 16,2+0,84
Arabinose | 9 | 0,35<0,01%b¢de | 0 04<0,01*P 0,20+0,03" 4,940,5
Fotoperiodo 12 h luz
Controle | 58 0,84+0,02! 0,06<0,01%¢ 0,13<0,01%%¢ 5,5+0,2°
Xilose 58 | 0,53+0,06%ebeh | 0,05<0,01%f 0,16<0,01%f 5,5+1,4%b
Arabinose | 58 | 0,57+0,02%&" | 0,05<0,01%%¢f | 0,10<0,01>b°d 10,7+1,1¢
Controle | 28 | 0,57+0,05%"h 0,06+0,03f 0,10<0,012b<d 2,140,3?
Xilose 28 | 0,63+0,028hbi 0,06<0,01%%f 0,23+0,01%f 2,7+0,5°
Arabinose | 28 | 0,59<0,01%%%f¢ | 0,05<0,01%f 0,11<0,012b<d 1,640,1?
Controle 9 - - - 2,9+0,8?
Xilose 9 |0,39<0,01*bc4ef | 0 01+0,0200¢ 0,06+0,01*P 10,241,5%¢
Arabinose | 9 | 0,33+0,01%b¢d 0,02+0,01>° 0,05+0,01? 4,6+0,4*
Fotoperiodo 6 h lu
Controle | 58 | 0,60<0,01%%" | 0,04<0,01>¢4¢ | 0,10<0,01>bcd 5,3+1,0%0
Xilose 58 | 0,30<0,012bc 0,01<0,01*° 0,10<0,01>b-c4 5,340,4%°
Arabinose | 58 0,18<0,01? 0,01<0,01? - 5,3+1,12b
Controle | 28 | 0,29+0,01%"¢ 0,04<0,01*P 0,07+0,01%b¢ 1,64+0,6
Xilose 28 0,21<0,01* 0,03<0,01* - 17,4+1,54
Arabinose | 28 0,28<0,01%° 0,06<0,01%ef 0,12+0,01¢4 3,1£0,6
Controle | 9 0,28<0,01*> 0,02<0,012< - 5,7+0,8°
Xilose 9 0,26+0,02° 0,01<0,01*° 0,10<0,012-b=d 5,3<0,01*°
Arabinose | 9 0,23<0,01? 0,01<0,01>b 0,07<0,012* 1,9+0,3?

Controle: 0,02 g L' Na,COs; Xilose: 20 mg L' D-xilose; Arabinose: 20 mg L' L-arabinose. *Letras minusculas

diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenga significativa (p < 0,01). **Linhas com o simbolo -,

representam morte celular, sem ser possivel a quantificagdo dos mesmos.
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Zheng et al. (2014) descreveram o metabolismo de absor¢do de pentoses em
Chlorela sorokiniana, onde transportadores especificos realizam a absor¢ao inter-membranas
de D-xilose e L-arabinose. O que facilita a manutencao de condi¢des mixotroficas, utilizando
pentoses como fonte nutricional para o crescimento microalgal (FREITAS et al., 2016).
Justificando o fator de conversdo de pentoses em biomassa observada (Yss=0,04 mg mg),

esta ndo diferindo estatisticamente das demais (p < 0,05).

3.2 PRODUCAO DE PHB

Acredita-se que seja essencial que aja uma elevada concentracdo de lipidios na
biomassa microalgal para que ocorra maior acimulo de PHB (MORAIS et al., 2017;
MARTINS et al., 2014). Deve se considerar que para o metabolismo fotossintético a luz solar
¢ a principal fonte de energia microalgal, sendo a fonte de energia necessaria para a absor¢ao
de carbono inorganico, para que ocorra o acimulo de corpos lipidicos (KNOOP et al., 2013).
Com o fornecimento ao cultivo de C. fusca de 6 h luz e suplementacdo de xilose, ocorreu
maior acimulo do polimero 17,4% (m m™'). Em condi¢des de cultivo sem modificagio do
meio nutricional utilizando meio Bold Basal Medium (BBM) a Chlorofita Botriococcus
braunni acumulou 16,4% (m m™) de PHB, sendo este o estudo precursor da identificacio
deste componente em Chlorofitas (KAVITA; KURINJIMALAR; SIVAKUMAR, 2016).

Pode-se observar o fornecimendo de 12 h de luz e intensidade luminosa 58 pmol
m~2 s com adi¢do de arabinose (20 mg L!) a microalga Chlorella fusca LEB 111 apresentou
concentracio de PHB de 10,7% (m m™). Para o mesmo fotoperiodo (12 h de luz) e menor
intensidade luminosa (9 umol m? s') com adi¢do de xilose, a concentragio do polimero
manteve-se elevada, em 10,2% (m m!), ambas com concentra¢des superiores as identificadas
nos cultivos controle que apresentaram 5% e 2,9 % (m m™!) (Tabela 1).

Coelho et al. (2015) realizando cultivos de Spirulina sp. LEB 18 em meio Zarrouk
com redugdo do composto nitrogenado obteve crescimento celular reduzido (0,6 g L) e
concentracdo de PHB 13,4%, pérem com extracdo via digestdo diferencial, resultando em
valor semelhante aos encontrados neste estudo. Os valores de concentragio de PHB
alcancados no presente estudo indicam respostas superiores aos obtidos por Kavita,
Kurinjimalar e Silvakumar (2016), estes autores obtiveram até 16,4% de PHB, com
quantificagdo via cromatografia, para Botriococcus braunni em ensaios com 60% de agua

residual de esgoto como meio de crescimento.
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As variacdes na concentracdo do biopolimero sdo diretamente afetadas pelo
crescimento celular do micro-organismo, pois quanto menor o crescimento celular, maior sera
a tendéncia de acimulo do polimero, visto que a microalga ndo estara utilizando a fonte de
carbono para seu crescimento (MARKOU; NERANTZIS, 2013). Acredita-se que o
armazenamento de energia em forma de compostos carbdnicos durante a fase de luz indica
que menores tempos de luz, seja uma estratégia necessaria para atender aos requisitos de
manutengdo durante o ciclo escuro (BAROUK et al.,, 2016). A reducdo dos tempos de
exposicao a luz resultou em acimulo de PHB, indicando a potencialidade quanto a reducao de
custos vinculados a fatores fisicos.

De acordo com Zheng et al. (2014) para ocorrer assimilcdo de pentoses por
Chlorofitas ¢ necessdrio mecanismos de transporte de D-xilose e sistemas de elevada
afinidade em conjunto com transportadores de D-glicose, para espécies ndo nativas. Estes
mecanismos liberam moléculas de NADH, deixando esta molécula reduzida disponivel para
uma possivel metabolizagdo para sintese de PHB. Para que ocorra a sintese de PHB deve
ocorrer a conversdo de acetoacetil-CoA pela enzima acetoacetil-CoA redutase sendo
necessdrio um gradiente de moléculas reduzidas para produgcdo do composto D-3-
hidroxibutirato precursor da molécula de poli-hidroxibutirato (SUDESH; ABE; DOI, 2000;
BAROUK et al., 2016). Com isso, a liberacdo das moléculas de NADH, resultantes do
metabolismo das pentoses pode resultar no estimulo da produ¢do de polimero, ainda pouco
explorado em Chlorofitas, onde estas rotas metabolicas descritas sdo predigdes das reacdes
que podem estar ocorrendo intracelularmente.

O metabolismo de micro-organismos fotossintéticos quando submetidos a
variacao de fotoperiodo em conjunto com a redugdo do composto nitrogenado pode convergir
para o acumulo de lipidios de reserva, como o PHB (MORAIS et al., 2017). Quando os
cultivos sdo submetidos a modificagcdo de fotoperiodo com ciclos em 18 h luz e 6 h escuro, e
intensidades luminosas 28 e 9 umol m? s, C. fusca LEB 111 mostrou capacidade de
acumular em maiores concentragdes, 14 € 16,2% (m m™') o polimero PHB com adigiio de
arabinose e xilose respectivamente. Estudos revelam que cultivos utilizando glicose e acetato
de sodio como fonte de carbono organico, e bicarbonato de sédio como fonte de carbono
inorganico em diferentes concentragdes, influenciaram positivamente o acimulo de PHA’s
(MARTINS et al., 2014). Os cultivos com adicao de xilose, quando submetidos a fotoperiodo

18 h de luz e intensidade luminosa 58 e 28 pmol m? s’

respectivamente, atingiram
concentracio em torno de 3,5% (m m'), ndo diferindo estatisticamente entre si (p < 0,05)

(Tabela 1). Indicando que um dos fatores atuantes neste estudo, além da adicdo de pentoses
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foi a limitagdo de nitrogénio nas células de Chlorofitas, que desencadeou conversdo do
metabolismo microalgal para a redugdo da produgdo de proteinas ocorrendo acumulo de ATP.
Este que em excesso provoca a reducdo da fosforilagdo oxidativa, levando ao acumulo de co-
enzimas precursoras da produ¢do de PHB como NADH (WU; WU; SHEN, 2006; HONDO et
al., 2015). Assim como para os resultados obtidos para Chlorella fusca a quantidade de
nitrogénio disponivel em cultivo de microalgas da espécie Spirulina sp. foi fator determinante
para a elevar o rendimento de PHB, elevando a concentracdo de 10,2% para 40%, quando
reduzido o composto nitrogenado em 10% (0,25 g L") com extracdo via digestdo diferencial,
ndo quantificando somente compostos pertencentes a classe dos PHA’s (MARTINS et al.,
2014).

A modificagdo do fotoperiodo, com menores periodos de luz, atua no
metabolismo microalgal, desencadeando flutuagdes no balanco ATP/NADPH, auxiliando na
producdo de hidroxidos de carbono, pois esta relagdo atua como valvula de controle em
conjunto com a molécula de acetil-CoA da produ¢do de PHB (BAROUK et al., 2016). Com o
fotoperiodo 6 h de luz pode-se observar que as condigdes controle com intensidade luminosa

! sem redugiio do composto nitrogenado (NaNOs 1,5 g L) apresentaram

58 ¢ 9 umol m? s
valores de 5,3 e 5,7% (m m™), ndo diferindo estatisticamente entre si (p < 0,05). Acredita-se
durante a fotossintese as fases desta sdo direcionadas de acordo com o fornecimento de luz,
sendo a fase fotoquimica dependente da luz e uma fase escura bioquimica independente de
luz. Os compostos que sdo produzidos na fase dependente da luz, sdo utilizados na fase escura
para sintese de moléculas essenciais ao crescimento permitindo o crescimento celular mesmo
em condigdes de stress (BOUTERFAS; BELKOURA; DAUTA, 2006; UGWU; AOYAGI,
2012), o que foi evidenciado nos ensaios com adicdo de xilose e arabinose nas trés
intensidades luminosas estudadas, onde mesmo com baixos periodos de luz ocorreu a
formacao de PHB.

Os resultados obtidos demonstram que a producdao de PHB por Chlorofitas deve
ser mais explorada uma vez que, as vias de producdo sdo consolidadas somente em
cianobactérias. As modificacdes fisicas de periodicidade de luz e intensidade luminosa,
aliados a adi¢do de pentoses e reducdo do nitrogénio, indicam que os processos desenvolvidos
no presente estudo auxiliam a demonstrar que a producao de PHB por Chlorofitas ¢ possivel.
Indicando mecanismos intracelulares e possibilitando a futura identificagdo de rotas para
complementar a producao direcionada de biomoléculas especificas no campo da biotecnologia

microalgal.
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3.3 COMPOSICAO DA BIOMASSA

De acordo com a Tabela 2, pode-se observar que no presente estudo ocorreu
incremento no teor de carboidratos (38,7% m m'') para a condigdo controle com intensidade
luminosa intermediaria (28 umol m?s') e 6 h de fornecimento de luz. A periodicidade de 18
h de luz e intensidade luminosa 58 e 28 pmol m? s™! forneceu resultados positivos quanto a
producio de carboidratos, resultando em 26,5 e 24,5% (m m™') nos ensaios com adi¢do de
xilose (Tabela 2). Tais respostas indicam que o ciclo de Calvin o qual ¢ responsavel por
produzir agicares que serdo acumulados nos plastideos, foi desviado para a produgdo de
outros compostos, ndo sendo os compostos de reserva (carboidratos) ou componentes de
parede (TRIVEDI et al., 2015).

Deamici et al. (2016) determinaram em células de Chlorella fusca 25,2% de
carboidratos, quando esta foi submetida a condigdo igual ao controle deste estudo BG-11
(RIPKA, 1979) em reator tubular. Sendo estes resultados semelhantes aos resultados obtidos
para a condi¢do controle no presente estudo (21,8% m m™) com intensidade luminosa 58
umol m? s e 12 h de periodo de luz. A sintese de carboidratos pode ser resultado de
estimulos dos sistemas envolvidos nas rea¢des de Calvin-Benson, uma vez que os produtos
das reagdes de luz deste metabolismo sdo a produgdo de ATP e NADPH, estes que sdo
utilizados para fixar carbono em agucares (ZHANG et al., 2015).

A maior concentracdo de proteinas foi obtida com adi¢do de xilose e 6 h de
fornecimento de luz e intensidade luminosa 58 pmol m?s!, apresentando diferenga estatistica
significativa (p < 0,05) das demais condigdes com 53,2% (m m™') (Tabela 2). Por sua vez a
concentragdo proteica € estimulada, por vias metabolicas que reduzem a fixagdo de carbono
para producdo de carboidratos, resultando em maiores teores de proteinas. A oscilagdo na
composicao bioquimica da Chlorella pode ser resultado da modificagdo do fornecimento de
periodos de luz, onde menores fotoperiodos possuem caracteristicas de modificar a
permeabilidade das membranas celulares, ajustando assim a forma e quantidade de absor¢ado e

assimilagdo de nutrientes do meio de cultivo (MAEDA; THOMPSON, 1986).
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Tabela 1 - Contetido de carboidratos (% m m™), proteinas (% m m™) e lipidios (% m m™")
(media = desvio padrao) para a biomassa de Chlorella fusca LEB 111, submetida a
modifica¢do no fotoperiodo, intensidade luminosa (I, pmol m? s™!) e fontes de carbono.

Fotoperiodo 18 h luz

l;;:;zif I Carboidratos Proteinas Lipidios
Controle | 58 22,6+1,18" 34,0+0,30cdete 20,5+2,9%defe
Xilose | 58 26,5+0,6' 47,9+0,2™ 22,3+0,280eh
Arabinose | 58 21,2+0,35eh 27,1+0,6 17,2+0,2%bd
Controle | 28 | 20,3<0,01%% 29,740,420 25,540,7"
Xilose | 28 24,5<0,01M 33,3£1,0bcdef 18,8+1,1bcdef
Arabinose | 28 19,240,79<1¢ 29,440,7%P 16,0+0,23-<
Controle 20,6+1,65%¢ 31,540,200.c4d 16,4+0,6%><4
Xilose 18,6+0,1¢%ef 29,5+0,7%b 24,7+0,2¢h
Arabinose | 9 17,0£0,1%¢ 33,9+0,20cdeke 17,9+0,33bcde
Fotoperiodo 12 h luz
Controle | 58 21,8+0,35eh 42,640,991 19,4044t
Xilose | 58 | 19,5+0,4%%0¢ 35,5+0,9¢deteh 19,5<0,015c4ef
Arabinose | 58 21,9+0,15¢h 38,5+0,2&h4 19,4044t
Controle | 28 11,5<0,01? 41,9+0,31%! 16,2+0,9%bcd
Xilose | 28 20,6+0,1%%¢ 37,141, 200eh 19,2<0,015c4ef
Arabinose | 28 | 16,4<0,01>¢4 37,6+1,8behi 18,4<0,01>cdef
Controle 17,0£0,9¢4¢ 40,0<0,01 M4k 16,0+0,3%b<
Xilose 15,0+1,4%5¢ 32,8<0,01bcde 22,142,8%58h
Arabinose 19,40 3%efe 38,0+0,30hid 18,2+0,9%bcd
Fotoperiodo 6 h luz
Controle | 58 18,60, 1¢4ef 46,4+1,9tm 22,9<0,01%&h
Xilose | 58 13,1£0,3%0 53,2+0,3" 18,3+0,90¢d¢
Arabinose | 58 | 16,8+0,6%%4¢ 35,11 3%defe 14,9+0,6%°
Controle | 28 38,7+0,4 40,940,319k 17,0+0,3%bcd
Xilose | 28 16,240,454 31,041,3%b¢ 20,7+0,9¢e5e
Arabinose | 28 21,9+0,1%¢h 32,1<0,015¢4 18,6+0,8%cdef
Controle 21,6+1,75eh 43,6+0,5%bm 15,3+0,7%°
Xilose 9 | 19,3<0,01%cfe 36,0+0,4%e0eh 15,0+0,8*°
Arabinose 21,442,050 45,9+2,9m 13,5+0,1?

Controle: 0,02 g L' Na,COs; Xilose: 20 mg L' D-xilose; Arabinose: 20 mg L' L-arabinose.

*Letras mintsculas diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p <0,01).
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O tipo de reator, forma de condugdo de cultivo em conjunto com fatores como
intensidade luminosa e fotoperiodo, sdo essenciais para determinar qual mecanismo de
absor¢ao o micro-organismo ira adotar para a producdo das biomoléculas de interesse (XU;
IBRAHIM; HARVEY, 2016). Como demonstrado nos resultados obtidos, e por Freitas et al.
(2017) que com variagio de intensidade luminosa semelhante (33,7 pmol m?s™), porém com
cepa de C. minutissima e fotobiorreator do tipo reaceway, alcangou incremento protéico
inferior ao encontrado no presente estudo com adicao de pentoses.

No presente estudo observa-se valores superiores de lipidios aos encontrados por
Deamici et al. (2016) (13%) com cepa de C. fusca em meio de cultivo BG-11 ocorreu
incremento na concentra¢ao de lipidios para os trés fotoperiodos estudados, sendo que para

'a maior

adi¢do de xilose, fotoperiodo de 18 h de luz e intensidade luminosa 9 pmol m™ s
concentracdo lipidica foi 24,7% (m m™). Este incremento no teor lipidico é consequéncia da
deficiéncia de nitrogénio, redugdo da luminosidade e adicdo de pentoses. O estudo realizado
por Xu, Ibrahim e Harvey (2016), determinou que o estresse causado pela redugdo do
composto nitrogenado ou por exposicao ao excesso de luz estd relacionado com o aumento do
teor lipidico em especifico os triacilglicer6is.

Quando os cultivos microalgais sdo expostos a condigdes de estresse, pode ocorrer
o acumulo lipidico, e sob condi¢des Otimas de cultivo, as microalgas tendem a utilizar a
energia disponivel para multiplicacdo celular (SHIVANI et al., 2015). Tal modificacdo do
metabolismo foi identificado no presente estudo e por Duarte e Costa (2018), para estes
autores a variacao da intensidade luminosa com diodos azuis nos cultivos de Chlorella fusca,
levou ao incremento na produgdo de lipidios para 23% e 22,7% com intensidade luminosa 100
e 150 umol m™s™!, respectivamente.

A reducdo da concentracdo celular aumenta a quantidade de luz disponivel as
culturas dos cultivos, podendo favorecer o acumulo lipidico (SEOANE; MANFREDI;
CYRAS, 2015). A tendéncia de incremento nos teores lipidicos em células microalgais em
conjunto com a menor producdo de biomassa foi identificada no presente estudo. Com adi¢ao
de xilose, fotoperiodo de 6 h de luz e intensidade luminosa 28 pmol m? s ocorreu baixo
crescimento celular, com aumento de lipidios (20,6% m m™), assim como para intensidade
luminosa 9 umol m~ s de mesmo fotoperiodo,obteve-se 15% (m m™) de lipidios. Acredita-se
que a disponibilidade de carbono fornecido a microalga Chlorella fusca em conjunto com a
variagdo de intensidade luminosa e periodicidade de luz, proporcionou acumulo de
biomoléculas como carboidratos, proteinas e lipidios em elevadas concentra¢cdes na biomassa

final.
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3.4 COMPOSICAO DE CLOROFILAS

Durante as primeiras 48 h de analise pode-se observar que os niveis de clorofila
aumentaram para as intensidades luminosas 58 e 9 umol m™ s™! (Apéndice 3), com excecio
para os ensaios com fornecimento de 6 h de luz. Apos este primeiro periodo ocorreu oscilagao
no acumulo de pigmentos em conjunto com a variacao das condi¢des de fornecimento de
intensidade luminosa (58, 28 ¢ 9 umol m2s!) e adicdo de pentoses. A reducdo de nitrogénio
desencadeia diversas respostas metabolicas em microalgas, como a degradacdo dos compostos
e a alteragdes nos pigmentos fotossintéticos (FREITAS et al., 2016). Além disso, o consumo
de nitrogénio fornecido aos cultivos resultou na oscilagdo dos pigmentos Chl-a e Chl-b,
promovendo redu¢ao na quantidade destes e com isso no teor de clorofila total.

A exposi¢do prolongada a luz ¢ conhecida por induzir a fotoinibi¢do, resultando
em fotossistemas menos funcionais e por consequéncia diminuicdo do rendimento
fotossintético (BAROLI; MELIS, 1988). O que nao foi observado no presente estudo para os
ensaios com 18h de luz e intensidade luminosa 58 pmol m2 s (Apéndice 3 Figura 1 a), uma
vez, que nessas condigdes ocorreu incremento ao longo do periodo de cultivo para todas as
condi¢des nutricionais estudadas. Exceto para o comportamento observado para o 4° dia onde
a reducdo na concentragao de pigmentos totais.

Com o fornecimento de 12 h de luz e intensidade luminosa 58 pmol m? s foi
obtido o maior contetido de pigmentos 6,1 pg mL™!, na condigio controle (Apéndice 3 Figura
b). No decorrer do experimento ocorreu redu¢do dos pigmentos fotossintetizantes para esta
mesma condi¢do. Demonstrando que o meio BG-11, sob condi¢des controle nao foi suficiente
para manter estaveis as concentragdes de pigmentos e funcionamento adequado do aparato
fotossintetizante. Para as condi¢des com adigdo de xilose e arabinose, o conteudo de
pigmentos foi 8,2 € 7,2 pg mL™!, para a condi¢do de intensidade luminosa 28 pmol m? s e
periodo de 12 h de luz no 10° dia de cultivo. A partir do 6° dia de experimento pode-se
observar (Apéndice 3 Figura 1 a) que ocorreu a degradacdo dos pigmentos nas condigdes
submetidas a adicao de pentoses.

Chokshi et al. (2015) mencionam que o estimulo da produgdo de clorofila, ¢
indicador indireto quanto ao crescimento celular, pois a absor¢ao celular pode estar sendo
afetada pela variagdo de fotons emitidos aos cultivos. Acredita-se que esta relacdo foi
obtidanos experimentos com fornecimento de 18 h de luz e maior intensidade luminosa, nas

condig¢des controle, xilose e arabinose (Apéndice 3 Figura b).
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O conteudo de pigmentos na menor intensidade luminosa com fotoperiodo de 6 h
de luz demonstra que as células de Chlorella fusca, podem ter utilizado as pentoses para
suprir a respiracao celular, levando oscilagdo nas concentragdes de pigmentos (Apéndice
Figura c).

Pode-se observar que a menor intensidade luminosa (9 umol m2s™) no 2° dia de
cultivo, para os trés fotoperiodos estudados (18 h,12 h e 6 h de luz) em conjunto com a adi¢ao
de pentoses (xilose arabinose), foram as condigdes as quais demonstraram maiores
concentragdes de clorofila total com 2,72 ug mL™! para xilose, 2,75 pg mL™! para arabinose e
3,5 ng mL! para xilose. A reducio dos espectros de luz fornecidos ao micro-organismo em
conjunto com a adicdo de pentoses forneceram condi¢des para manter aconcentragdo de
pigmentos fotossintetizantes. Indicando que a adi¢do de pentoses pode contribuir para maior
eficiéncia fotossintética (FREITAS et al., 2016), mesmo em menores intensidades luminosas,
uma vez que as variacdes nos teores de clorofila podem ocorrer como resposta as
modificac¢des de fatores fisicos como aeragdo e/ou disponibilidade de nutrientes (DEAMICI et
al., 2016).

Com 6 h de fornecimento de luz e intensidade luminosa 9 pmol m? s, foi
possivel quantificar a produgdo de pigmentos para os dias 2 e 4. Enquanto que para os ensaios
utilizando pentoses e controle com intensidade luminosa 58 e 28 pmol m™ s™!, proporcionou
pequeno ou nenhuma producdo de pigmentos. Os dados obtidos sugerem que as células de
Chlorella fusca ajustaram seus fotossistemas para alcancar melhores taxas fotossintéticas
mesmo quando expostas a baixa intensidade luminosa (XU; IBRAHIM; HARVEY, 2016).
Em condig¢des de pouca luz, as microalgas realizam adaptagdes internas, como o aumento no
contetido de clorofila para que ocorra maior eficiéncia na captura de luz (CARVALHO et al.,
2011; DEAMICI; SANTOS; COSTA., 2018), fendmeno que pode ser observado no presente
estudo. Freitas et al. (2016) determinaram que a limita¢do de nitrogénio em conjunto com a
utilizacao de pentoses ndo desencadeia menores teores de pigmentos fotossintetizantes, sendo
esta degradagdo o primeiro sintoma da auséncia de nutrientes para a microalga.

Com a adi¢do de pentoses, ocorreu incremento nos teores de clorofila total para a
menor intensidade luminosa estudada nos trés fotoperiodos estudados (18 h, 12 h e 6 h de
luz). Pode-se identificar que para menores intensidades luminosas ocorreu elevacio dos teores
de pigmentos como mecanismo de defesa para que ndo ocorra morte celular da cepa de
Chlorella fusca LEB 111, uma vez que um dos principais fatores que afetam a biossintese de

clorofila € a intensidade luminosa.
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3.5 PERFIL PROTEICO

Os perfis de proteinas observados por analise de SDS-PAGE, revelaram diferentes
contetidos protéicos nos experimentos com adi¢do de pentoses, reducdo do composto
nitrogenado, variacdo de intensidade luminosa e periodicidade de luz ao longo dos 10 dias de
cultivo para Chlorella fusca (Figura 2). Os experimentos 0s quais ndo apresentaram
modificag¢do no perfil protéico estdo apresentados nos Apéndices.

A periodicidade de luz de 18 h desencadeou modificacdo no perfil de proteinas,
sendo caracterizada pelo incremento detectado nas bandas da Rubisco de Chlorella fusca LEB
111, para a intensidade luminosa intermediaria 28 pmol m? s’!. Para a condi¢do controle
(Figura 2 a) pode ser observado degradag@o nos pogos correspondentes aos dias 0 ¢ 4 seguido
de incremento nos ensaios com xilose (Figura 2 b) nos pocos 2, 4, 6 ¢ 8 e para arabinose nos
dias 4, 6 e 10 de experimento (Figura 2 c¢). Os niveis de proteinas entre os dias 4 e 6 de cultivo
com adicdo de pentoses e intensidade luminosa intermediaria fornecida, apresentaram maior
incremento da enzima Rubisco, indicando que para estes periodos podem ter ocorrido maiores
taxas fotossintéticas e por consequéncia menores degradagdes desta enzima nos ensaios com
pentoses.

A modificagdo da fonte de carbono no presente estudo, em conjunto com a
reducdo da periodicidade de luz (12 h) e 58 umol m™ s™! desencadeou um possivel incremento
no perfil da enzima Rubisco (aproximadamente 56 KDa) (Figura 2 e,f). Esta enzima catalisa a
fixacdo de didxido de carbono a ribulose-1,5-bifosfato no ciclo de Calvin, produzindo 3-
fosfoglicerato, sendo essencial para ocorréncia da fotossintese (ESQUIVEL et al., 2006). De
acordo com a Figura 2 foi observado que as maiores modifica¢des nos perfis protéicos foram
alcangadosnas condi¢des com adicdo de 20 mg L xilose e de arabinose, associadas a redugio
de 50% do composto nitrogenado.

As células expostas a intensidade luminosa intermedidria em conjunto com adi¢ao
de pentoses, desencadeou uma possivel elevacdo na atividade fotossintética de Chlorella
fusca LEB 111, podendo ser identificada pela maior visibilidade das bandas da enzima
Rubisco. Quando reduzida a intensidade luminosa de 58 para 28 umol m™ s e fornecimento
de 12 h de luz, foi possivel a visualizagcdo mais acentuada da enzima Rubisco, desde o inicio
dos cultivos para os ensaios com adicdo de xilose (pocos 0 & 10, Figura 2 h) e arabinose
(pocos 0 4 10; Figura 2 1). Foi observado incremento nas bandas para a condigdo controle

(Figura 2 g) nos tempos de cultivo 0 e 4 dia.
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Figura 2 - Anélise de SDS-PAGE dos experimentos com Chlorella fusca LEB 111,
submetida a: fotoperiodo 18 h de luz e intensidade luminosa 28 pmol m? s™! (a) Controle, (b)
Xilose e (c) Arabinose; fotoperiodo 12 h de luz e intensidade luminosa 58 pmol m? s™! (d)
Controle, (e) Xilose e (f) Arabinose; intensidade luminosa 28 pmol m? s’ (g) Controle, (h)
Xilose e (i) Arabinose; fotoperiodo 6 h de luz e intensidade luminosa 58 umol m2s, (j)
Controle, (k) Xilose e (1) Arabinose.
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Freitas et al. (2017) com culturas expostas a intensidade luminosa 8,44 pmol m™
s com Chlorella minutissima, também observaram maiores intensidades de banda para
Rubisco. Acredita-se que a enzima Rubisco por possuir papel fundamental na agdo
fotossintética e ser caracterizada por possuir atividade estdvel em condi¢des normais, ao ser
submetida a condi¢des de estresse pode intensificar sua atividade para manutencdo celular,
tornando possivel sua detec¢do em maiores niveis (ESQUIVEL; FERREIRA; TEIXEIRA,
1998; FREITAS et al., 2017).

Com a periodicidade de 6 h luz pode-se observar uma tendéncia de modificacao
mais acentuada no perfil protéico, com intensidade luminosa 58 pumol m™ s!. As bandas
correspondentes a enzima Rubisco, intensificaram seus niveis para condi¢dao controle, como
observado nos pocos 2, 4, 6, 8 e 10 (Figura 2 j). Com adicao de xilose (pogo 10) (Figura 2 k),
pode-se perceber uma maior degradacdo dos niveis da Rubisco. O incremento na intensidade
das bandas ¢ diretamente afetado pela concentragdo da biomassa que esta sendo analisada nos
cultivos. Menores periodos de luz induziram a menores crescimentos microalgais, ndo
ocorrendo producao significativa de Rubisco. Estas respostas indicam que menores tempos de
exposicao a luz (6 h) em conjunto com adi¢do de pentoses, podem ndo suprir a demanda

fotossintética necessaria para producdo da enzima.

4 CONCLUSAO

Com a periodicidade de 18 h de luz e suplementagio de xilose (20 mg L) foi
obtida a melhor resposta quanto ao crescimento celular maximo (0,80 g L!). Quanto a
producao de PHB o menor tempo de fornecimento de luz de 6 h e intensidade luminosa 28
umol m s induziu os sistemas microalgais para producio de 17,4% (m m') de PHB quando
suplementado com xilose. A redu¢do do composto nitrogenado juntamente com adi¢do de
pentoses e fornecimento de 6 h de luz e intensidades luminosas 58 umol m™? s aos
experimentos, desencadeou um maior conteudo de proteinas 53,2% (m m') com o
fornecimento de maiores tempos de exposi¢ao 4 luz (18 h) e menor intensidade proporcionou
condi¢des para elevar a concentragdo lipidica (24,7% m m'). A redugdo em 50% do
composto nitrogenado e adi¢ao de pentoses desencadearam a possivel producdo mais elevada
de Rubisco nos fotoperiodos de fornecimento de 12 h e 18 h de luz nas menores intensidades
luminosas estudadas (28 € 9 pmol m™s™!). Os resultados obtidos demonstram a capacidade da

cepa de Chlorella fusca acumular PHB e proteinas, através da metabolizacdo de pentoses e

modificagdes da periodicidade de luz em conjunto com diferentes intensidades luminosas.
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CONCLUSAO GERAL

O estudo identificou que a microalga Chlorella fusca LEB 111, quando submetida
a maiores periodos de luz (18 h e 12 h), resultaram em perfis de crescimento superior. O
maior crescimento celular (0,80 g L) foi obtido com fotoperiodo 18 h de luz e intensidade

! com adicdo de xilose.

luminosa 58 pmol m™' s°

O fornecimento de pentoses auxiliou no aumento da produtividade de biomassa da
cepa em estudo. A maior produtividade de biomassa foi obtida no fotoperiodo 18 h de luz e
58 umol m? s atingindo 0,06 g L' d! para xilose, seguida de 12 h de luz e intensidade
luminosa 28 umol m™!' s! também com adigdo de xilose (0,06 g L™ d'!). O fornecimento de 12
h de luz e maior intensidade luminosa levou ao maior velocidade especifica de crescimento
(0,16 d') para os ensaios com xilose. Para os trés fotoperiodos estudados a intensidade
luminosa atuou como potencializador do crescimento celular, onde quanto maior a
intensidade luminosa fornecida, maior o crescimento celular e velocidade especifica maxima
de crescimento.

Nao foi observada morte celular com fornecimento de 6 h de luz para as trés
intensidades luminosas estudadas (58, 28 e 9 pmol m™ s™). A adi¢do de pentoses (xilose e
arabinose) proporcionou maiores crescimentos celulares que as condi¢des controle, indicando
que as pentoses contribuiram positivamente com a razdo C/N para a manutencdo e
crescimento celular mesmo com menores tempos de fornecimento de luz para Chlorella fusca
LEB 111.

Menores intensidades luminosas promoveram maiores concentragdes de
pigmentos (clorofila a e b), indicando maiores taxas fotossintéticas no micro-organismo para
suprir a condicdo de baixos fornecimentos de luz, em todos os fotoperiodos estudados. A
adicao de xilose e arabinose em conjunto com a redugdo do composto nitrogenado, estimulou
o acumulo de macromoléculas na microalga. A maior concentragao lipidica foi obtida para os
ensaios com 18 h de luz e menor intensidade luminosa (9 pmol m™!' s!) atingindo 24,7% (m m’
). A adigdo de pentoses em conjunto com modificacdes no periodo de luz para 6 h de luz
desencadeou aumento do contetido protéico (53,2% m m') e redugdo da concentragio de
carboidratos. O perfil protéico demonstrou que adi¢cdo de pentoses em conjunto com a
reducdo do composto nitrogenado em 50% e reducdo das intensidades luminosas, afetaram
positivamente quanto a atividade da enzima Rubisco (56 kDa).

A produgdo de poli-hidroxibutirato por Chlorella fusca LEB 111, foi obtido neste

trabalho,sendoeste o primeiro estudo vinculando cepas de Chlorofitas 4 modificagdes fisicas e
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nutricionais, desencadeando a producao de polimeros biodegradéaveis de origem microalgal. A
modificacdo dos periodos de luz e intensidades luminosas em conjunto com a redugdo de
nitrogénio em 50% e adicdo de 20 mg L' de D-xilose e L-arabinose, promoveram aumento da
concentracio de PHB, produzindo um teor maximo de 17,4% (m m™") do polimero.

Foi evidenciado que modificagdes de periodos de luz em conjunto com a
substituicdo de pentoses pela fonte tradicional de carbono promoveu crescimento celular e
acimulo de biomoléculas como proteinas e lipidios, em conjunto com a identificacdo de
elevadas concentragdes de poli-hidroxibutirato. O presente estudo colabora com a
compreensdo dos mecanismos adaptativos da cepa de Chlorella fusca LEB 111, indicando sua
potencialidade na producdo de moléculas com caracteristicas biotecnoldgicasa partir de
processos menos onerosos devido a redug@o de energia para sua producdo em conjunto com a

potencialidade do uso de residuos lignoceluldsicos em cultivos microalgais.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar diferentes tempos de exposi¢do a luz, para avaliar a composi¢ao da biomassa e
perfil protéico de Chlorella fusca e outras microalgas da cole¢do do Laboratorio de
Engenharia Bioquimica.

Estudar o uso de diferentes fotobiorreatoressubmetidos a modifica¢ao nutricional com
adi¢ao de pentoses e variagdo de periodos de luz e intensidades luminosas.

Estudar a diferentes concentracdes de nitrogénio disponibilizados aos cultivos de
Chlorella fusca com adi¢ao de pentoses.

Estudar o uso de diferentes concentragdes das fontes de nitrogénio e fosforo durante os
cultivos microalgais, para estimular a produgao de PHB.

Estudar diferentes formas de extra¢ao do polimero obtido e realizar sua caracterizagdo
quanto a propriedades fisicas e mecanicas.

Estudar possiveis aplicagdes para as proteinas obtidas.

Estudar a aplicacao de residuo lignoceluldsico bruto nos cultivos.
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APENDICE 1 - Curva padrio da microalga Chlorella fusca LEB 111.
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APENDICE 2 - Curva padrio de poli (4cido 3-hidroxibutirico-co-3-hidroxivalérico) 88
mol% HB e 12 mol% HV (Sigma Aldrich).
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APENDICE 3 - Conteudo de clorofila em culturas de Chlorella fusca LEB 11, sob
variacdo da intensidade luminosa (58, 28 e 9 pumol m™ s™!) e adi¢do de xilose, arabinose e
controle nos cultivos (a) com fotoperiodo 18 h de luz (b) 12 h de luz e (c) 6 h de luz.
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APENDICE 4 - Analise de SDS-PAGE dos experimentos com Chlorella fusca LEB 111, que
ndo apresentaram aparecimento significativo da enzima Rubisco, submetida a: fotoperiodo 12
h de luz e intensidade luminosa 9 pmol m™ s™! (a) Controle, (b) Xilose e (c) Arabinose;
fotoperiodo 18 h de luz e intensidade luminosa 58 umol m™ s (d) Controle, (e) Xilose ¢ (f)
Arabinose; intensidade luminosa 9 umol m™s™! (g) Controle, (h) Xilose e (i) Arabinose;
fotoperiodo 6 h de luz e intensidade luminosa 28 umol m2s™! (j) Controle, (k) Xilose e (1)
Arabinose; intensidade luminosa 9 umol m™ s™!(m) Controle, (n) Xilose e (0) Arabinose.
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APENDICE 5 - Cromatograma do padrio externo nos tempos de retengdo 3,9 (3HB) ¢ 4.8
(3HV) (a), da biomassa de Chlorella fusca LEB 111 nos tempos de retencao 3,9 (3HB) e
4,8 (3HV) (b) e sobreposicao dos cromatogramas (c).
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APENDICE 6 - Cromatogramas do padrio externo nos tempos de retengio 3,9 (3HB) ¢ 4,8
(3HV) do PHB contido na biomassa de Chlorella fusca LEB 111, submetida a variacao de
fotoperiodo e intensidade luminosa.

Fotoperiodo 12h de luz e intensidade luminosa 58 pmol m2 s™!
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Fotoperiodo 12h de luz e intensidade luminosa 28 pmol m2 s™!
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Fotoperiodo 12h de luz e intensidade luminosa 9 pmol m2 s™!
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Fotoperiodo 18h de luz e intensidade luminosa 58 pmol m2 s™!
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Fotoperiodo 12h de luz e intensidade luminosa 28 pmol m2 s
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(q) Experimento com adi¢do de Xilose (0,75 g L'! NaNOs; 0,02 g L''D-Xilose)

5.0 7.5 10.0 12.5

15.0

min

5 uV(x10,000
-“ Chromatogr: aT

4.0
3.0

2.0

0.0——m

"

"

N

2.5

5.0 7.5 10.0 12.5

15.0

min

103

(r) Experimento com adi¢do de Arabinose (0,75 g L' NaNOs; 0,02 g L' L-Arabinose)
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Fotoperiodo 6h de luz e intensidade luminosa 58 pmol m s™!

(s) Experimento controle (1,25 g L' NaNOs; 0,02 g L Na,COs)

uV(x10,000
Chromatograrh

5.

4.0

3.0

2.0

0.0 WMMJJ ULW\

255 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

(t) Experimento com adi¢do de Xilose (0,75 g L' NaNO3; 0,02 g L''D-Xilose)
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(u) Experimento com adi¢do de Arabinose (0,75 g L' NaNOs; 0,02 g L'L-Arabinose)
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Fotoperiodo 6h de luz e intensidade luminosa 28 pmol m2 s’!
(v) Experimento controle (1,25 g L NaNOs; 0,02 g L! Na,COs)
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(w) Experimento com adi¢do de Xilose (0,75 g L'! NaNOs; 0,02 g L''D-Xilose)
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(x) Experimento com adi¢do de Arabinose (0,75 g L' NaNOs; 0,02 g L' L-Arabinose)
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Fotoperiodo 6h de luz e intensidade luminosa 9 pmol m2 s°!

(y) Experimento controle (1,25 g L' NaNOs; 0,02 g L! Na,COs
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(z) Experimento com adi¢do de Xilose (0,75 g L' NaNO3; 0,02 g L''D-Xilose)
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(a) Experimento com adi¢do de Arabinose (0,75 g L' NaNOs; 0,02 g L' L Arabinose)
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