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RESUMO

As microalgas podem ter sua biomassa utilizada para a alimentacéo, além de terem potencial
industrial para a producdo de produtos de alto valor agregado, como &cidos graxos essenciais.
Em funcéo disso, a area de biotecnologia microalgal incentiva a busca por novas tecnologias
que tornem viaveis a aplicacdo das microalgas na industria. Para isso, uma alternativa é a
suplementacdo de fitohormonios nos cultivos microalgais. Esses podem causar efeitos no
crescimento e alterar rotas metab6licas de producdo de compostos, assim como fazem em
plantas. Neste contexto, este trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacédo dos
fitohormonios acido 3-indolacético (AlA) e trans-zeatina (tZ) nos cultivos de Spirulina sp. LEB
18 e Chlorella fusca LEB 111. Para ambas microalgas a suplementacdo de 0,01; 0,1; 1 e
10 mg L™ de AlA e tZ foram avaliadas, além de misturas dos dois fitohormonios em diferentes
proporgdes (0,01 tZ: 1 AlA; 0,1 tZ: 01, AIA; 1 tZ: 0,01 AIA mg L™). Os experimentos foram
divididos em grupo GD, no qual foi realizada amostragem diaria e grupo G10, com amostragem
a cada 10 dias. Os experimentos foram conduzidos indoor em duplicatas por 30 dias, de forma
descontinua. As respostas quanto ao crescimento microalgal foram obtidas a partir da
quantificacdo de biomassa e parametros cinéticos de crescimento. A caracteriza¢ao da biomassa
foi realizada pela determinacdo do conteudo de carboidratos, lipidios, proteinas e perfil
proteico. Os resultados obtidos mostraram que os fitohormoénios AlA e tZ séo eficientes para
estimular o crescimento das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 e
versateis para induzir a producéo de biomoléculas de interesse. As concentracfes maximas de
biomassa foram obtidas para ambas microalgas com condices de suplementacdo de AlA e
menor frequéncia de amostragem (G10). Nos experimentos com Spirulina a concentragdo
méaxima de biomassa foi 3,7 g L com a adigdo de 1 mg L™ de AIA. Da mesma forma a
suplementagdo de 0,1 e 1 mg L de AIA nos cultivos de Chlorella teve como resposta aumentos
nas concentracdes maxima de biomassa (2,2 g L7). Além disso, o conteido de
macrocomponentes foi aumentado atingindo valores de até 70% de proteinas (com
suplementacdo de 1 mg L™ AIA G10), 21% de carboidratos (com adigdo de10 mg L™ AIA G10)
e 25% de lipidios (com uso de 0,1 mg L™ AIA GD) nos cultivos de Spirulina. Nos experimentos
com Chlorella, as suplementagGes de 0,1 e 1 mg L de AIA, 0,01 mg L e 0,1 de tZ e a mistura
de 0,01 mg L detZ e 1 mg L de AIA foram eficientes para aumentar o contetido de lipidios
(34%), proteinas (50%) e carboidratos (32%), respectivamente. Além disso, ao acompanhar a
morfologia das células durante os cultivos se observou que os fitohorménios proporcionaram
alongamento acentuado nas células de Spirulina. Sendo assim, a suplementacdo de
fitohormdnios se mostrou uma alternativa versatil e promissora para aumentar a producao de
biomassa e biomoléculas em microalgas, principalmente para aplicacdo em industrial, pois tem
a capacidade de agregar aumento no acimulo de biomassa e biomoléculas.

Palavras-chave: Auxina. Biomassa. Biomolécula. Biotecnologia. Citocinina. Microalga.






ABSTRACT

CULTIVATION OF Spirulina sp. LEB 18 E Chlorella fusca LEB 111
SUPPLEMENTED WITH THE PHYTOHORMONES 3-INDOLACETIC ACID AND
trans-ZEATIN

Microalgae can have their biomass used for food, as well as having industrial potential for the
production of high added value products, such as essential fatty acids. Because of this, the area
of microalgal biotechnology encourages the search for new technologies that make feasible the
application of microalgae in industry. For this, an alternative is the supplementation of
phytohormones in microalgal cultures. These can cause growth effects and alter metabolic
pathways of compound production, just as they do in plants. In this context, the objective of
this work was to evaluate the effects of the supplementation of phytohormones 3-indoleacetic
acid (IAA) and trans-zeatin (tZ) on Spirulina sp. LEB 18 and Chlorella fusca LEB 111. For
both microalgae the supplementation of 0.01; 0.1; 1 and 10 mg L* of IAA and tZ were
evaluated, in addition to mixtures of the two phytohormones in different proportions (0.01 tZ:
1 1AA, 0.1tZ: 01, IAA, 1tZ: 0.01 IAA mg L™?). The experiments were divided in GD group,
in which daily sampling and G10 group, with sampling every 10 days. The experiments were
conducted indoor in duplicates for 30 days, discontinuously. Responses for microalgal growth
were obtained from the quantification of biomass and kinetic growth parameters. The biomass
characterization was performed by determining the carbohydrate, lipid, protein and protein
profile content. The results obtained showed that the phytohormones IAA and tZ are efficient
to stimulate the growth of Spirulina sp. LEB 18 and Chlorella fusca LEB 111 and versatile to
induce the production of biomolecules of interest. Maximum biomass concentrations were
obtained for both microalgae with IAA supplementation conditions and lower sampling
frequency (G10). In the experiments with Spirulina the maximum concentration of biomass
was 3.7 g L with the addition of 1 mg L? of IAA. Likewise, supplementation of 0.1 and
1 mg L of IAA in Chlorella cultures resulted in increases in the maximum concentrations of
biomass (2.2 g L%). In addition, the content of macrocomponents was increased to values of up
to 70% of proteins (with supplementation of 1 mg L™ IAA G10), 21% of carbohydrates (with
addition of 10 mg L™ IAA G10) and 25% of lipids (using 0.1 mg L™ IAA GD) in Spirulina
cultures. In the experiments with Chlorella, supplements of 0.1 and 1 mg L of 1AA,
0.01 and 0.1 mg L* of tZ and the mixture of 0.01 mg L? of tZ and 1 mg L of IAA were
efficient to increase the content of lipids (34%), proteins (50%) and carbohydrates (32%),
respectively. In addition, monitoring the cell morphology during cultivations showed that
phytohormones provided marked elongation in Spirulina cells. Thus, phytohormone
supplementation has proved to be a versatile and promising alternative to increase the
production of biomass and biomolecules in microalgae, mainly for industrial applications, since
it has the capacity to increase the accumulation of biomass and biomolecules.

Keywords: Auxin. Biomass. Biomolecules. Biotechnology. Cytokinin. Lipids. Microalgae.
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1 INTRODUCAO

Microalgas sdo fontes de carboidratos, proteinas, lipidios, pigmentos e
antioxidantes. A producdo e composicao da biomassa microalgal pode ser manipulada por meio
de algumas condic6es para maior producdo do metabdlito de interesse. Variagdes nas condices
de cultivo como temperatura, intensidade luminosa, pH, salinidade e composicdo do meio de
cultura sdo alguns dos fatores que tornam isso possivel (KIM, 2015).

As cianobactérias do género Spirulina se destacam pelo alto valor nutricional, pois
possuem elevado teor proteico, acidos graxos poli-insaturados, minerais e pigmentos. Devido
a isso sdo muito aplicadas na industria alimenticia (SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017). As
microalgas do género Chlorella, nos ultimos anos, recebem atencdo por serem ricas em lipidios,
0 que as torna potenciais matérias-primas para producéo de biodiesel (SATI et al., 2019).

Entretanto, apesar de todo o potencial de aplicagdo desses microrganismos, ainda
hoje s@o estudadas formas de cultivo que aumentem a producdo de biomassa e biomoléculas de
forma sustentavel e econdmica (ABINANDAN et al., 2019; UGGETTI et al., 2018). Para isso,
uma alternativa € suplementar o0s cultivos microalgais com fitohorménios
(LV et al., 2019). Essas substancias sdo conhecidas por atuarem em plantas, influenciando o
crescimento e ajustando varias rotas metabolicas (DILWORTH; RILEY; STENNETT, 2017).
Além disso, alguns autores como Kozlova; Hardy e Levin (2018), Renuka et al. (2017) e
Yu et al. (2018) relataram que a suplementacdo de fitohormdnios em cultivos microalgais €
eficiente para aumentar a producéo de biomassa e biomoléculas, principalmente lipidios.

Sendo assim, este estudo visou obter respostas a respeito da suplementacdo de
fitohormdnios em cultivos de dois tipos de microalgas, eucaridticas e procaridticas, levando em
consideracdo as diferencas de cada uma. Além disso, buscou-se definir o fitohormdnio e
concentracdo mais adequados para aumentar a producdo de biomassa e biomoléculas, sendo
possivel inclusive induzir a producdo de uma molécula de interesse. Dessa forma, acredita-se
que pode ser fornecida uma base para o desenvolvimento de estratégias para a melhora na
producdo de microalgas baseadas na suplementacdo de fitohormdnios e assim, contribuir com

alternativas para tornar a biotecnologia microalgal mais eficiente.

1.1 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA

Diferentes condicdes de cultivo e aplicagdo da biomassa microalgal séo estudadas

pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade
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Federal do Rio Grande (FURG) desde 1996. Mais recentemente, tem-se estudos de aplicacéo
da biomassa microalgal no desenvolvimento de alimentos (LUCAS et al., 2018), suplementos
proteicos (PEREIRA; LISBOA; COSTA, 2018), nutricosméticos (MORO, 2017), e nanofibras
(VAZ; COSTA; MORAIS, 2019). E, quando se refere a forma de cultivo, os ultimos estudos
visam cultivos com aplicacdo de campo magnéticos (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2019),
diodos emissores de luz (LEDs) (DUARTE; COSTA, 2018), uso de fontes alternativas de
carbono organico (CASSURIAGA et al., 2018; MORAIS et al., 2019), efluentes industriais
(BRAGA et al., 2019), compostos quimicos (CARDIAS; MORAIS; COSTA, 2018; ROSA,;
MORAIS; COSTA, 2019) e biofixacdo de CO2 (MORAES et al., 2018). Além da obtencéo de
ficocianina (PRATES et al., 2018) e antioxidantes (COSTA et al., 2019) a partir desses
microrganismos. Ainda, os pesquisadores vém desenvolvendo trabalhos de isolamento de
microalgas como Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al., 2008) e Chlorella fusca LEB 111
(DUARTE; MORAIS, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacdo dos fitohorménios acido 3-indolacético e

trans-zeatina nos cultivos de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir o fitohormbnio e concentragdo que promovam maior crescimento das
microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111,

e Analisar a composicdo da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca
LEB 111 suplementadas com os fitohormonios trans-zeatina e &cido
3-indolacético;

e Observar modificacbes na morfologia das células de Spirulina sp. LEB 18 e
Chlorella fusca LEB 111 promovidas pela suplementacdo de 4&cido
3-indolacético e trans-zeatina;

e Avaliar a interferéncia da frequéncia de amostragem na disponibilidade de
fitohormdnio para consumo das células;

e Determinar o efeito sinérgico dos fitohorménios trans-zeatina e acido

3-indolacético nos cultivos de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111.






CAPITULO I
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICROALGAS

Microalgas sdo microrganismos que apresentam a capacidade de realizar
fotossintese. A classificagdo desses microrganismos é dada pelos constituintes da parede
celular, pigmentos e natureza quimica dos produtos de reserva. Também, para esse fim, podem
ser considerados aspectos citolégicos e morfoldgicos, tais como a ocorréncia de células
flageladas e sua estrutura, processos de formacdo do nucleo e divisdo celular, presenca e
caracterizacdo de envoltorio do cloroplasto e a possivel conexao entre o reticulo endoplasmatico
e a membrana nuclear (SINGH; SAXENA, 2015). Esses microrganismos podem apresentar
estrutura celular procariotica, como as pertencentes as divisdes Cyanophyta (cianobactérias) e
Prochlorophyta, ou eucariotica, como os organismos das Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta,
Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae,
Chrysophyceae, entre outros), Cryptophyta e Dinophyta (DERNER et al., 2006).

A biomassa microalgal vem sendo utilizada na alimenta¢édo humana ha seculos por
povos nativos do Chade, na Africa, e do lago Texcoco (Astecas), no México. A partir disso,
culturas comerciais de microalgas foram iniciadas nas décadas de 1960 (Chlorella) e 1970
(Spirulina) (RICHMOND, 2003). Sendo, até hoje, a maior aplicacdo industrial dos cultivos
microalgais, comercializada em forma de biomassa seca integral como suplemento alimentar
(JACOB-LOPES et al., 2019). Entretanto, a biomassa de algas pode ser utilizada para a
producéo de co-produtos industrialmente ou produtos de valor agregado como pigmentos, racao
animal, fertilizantes organicos, cosméticos, produtos quimicos, nutracéuticos e acidos graxos
essenciais (CHEW et al.,, 2017). Além disso, sdo consideradas potenciais fontes de
biocombustiveis de terceira geragdo como, biodiesel, biohidrogénio, bioetanol e biogas. Seu
cultivo pode trazer beneficios ambientais como, fitorremediacdo de aguas residuais e o
sequestro de CO2 (MATHIMANI; PUGAZHENDHI, 2019).

Essa diversidade de aplicacdo das microalgas se deve ao fato de que se pode, por
meio de fatores externos, induzir modificacdes metabdlicas nas células que levem a maior
producdo de um composto de interesse. Além da natureza de cada espécie, fatores como a
intensidade de luz, temperatura, pH, nutrientes e concentracdo de CO2 no meio de cultivo séo
fatores que afetam o crescimento e composicdo da biomassa (KIM, 2015). Em fungéo disso, a
area de biotecnologia microalgal incentiva a busca por novas tecnologias e formas de cultivo

que tornem viaveis, econbmica e ambientalmente, a aplicagdo das microalgas na industria.
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Principalmente se tratando de géneros de microalgas ja conhecidos e com mercado
estabelecido, mas que apresentem potencial para maiores aplicacbes, como Spirulina e
Chlorella (KHANRA et al., 2018).

Além da diferenca morfoldgica, Spirulina € um microrganismo procariotico e
Chlorella eucari6tico, sendo assim, apresentam diferentes sistemas fotossintéticos. Nos
procariotos a fotossintese ocorre em granulos ligados a membrana plasmatica e em eucariotos
ocorre nos cloroplastos (MARZZOCO; TORRES, 1999).

3.1.1 Spirulina

Microrganismos do género Spirulina (Figura 1), contém clorofila, o que os
classifica como microalgas pertencentes a classe de Cyanophyceae. Entretanto, devido a sua
estrutura procariotica, também sdo classificadas como cianobactérias (KORU, 2012). Spirulina
é um organismo multicelular e filamentoso que forma tricomas cilindricos com 1 a 12 um de

didmetro e se dispdem na forma espiralada, com até 1 mm de comprimento (VONSHAK, 1997).

Figura 1 - Microalga Spirulina sp. LEB 18

50 pm

Fonte: Laboratério de Engenharia Bioquimica — FURG.

Os requisitos de crescimento da microalga Spirulina sdo semelhantes aos das
plantas, entretanto as microalgas utilizam esses recursos de forma muito eficiente, apresentando
maior produtividade da biomassa (SUDHAKAR; PREMALATHA; RAJESH, 2014). Existem
diferentes composi¢cdes de meio de cultivo que podem ser utilizados para cultivar Spirulina,
sendo mais comum a utilizacdo do meio Zarrouk. Entretanto, 0 meio pode variar com as
condigdes de cultivo, mas essencialmente é constituido de nitrato, bicarbonato e certos ions
podem estar presentes como sulfato, cloreto, nitrato e sédio (PRAGYA; PANDEY; SAHOO,

2013). Entre os fatores fisicos, aeracdo e agitacdo sdo importantes para proporcionar
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distribuicdo homogénea das células em todo o sistema para garantir exposi¢do adequada a luz.
Em questdes de temperatura e pH, as faixas ideais de crescimento para Spirulina sdo 29 - 35 °C
e pH entre 9 e 11 (RICHMOND, 2003).

A biomassa de Spirulina é fonte principalmente de proteinas cerca de 60% - 70%
do seu peso seco, vitaminas B1, B2, B12, E, minerais como ferro, magnésio, calcio e fosforo
(VONSHAK, 1997). Além de ser rica em compostos antioxidantes, anti-virais e anti-tumorais
(WAN; WU; KUCA, 2016). Devido a essas caracteristicas, é considerada um alimento rico
nutricionalmente e uma matéria-prima potencial para aplicacdo em nutracéuticos e
farmacéuticos (SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

3.1.2 Chlorella

Dentro da divisdo Chlorophyta estdo microalgas do género Chlorella (Figura 2) que
possuem clorofilas a e b, sdo eucarioticas unicelulares e esféricas com diametro entre 2 e
10 pm, variando conforme a espéecie (ILLMAN; SCRAGG; SHALES, 2000). Microalgas desse
género possuem um unico cloroplasto, contendo granulos de amido e quantidades elevadas de
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase (RuBisCO) (SAFI et al., 2014). A enzima
rubisco é essencial para a fotossintese, pois catalisa a fixacdo de dioxido de carbono no ciclo
de Calvin (NELSON; COX, 2011) e, por apresentar grande teor dessa enzima, a microalga
Chlorella tem potencial para capturar grandes concentraces de CO» da atmosfera (HO et al.,
2011).

Figura a M‘i:g@g’lga Chlorella fusca LEB 111
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Fonte: Laboratorio de Engenharié Bioguimica — FURG.



32

Microalgas do género Chlorella produzem diferentes compostos intra e extracelulares,
contendo em média, 53% de proteinas, 23% de carboidratos e 9% de lipidios (MORAIS et al.,
2015). Contém vitaminas e sais minerais, com destaque para beta caroteno e vitamina B12, e todos
os aminoacidos essenciais (HENRIKSON, 1994). Também possuem mais de 2% de clorofila, o que
permite rapido crescimento (VONSHAK, 1997). Entretanto, a cepa de Chlorella fusca LEB 111,
a qual foi isolada de lagoas de assentamento de cinzas na Usina Termelétrica Presidente Médici
(MORAIS; DUARTE, 2012), apresenta algumas caracteristicas peculiares. Apresentam em
média 15% de lipidios em sua biomassa e valores de pH elevados durante o cultivo (BRAGA
et al., 2019; DUARTE; FANKA; COSTA, 2016). Para o género normalmente é descrito pH
6timo de 8,5 (TASTAN et al., 2012), porém em cultivos realizados com Chlorella fusca LEB
111 o pH varia entre 8 e 10,5 aproximadamente (BRAGA et al, 2019; DUARTE; FANKA;
COSTA, 2016). Esses valores de pH elevados também sdo justificados pelo local de isolamento
da microalga, no qual o pH relatado ¢ superior a 9,0 (MORAIS; DUARTE, 2012.

3.2 FITOHORMONIOS

Os fitohorménios sdo moléculas sinalizadoras (VOp et al., 2014) presentes em
plantas. Essas substancias desempenham funcbes de controle no crescimento e
desenvolvimento e, devido sua atuacdo, sdo também denominadas reguladores de crescimento
de plantas (YAMAGUCHI et al., 2010). Esses compostos sdo divididos em cinco classes
classicas: auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno (TEALE; PAPONOV;
PALME, 2006). Entretanto, a defini¢ao de fitohormdnio ndo € bem estabelecida e, dependendo
da vertente que é considerada, varios outros grupos podem ser descritos como hormdnios
vegetais por exemplo, brassinosteroides, poliaminas, 4acidos jasménico e salicilico
(YAMAGUCHI et al., 2010).

Além de estarem presentes em plantas, os fitohormdnios também vém sendo
identificados em algas e microalgas desde 1980 (VANCE, 1987). No entanto, estudos sobre a
presenca de fitohormdnios nesses organismos ainda sdo escassos quando comparados a estudos
em vegetais. Além disso, ndo had clareza de quais sdo as semelhancas e diferencas no
metabolismo e mecanismos de acdo de fitohormdnios em microalgas, algas e plantas
(KISELEVA; TARAKHOVSKAYA; SHISHOVA, 2012; TARAKHOVSKAYA; MASLOV;
SHISHOVA, 2007).

Na agricultura, os fitohormdnios exercem um papel importante e podem ser

adicionados a cultivos vegetais para estimular o crescimento das plantas. A utilizagcdo dessas
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substancias apresenta vantagens como ser eficiente em concentragdes muito baixas
(aproximadamente 10* mol L), serem naturais, ambientalmente seguras e se degradarem
rapidamente (CHERNYAD’EV, 2009). Além disso, a legislacdo brasileira ndo determina
limites maximos de residuos e intervalo de seguranca para a maioria dos fitohormonios, visto
gue os mesmos tém ocorréncia natural em culturas alimentares (BRASIL, 2018). Devido a essas
caracteristicas, biofertilizantes comerciais que contém fitohormdnios como principio ativo séo
utilizados principalmente para cultivos de alimentos orgéanicos (BRASIL, 2013).

Assim, como nos cultivos vegetais, a aplicacdo exdgena de fitohorménios em
cultivos microalgais é uma alternativa que pode auxiliar no aumento da producdo de biomassa
(LU; XU, 2015). Sabe-se que em plantas a dose de fitohormé6nio suplementado é de extrema
importancia para sua atuacdo. Por exemplo, baixas concentragdes desses compostos exercem
fungdo como biofertilizantes em plantas. Mas, em doses elevadas, os fitohormdnios séo
utilizados como biopesticidas, pois inibem o crescimento celular. Entretanto, a concentracao
toxica para cada organismo depende da sua capacidade de desintoxicacdo (CAMPBELL;
SHAWN, 2000). Dessa forma, para aplicacdo dessas substancias em microalgas, a adequacéo
da concentracdo € ainda mais importante, visto que, variacdes pequenas no cultivo podem gerar
grandes mudancas nas células (LU; XU, 2015).

Outra questao ligada ao uso de fitohormonios nos cultivos microalgais € o aumento
de custos de producéo, pois se trata de um insumo de alto custo, apesar de utilizado em pequenas
quantidades. Devido a isso, alguns estudos sdo focados em avaliar a viabilidade econémica
dessa estratégia. Park et al. (2013) analisaram a viabilidade econémica do cultivo de
Chlamydomonas reinhardtii suplementado com fitohorménios em compara¢do com o meio
sintético controle. Este estudo mostrou que o custo de producdo de biomassa, com 0 uso de
fitohormdnios acido 3-indolacético, acido giberélico, cinetina e 1-triacontanol foi de
aproximadamente R$ 0,30 por grama, mais econdmico do que sem fitohormoénios
(R$ 0,48 por grama). Salama et al. (2014) mostraram também menor custo final da producéo
de biomassa da microalga Scenedesmus obliquus, suplementada com &cido 3-indolacético
(R$ 0,90 por grama) em relacdo ao meio padrao de cultivo (R$ 1,80 por grama).

Apesar dos varios grupos de fitohormdnios existentes, auxinas e citocininas sdo 0s
mais conhecidos. I1sso porque ha indicios de que fitohormdnios pertencentes a esses dois grupos
s80 necessarios continuamente para 0 metabolismo das plantas, enquanto que fitohorménios

dos demais grupos s6 se fazem necessarios em processos especificos (TAIZ; ZEIGER, 2006).
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3.2.1 Auxinas

Auxinas sdo fitohormdnios conhecidos por atuarem principalmente no alongamento
do caule e atraso na abscisdo foliar em plantas vasculares (SALAMA et al., 2014). Esse grupo
de horménios é quimicamente diverso, mas, em sua maioria, € composto por substancias que
apresentam um sistema aromatico (anel indol, fenol ou naftaleno) e uma cadeia lateral com um
grupo carboxila (COOKE et al., 2002). Dentre as auxinas, 0 &cido 3-indolacético (AlA), se
destaca devido a ser natural e apresentar maior atividade em plantas e algas (BONNER,;
BANDURSKI, 1952; CZERPAK; BAJGUZ, 1997). Acredita-se que a principal rota de
biossintese desse composto seja dependente de triptofano, e quatro vias sdo descritas:
3-indolacetaldoxima, 3-indolacetamida, triptamina e vias do &cido 3-indolpiravico. E, ao se
observar a molécula de AIA (Figura 3) pode-se verificar a semelhanga com a molécula do
aminodacido. Entretanto, uma via independente de triptofano, 3-indolglicerol fosfato, também
ja foi descrita (TIVENDALE; ROSS; COHEN, 2014).

Figura 3 - Molécula de &cido 3-indolacético
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Fonte: Bajguz; Piotrowska (2009).
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Quando usadas exogenamente no cultivo de algas, as auxinas apresentam aspectos
interessantes na divisdo celular, principalmente por estimulo da mitose (HUNT et al., 2010;
PIOTROWSKA; CZERPAK, 2009) e eliminacdo da fase lag (VANCE, 1987). Isso leva a
redugdo no tempo de geracdo e consequentemente aumenta o crescimento, fazendo com que se
alcance maior rendimento de biomassa (ARROUSSI et al., 2015). Ha na literatura alguns
estudos em que a adicdo de acido 3-indolacético aos cultivos microalgas aumentou a
concentracdo maxima de biomassa (Tabela 1). Entretanto, como ja mencionado anteriormente,
os efeitos positivos da suplementagdo dos cultivos de microalgas com fitohorménios se
manifestam em baixas concentragdes, porém quando essas concentracdes sao aumentadas ha
inibicdo no crescimento. Piotrowska-Niczyporuk e Bajguz (2014) ao realizar cultivo de

Chlorella vulgaris com adigdo de 107 mol L™ de AIA ao meio, conseguiram aumento de 53%
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em densidade celular, porém com adigdo de 10 mol L™ do fitohormonio, a concentracio

celular da microalga foi inibida em aproximadamente 10%.

Tabela 1 - Cultivos de microalgas suplementados com acido 3-indolacético
Concentracao Concentracao

Concentracao )
) celular do cultivo celular do o
Microalga do _ Referéncia
suplementado  cultivo controle

fitohormonio . .
(x10® cél mLY)  (x10° cél mL™)

Scenedesmus (SALAMA et
) 10® mol L™ 38 32
obliquus al., 2017)
Ourococcus (SALAMA et
_ 10 mol L 86 78
multisporus al., 2017)
Chlorella (SALAMA et
_ 10®° mol L* 44 33
vulgaris al., 2017)
. (UDAYAN;
Nannochloropsis
] 10 mg L* 579,5 215,5 ARUMUGAM,
oceanica
2017)
Scenedesmus (KOZLOVA et
] 108 mol L? 2,03 1,6
quadricauda al., 2017)
(DAO et al.,
Scenedesmus sp. 1mgL? 4,47 3,56
2018)

Além de aumentos no crescimento celular, estudos em que cultivos microalgais
foram suplementados com AIA mostraram aumentos na producdo de lipidios e proteinas. O
estudo de Babu et al. (2017) mostrou que a suplementacéo de 10° mol L de AIA aumentou
em 23% a producdo de lipidios pela microalga Chlorella sorokiniana. No estudo de Park et al.
(2013) a suplementacdo de 0,1 mg L de AIA no cultivo de Chlamydomonas reinhardtii
estimulou o0 aumento da producdo de proteinas em 35%. E, assim como para o acumulo de
biomassa, a producdo de biomoléculas também é estimulada gradualmente com o aumento na
concentracdo de fitohormdnio suplementado. Entretanto, depois de uma concentracdo 6tima, o
aumento da concentragdo de suplementagcdo promove uma queda na produgéo. Esse fato foi
relatado no estudo de Salama et al. (2014), onde houve aumento no conteudo de proteinas de
32% para 34% com a suplementacdo de 10® mol L de AIA em relacdo ao cultivo de

Scenedesmus obliquus sem suplementagdo. Porém, posteriormente com o aumento gradual da
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concentracéo de suplementacgdo até 10° mol L™ de AIA os contelidos de proteinas diminuiram
de 34% para 25%.

3.2.2 Citocininas

Citocininas séo fitohormoénios que, em plantas, controlam o desenvolvimento do
broto e retardam o envelhecimento natural das folhas (senescéncia) (TARAKHOVSKAYA,
MASLOV; SHISHOVA, 2007), além de desempenharem papel na divisdo celular e
desenvolvimento de tecido vascular (GALUSZKA et al., 2008). Essas substancias ocorrem
naturalmente e sdo derivadas do metabolismo de nucleotideos, mais especificamente de
adeninas, com uma cadeia lateral de isoprendide ou derivado aromatico. Dentre as citocininas
isoprenoides, a trans-zeatina (Figura 4) € a de maior ocorréncia natural e apresenta maior
atividade em bioensaios (BAJGUZ; PIOTROWSKA, 2009).

Figura 4 - Molécula de trans-zeatina
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Fonte: Bajguz; Piotrowska (2009).
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Esses fitohormbnios também sdo encontrados em microalgas, nas quais
desempenham um papel fundamental no crescimento e morfogénese (PIOTROWSKA,;
CZERPAK, 2009). Devido a isso, estudos estdo sendo realizados com a adicdo dessas
substancias nos cultivos microalgais (Tabela 2). Renuka et al. (2017), comprovaram que a
suplementacdo de citocinina nos cultivos de microalgas pode aumentar a eficiéncia
fotossintética principalmente no final da fase log, o que leva a um maior crescimento das
microalgas. Nesse estudo o0s autores suplementaram o cultivo de Acutodesmus obliquus com
0,1 mg L de trans-zeatina e obtiveram 47,54 e 0,651 de taxa relativa de transporte de elétrons
e eficiéncia maxima quantica, respectivamente. O cultivo controle nessas mesmas analises

apresentou
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40,37 de taxa relativa de transporte de elétrons e 0,348 para eficiéncia maxima quantica. Esse
aumento na eficiéncia fotossintética pode ser justificado pela capacidade das citocininas de
melhorar a fixacdo de carbono na fotossintese, de forma que pode aumentar a atividade das
enzimas envolvidas no processo, principalmente a rubisco, e proteger as células de condicGes
de estresse, como por exemplo inibindo a degradacdo da estrutura dos cloroplastos
(CHERNYAD’EV, 2009).

Tabela 2 - Cultivos de microalgas suplementados com trans-zeatina
Concentracdo  Concentracgdo

Concentracao
) do celular do o
Microalga ) ) ) celular do Referéncia
fitohormonio cultivo ]
) cultivo controle
trans-zeatina suplementado

Acutodesmus (RENUKA et al.,
_ 0,1mgL* 201gL? 2,22gL?
obliquus 2017)
(BAJGUZ;
Chlorella ) ) PIOTROWSKA-
. 108 mol LT 1,8x10%célmL? 4,3x10°%cél mL?
vulgaris NICZYPORUK,
2014)
(PIOTROWSKA;
Chlorella ] ]
. 10°molL*  38x10°célmL? 78 x10° cél mL™ CZERPAK,
vulgaris

2009)

Além disso, o aumento na producdo de biomoléculas também recebe destaque.
Piotrowska e Czerpak (2009) mostraram que a sintese de proteinas aumentou 185% quando o
cultivo de Chlorella vulgaris foi suplementado com 10® mol L* de trans-zeatina. Em outro
estudo Bajguz e Piotrowska (2014) relataram aumento significativo de 50% na producdo de
monossacarideos por Chlorella vulgaris tratada com 10 nmol L de tZ. E, Renuka et al. (2017)
com suplementacdo de 0,1 mg L? de trans-zeatina em cultivos de Acutodesmus obliquus

obtiveram aumento de aproximadamente 64% na produtividade lipidica.

3.3 INTERACAO ENTRE FITOHORMONIOS

Na natureza, os fitohormdnios raramente funcionam como agentes Unicos. Dentro

das células, os fitohormdnios atuam ativando vias de sinalizacao especificas que normalmente
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interagem entre si (VERHAGE; VAN WEES; PIETERSE, 2010). Contudo, essa interagéo pode
ter caracteristicas diferentes resultando em ac6es sinérgicas, aditivas ou antagonicas (GRAY,
2004). Efeito sinérgico € quando a combinacdo de duas substancias apresenta melhores
resultados que a soma das respostas obtidas por cada uma individualmente. Os efeitos de adi¢do
sdo quando os resultados das combinacGes entre as mesmas sdo melhores que os resultados de
cada uma delas atuando sozinhas, mas ndo necessariamente precisa ser superior a soma desses
resultados. Em contraste, um efeito antagonista é definido como o resultado observado quando
o efeito de compostos misturados € menor que o efeito de cada composto sozinho
(TALLARIDA, 2011).

Os resultados da interacao entre fitohorménios sdo dependentes das concentragdes
dos fitohormdnios e espécies de plantas, algas ou microalgas em questdo, bem como das
condicdes de cultivo e/ou ambientais. Por exemplo, estudos demonstraram que em plantas
auxinas e citocininas atuam em conjunto e que modificacfes nas proporgdes entre as mesmas
determinam o tipo de 6rgédo a ser formado pelo organismo (SU; LIU; ZHANG, 2011). J& em
microalgas, estudos que avaliam as misturas de fitohorménios na suplementacdo dos cultivos
comecaram a ser realizados recentemente. Kozlova, Hardy e Levin (2018) suplementaram
misturas de auxinas e brassinosteroides em diferentes proporcdes no cultivo de Scenedesmus
quadricauda. Os autores obtiveram aumento na densidade celular em 1,74 vezes com a
suplementacdo da mistura de 2 nmol L' de 24-epibrassinolide e 5 nmol L de &cido
3-indolacético comparado com a suplementacdo dos fitohormdnios sozinhos. Entretanto, a
combinagdo 0,5 de nmol L? de 24-epibrassinolide e 100 nmol L? de A&cido
3-indolacético teve resultados de crescimento celular inferiores a suplementacdo de
100 nmol L de AlA sozinho.

3.4 MODO DE ACAO DOS FITOHORMONIOS

De forma geral, 0 modo de acdo de qualquer horménio vegetal ocorre em trés
etapas: percepc¢do do sinal, transducdo do sinal percebido e alvos primarios da acdo hormonal.
A percepcdo, € realizada através da ligacdo do hormdnio a um receptor especifico, os quais
normalmente sdo proteinas localizadas na membrana celular ou no citoplasma. Apos a ligacao
0 receptor pode sofrer mudanca conformacional, alcancando um estdgio ativado, a partir do
qual sdo desencadeadas reac¢6es quimicas intracelulares que leva a uma resposta caracteristica.
Dessa forma, além das proteinas receptoras aturem na detec¢do também atuam na transducéo

do sinal, juntamente com outras moléculas denominadas como mensageiros secundarios. Por
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fim, o sinal percebido e amplificado deve atuar sobre os alvos priméarios fundamentais, os quais
s&o mecanismos celulares basicos como a expansao, divisao e diferenciacdo. O somatdrio dessa
atuacdo sobre os alvos primarios se traduz na modificacdo organismo, entretanto cada classe
hormonal possui especificidades em seus mecanismos de a¢cdo (KERBAUY, 2004).

Muitos genes estdo envolvidos na atuacdo das auxinas nos organismos. Os genes da
familia Aux/IAA séo as principais medidas de resposta as auxinas, proteinas Aux/IAA
funcionam como reguladores negativos da expressao génica (REMINGTON et al., 2004). Além
disso, membros da familia de fatores de resposta a auxina (ARFs, Auxin Response Factors) sdo
fatores de transcrigdo que se ligam a elementos de resposta as auxinas (ARES, Auxin-Responsive
Elements) nos promotores dos genes de respostas primarias, medindo sua transcricdo. A
ativacao ou repressdo desses e de outros genes durante o processo sao responsaveis pelos efeitos
fisiolégicos da auxina (ULMASOV; HAGEN; GUILFOYLE, 1997). Entretanto, essa
sinalizagdo medida por Aux/IAA e ARE provavelmente ndo é a Unica via pela qual auxinas
agem. Isso porque, algumas respostas a auxinas sdo muito rapidas para serem medidas por
transcricdo génica, como por exemplo a despolarizacdo da membrana (FELLE; PETERS;
PALME, 1991).

Diferentemente, as citocininas atuam sob o sistema regulatorio de dois componentes, o qual
€ comum em procariotos, eucariotos simples e plantas. Esse sistema consiste em uma enzima cinase
do tipo histidina (componente 1) que percebe a entrada do sinal e de um regulador de resposta
(componente 2) que controla a saida do sinal. A via de sinalizacéo se inicia quando a cinase € ativada
por citocinina e fosforila seu préprio residuo de histidina, transferindo esse fosfato, por fim, para o
regulador de resposta (ARR). No caso de citocininas, hd um terceiro componente no sistema, 0s
transferidores de fosfato (AHP) que agem entre o componente 1 e 2 (KERBAUY, 2004).






CAPITULO 1l
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O trabalho foi divido em duas etapas. Na primeira foram realizados os cultivos com
a microalga Spirulina sp. LEB 18 e, na segunda os cultivos com Chlorella fusca LEB 111.
Ambas microalgas foram suplementadas com diversas concentra¢@es dos fitohorménios acido
3-indolacético (AlA) e trans-zeatina (tZ) de forma isolada e em conjunto. O principal objetivo
deste estudo foi avaliar a suplementacdo no comportamento das diferentes microalgas, sendo
uma procariotica e outra eucaridtica. Para esse fim, a producdo de biomassa microalgal e a

composicao dessas foram avaliadas, gerando dois artigos cientificos:

ARTIGO 1: Spirulina sp. LEB 18 CULTIVADA COM SUPLEMENTACAO DOS
FITOHORMONIOS ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA

ARTIGO 2: Chlorella fusca LEB 111 CULTIVADA COM SUPLEMENTACAO DOS
FITOHORMONIOS ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA






ARTIGO 1.
Spirulina sp. LEB 18 CULTIVADA COM SUPLEMENTACAO DOS FITOHORMONIOS ACIDO
3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA






RESUMO

Fitohormdnios auxiliam o crescimento e modificam rotas metabdlicas de plantas e podem
apresentar o mesmo efeito em microalgas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
crescimento e caracterizar a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada com suplementacao
dos fitohormdnios &cido 3-indolacético (AlA) e trans-zeatina (tZ). A suplementacéo de 0,01;
0,1; 1 e 10 mg L™ dos fitohormdnios AIA e tZ foram avaliados, além de misturas dos dois
fitohormdnios em diferentes proporcdes. Os experimentos foram divididos em grupo GD, no
qual foi realizada amostragem diaria e, grupo G10, com amostragem a cada 10 dias. Os grupos
tiveram suplementacdo e condicdes de cultivo idénticas. Nos dois grupos, os fitohorménios
estimularam positivamente o crescimento celular. Entretanto os experimentos do grupo G10
apresentaram resultados superiores de concentragdo maxima de biomassa (3,7 g L™ com a
adicdo de 1 mg L de AIA) que o grupo GD (2,4 g L™ com a adicdo de 1 mg L' de AIA). A
suplementagdo também aumentou a produtividade maxima de biomassa (102,5 mg L™ d* com
adicdo de 0,01 mg L™ tZ) e todas as concentragdes de suplementacéo de fitohormdnios isolados
proporcionaram alongamento acentuado na estrutura da célula. Além disso, o contetdo de
macrocomponentes foi aumentado atingindo valores de até 70% (1 mg L AIA G10) para
proteinas, 21% (10 mg L AIA G10) para carboidratos e 25% (0,1 mg L AIA GD) para
lipidios. Quando suplementados os fitohorménios combinados ndo foi observado efeito positivo
entre as combinacfes das concentracOes testadas. A suplementacdo de fitohorménios se
mostrou uma alternativa promissora para aumentar a producéo de biomassa e biomoléculas.

Palavras-chave: Alongamento celular. Auxina. Biomassa. Biomoléculas. Citocinina.
Microalga.
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1 INTRODUCAO

Spirulina é um dos géneros de microalga mais estudados devido a presenca de
compostos de interesse comercial em sua biomassa (SHARMA; SHARMA, 2017). Esse
microrganismo é comercialmente importante devido a sua diversidade de aplicacdo. Estudos ja
foram realizados para a produgdo de alimentos (LUCAS et al., 2018) e suplementos alimentares
(CARVALHO et al., 2016), antioxidantes (COSTA et al., 2019), pigmentos (PRATES et al.,
2018), biopolimeros (COSTA et al., 2018), nanofibras (MOREIRA et al, 2018),
biocombustiveis (COSTA; MORAIS, 2011), dentre outros, utilizando este microrganismo.

Alguns parametros nos cultivos de microalgas vém sendo estudados e modificados
para que se possa aproveitar todo potencial de aplicacdo desses microrganismos, seja para
aumentar o acumulo de biomassa ou induzir metabolicamente produtos de maior interesse
comercial (PROKOP; BAJPAI; ZAPPI, 2015). Para isso, uma alternativa que tem se mostrado
promissora, é a suplementacdo dos cultivos microalgais com fitohorménios, os quais também
sdo denominados reguladores de crescimento de plantas (PARK et al., 2013).

Os fitohormdnios sdo moléculas sinalizadoras (VO et al., 2014) que desempenham
funcbes no crescimento de plantas (YAMAGUCHI et al., 2010). Além disso, apresentam
vantagens como serem eficientes em baixas concentracdes, naturais, ambientalmente seguros e
se degradarem rapidamente (CHERNYAD’EV, 2009). Devido a essas caracteristiscas, 0S
fitohormdnios podem ser utilizados como biofertilizantes em culturas organicas, visto que 0s
mesmos apresentam ocorréncia natural em culturas alimentares, e apresentam efeitos
ecoldgicos prejudiciais minimos no solo, na agua e ambiente (WONG et al., 2015).

Assim como nos cultivos vegetais, a aplicacdo exogena de fitohormdnios em
cultivos microalgais € uma alternativa que pode auxiliar no aumento da producédo de biomassa.
Entretanto, quando essas substancias sdo aplicadas em microalgas, a adequacdo da
concentracdo é um fator importante, visto que, variagdes pequenas no cultivo podem gerar
grandes mudancas nas células e o excesso de fitohorménio pode ter efeito de inibi¢cdo no
crescimento celular (LU; XU, 2015).

Apesar dos varios grupos de fitohormonios existentes, auxinas e citocininas sdo 0s
mais conhecidos. 1sso porque ha indicios de que fitohormdnios pertencentes a esses grupos sao
necessarios continuamente pelo metabolismo das plantas, enquanto os demais s6 se fazem
necessarios em processos especificos (TAIZ; ZIEGLER, 2004). Além disso, estudos
demonstraram que em plantas esses dois hormdnios atuam em conjunto e que modificacdes no

balanco auxina-citocinina determinam o tipo de 6rgéo a ser formado pelo organismo (SU; LIU;
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ZHANG, 2011). Acredita-se que o balango entre os dois tipos de fitohormdnios também tenha
efeitos na biomassa microalgal, o que ainda precisa ser explorado. Dentre as auxinas, 0
fitohormonio &cido 3-indolacético (AlA), e dentre as citocininas, o fitohorménio trans-zeatina
(tZ) se destacam pela ocorréncia natural e maior atividade em plantas (BAJGUZ;
PIOTROWSKA, 2009; BONNER; BANDURSKI, 1952; CZERPAK; BAJGUZ, 1997).

Neste trabalho foi avaliado o crescimento e caracterizada a biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 cultivada com suplementacdo dos fitohormdnios acido 3-indolacético (AlA) e

trans-zeatina (tZ).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICROALGA E CONDICOES DE CULTIVO

A cepa de Spirulina sp. LEB 18 isolada da Lagoa Mangueira (latitude 33°31°08”S
¢ longitude 53°22°05”W) (MORAIS et al.,, 2008) e pertencente ao banco de cepas do
Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG)
foi utilizada para os ensaios. A microalga foi cultivada em meio Zarrouk (Tabela Al)
(ZARROUK, 1966).

Os fitohormdnios comerciais trans-zeatina (tZ) e acido 3-indolacético (AIA)
(Sigma-Aldrich, Brasil, 98%) foram adicionados aos experimentos a partir de solucdo-estoque
0,1 mg mL™, composta pelo fitohorménio, hidroxido de sodio (NaOH) e agua destilada. Foram
realizadas suplementa¢6es com um unico fitohorménio, com misturas de tZ e AlA, além de
ensaios controle, nos quais nao foram adicionados fitohormdnios (Tabela 1).

Para os cultivos de Spirulina sp. LEB 18 suplementados com trans-zeatina foi
realizado um experimento preliminar. Esta, avaliou os efeitos das concentracdes do
fitohormdnio no crescimento da microalga por 15 dias. A partir desses resultados foi
selecionada a concentracdo mais promissora para realizar os experimentos durante 30 dias.

Os ensaios de 30 d foram divididos em dois grupos, ambos com experimentos
controle. Entretanto, para grupo diario (GD) foi realizada amostragem diaria e foram avaliadas
todas as concentracdes de AlA propostas e a concentracdo mais promissora de tZ, selecionada
a partir do experimento preliminar. Para o grupo 10 dias (G10) foi realizada amostragem a cada
10 dias, foram avaliadas todas as concentragdes propostas de tZ e AIA. Também foram

estudadas suplementacGes de misturas com diferentes proporg¢des entre os fitohorménios.
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Tabela 1 - Concentragdes de suplementacdo dos fitohormdnios tZ e AlA nos cultivos
de Spirulina sp. LEB 18

Experimento tZ (mg LY AIA (mg L?)
Controle 0 0
AIA0,01 0 0,01
AIAQ,1 0 0,1

AlAl 0 1
AIA10 0 10
tZ0,01 0,01 0
tZ0,1 0,1 0
tZ1 1 0
tZ10 10 0

tZ0,01+AIAl 0,01 1

tZ0,1+AIA0,1 0,1 0,1

tZ1+AIA0,01 1 0,01

Os experimentos dos dois grupos foram conduzidos em duplicatas, de forma
descontinua, em biorreatores do tipo Erlenmeyers de 0,5 L, com volume util de 0,4 L
(Figura AP1), concentracéo inicial de 0,2 g L™ e reposicdo da evaporagdo com agua destilada
estéril ao longo do tempo. Os cultivos foram realizados em camara termostatizada mantida a
30 °C com fotoperiodo (12 h:12 h) (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006), intensidade
luminosa de aproximadamente 70 pmol m? s fornecida por lampadas fluorescentes e agitagdo
por injecdo de ar comprimido estéril. Ao final dos experimentos a biomassa foi recuperada do
meio liquido por centrifugacao (Hitachi, himac CR-GlII, Japdo) a 9690 g, 20 °C por 20 min,

foi realizada lavagem para remocéo de sais, apds a mesma foi congelada e liofilizada.

2.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO CELULAR

Os cultivos foram acompanhados diariamente (GD) e a cada 10 d (G10) por
verificacdo do pH com uso de pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGoTM, Suica), avaliacdo
da morfologia das células em microscopio eletronico (AxioCan ERc 5s Microscope camera,
Zeizz, Alemanha) e determinacdo da concentracdo de biomassa por meio de leitura da

densidade Optica a 670 nm em espectrofotbmetro (Shimadzu UV/VIS UVmIin-1240
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spectrophotometer, Japdo), com curva de calibracdo que relaciona densidade 6ptica com massa
seca de biomassa (Figura AP2) (COSTA et al., 2002).

A partir da densidade dptica foi obtida a concentracdo maxima de biomassa (Xmax)
mensurada para experimentos dos dois grupos. Ja, a velocidade especifica maxima de
crescimento (umax, d*1), produtividade maxima de biomassa (Pmax, mg LT d?) e tempo de
geragdo (tg, d) foram estimados apenas para o0 grupo com amostragem diéria. A velocidade
especifica maxima foi calculada utilizando uma regresséo linear da fase de crescimento log do
perfil semi-log da concentracdo de biomassa (In X) versus tempo (d) onde a inclinacdo da reta
obtida foi o pumax (BAILEY; OLLIS, 1986). A produtividade maxima de biomassa e tempo de
geracdo foram calculados por meio das Equacgdes 1 (SCHMIDEL et al., 2001) e 2 (BAILEY;
OLLIS, 1986), respectivamente. Onde X; é a concentracdo de biomassa (g L™) no tempo t (d),
e Xo a concentragdo de biomassa (g L™) no tempo to (d).

XX
s 1)
(o In2 )
¢ s max

2.3 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

A analise de lipidios foi realizada diretamente na biomassa pelo método proposto
por Marsh e Weinstein (1966) em que os lipidios foram extraidos por solventes organicos
cloroférmio:metanol (1:2) e quantificados colorimetricamente comparando com curva padrao
de tripalmitina. Previamente as analises de carboidratos e proteinas, as biomassas foram tratadas
para rompimento da parede celular e liberacdo do material intracelular, com auxilio de sonda
ultrassdnica (Cole Parmer, CPX 130, EUA). Extratos foram preparados a partir da adicdo de
5 mg de biomassa liofilizada em 10 mL de agua destilada e, entdo, sonicados com 10 ciclos de
funcionamento, sendo 59 s ligado e 59 s desligado. A quantificacdo de carboidratos totais foi
determinada por meio do método fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956) com curva padrao de
glicose. O teor proteico foi determinado por meio de método colorimétrico descrito por Lowry
et al. (1951) utilizando albumina de soro bovino como padrdo e com etapa prévia de
solubilizacdo de proteinas com hidroxido de sodio.

Para o perfil proteico amostras foram obtidas a partir das culturas liquidas a cada

10 d para os dois grupos de experimentos. As células foram separadas por centrifugacdo a
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2000 g por 5 min (Eppendorf, Microcentrifuge 5410, Alemanha) e ressuspensas em tampéo
Tris-HCI 80 mmol L (pH 6,8), 2-mercaptoetanol 0,1 mol L%, 2% (m v) de dodecil sulfato de
sddio (SDS), 15% (v v) de glicerol, e 0,006% (m v?!) de m-cresol plrpura, aquecidos por
5 min a 100 °C. As amostras foram submetidas a eletroforese descontinuada em gel
SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) de acordo com Laemmli (1970), utilizando gel de

concentragdo acrilamida 5% (m v) e gel de separacdo acrilamida 12,5% (m v?).
2.4 ANALISE ESTATISTICA

As respostas foram analisadas em triplicata por Anélise de Variancia (ANOVA) e
teste de Fisher para comparacdo das médias, com intervalo de confianga de 95% (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PARAMETROS DE CRESCIMENTO CELULAR

A partir das curvas de crescimento referentes ao monitoramento da densidade Optica
dos cultivos de Spirulina suplementada com 0,01; 0,1; 1 e 10 mg L do fitohorménio trans-
zeatina (Figura 1) com duracdo de 15 d foi possivel selecionar a concentracdo mais promissora
para o crescimento da microalga (0,01 mg L™ tZ). Entdo foi realizado novo cultivo com essa

concentracdo, durante 30 d e com monitoramento diario do crescimento (GD) (Figura 2).

Figura 1 - Curvas de crescimento de Spirulina sp. LEB 18 suplementada com diferentes
concentracdes de tZ referentes ao experimento preliminar
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Além dessas, 0 monitoramento do crescimento também foi realizado para os
experimentos referentes ao cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com suplementacdo de &cido
3-indolacético (GD) (Figura 3). Ao observar as figuras (2 e 3) é possivel notar que apesar de
nos primeiros dias de cultivo os experimentos com fitohormdnios terem apresentado
crescimentos similares aos controles, com o passar do tempo, todas as condi¢cdes com
suplementacdo se mostraram superiores em concentracao de biomassa que 0s experimentos sem
a adicdo dos fitohormdnios. Além disso, nota-se que nos Ultimos dias dos experimentos a

microalga est entrando em fase estacionéria de crescimento em todas as condicoes.

Figura 2 - Curvas de crescimento do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com tZ
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Figura 3 - Curvas de crescimento do cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com AlIA
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Ao suplementar cultivos de Nannochloropsis oceanica CASA CC201, Chlorella
sorokiniana 1AN C212 e Scenedesmus obliquus com acido 3-indolacético em diferentes
concentragdes Udayan e Arumugam (2017), Ozioko, Chiejina e Ogbonna (2015) e
Salama et al. (2014) respectivamente, relataram comportamento de crescimento semelhante a
este estudo. Os mesmos observaram maior crescimento dos cultivos suplementados, em relacéo
ao controle, somente a partir do 3° dia de experimento. Da mesma forma, Hunt et al. (2010) ao
realizar  experimentos Chlorella sorokiniana UTEX 2805 suplementada com
0,002 ppm de trans-zeatina ndo observou melhoras no crescimento até o 5° dia de cultivo. 1sso
pode ser explicado com base no transporte de nutrientes para as células. A metabolizacdo dos
fitohormonios pela célula, torna o ambiente desfavoravel para o crescimento, principalmente
porque seu consumo tende a modificar o pH interno das mesmas. Essas, ao tentarem manter
seu pH por neutralizagdo ou expelindo protons desviam a energia de fungdes relacionadas ao
crescimento até que consigam novamente tornar o ambiente externo ideal, destinando ent&o sua
energia para acelerar o crescimento (RAYLE; CLELAND, 1992).

A partir dos resultados obtidos para parametros cinéticos calculados para
experimentos do grupo GD (Tabela 2), é possivel verificar que o experimento com
suplementacdo de 0,01 mg L* de trans-zeatina apresenta valor superior de produtividade
maxima de biomassa (102,5 mg L d?) sendo estatisticamente diferente (p<005) das demais
condicdes estudadas. Quanto aos experimentos com acido 3-indolacético é possivel observar
maior produtividade maxima de biomassa com a adigdo de 0,1 mg L™ (90,7 mg L d1). Esses

resultados maximos foram ambos dados no 4° dia dos cultivos.

Tabela 2 - Produtividade maxima de biomassa (Pmax), velocidade especifica maxima de
crescimento (Umax) € tempo de geragéo (tg) obtidos nos cultivos de Spirulina sp. LEB
18 com suplementacdo de AlA e tZ

Experimento P Himax tg (d) *R2 **At (d)
(mg L™*d?) (d)

C 76,31945,9 0,21°¢+0,01 3,282°+0,13 0,99+0,01 1-5
AlA0,01 77,5%4+1,8 0,21°+0,02 3,36%+0,27 0,99<0,01 1-5
AIAQ,1 90,7°+3,8 0,23%<0,01 3,04°40,06 0,99<0,01 1-5
AlAl 85,9°+3,8 0,23%+0,02 3,08°+0,23 0,99+0,01 1-5
AlIA10 86,6°+1,8 0,222b<0,01 3,17°¢+0,05 0,99<0,01 1-5
tZ0,01 102,5%+4,1 0,23%<0,01 3,04°40,03 0,99<0,01 0-6

Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p<0,05) para a mesma
resposta. *R2: coeficiente de determinagao da regressdo linear que foi aplicado na fase logaritmica de crescimento.
**At: tempo inicial-tempo final da fase exponencial de crescimento.
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Ao comparar as respostas de concentracdo maxima de biomassa (Xmax) obtidas no
dia 30 para o grupo G10 e entre os dias 27 e 30 para o grupo GD (Figura 4), é evidente que
todos os componentes do grupo G10, do qual eram retiradas amostras a cada 10 d, tiveram
concentracdo de biomassa maior que seus semelhantes do grupo GD, do qual eram retiradas
amostras diariamente. Isso porque, quando a amostragem é feita diariamente, além de retirar
células que poderiam estar se duplicando, é retirado também parte do fitohormonio que foi
adicionado. Esse fato afeta a disponibilidade de fitohormdnio para consumo da microalga.

Figura 4 — Concentra¢es maxima de biomassa (Xmax) obtidas nos cultivos de Spirulina sp.
LEB 18 com suplementacéo (a) tZ, (b) AlA e (c) tZ+AIA
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Letras minusculas diferentes correspondem a diferenca significativa (p<0,05) para a resposta analisando cada
grupo individualmente. Letras maitsculas diferentes correspondem a diferenga significativa (p<0,05) para a
resposta comparando todas as amostras.

Os experimentos com suplementacéo de 0,1; 1 e 10 mg L de 4cido 3-indolacético
(G10) se destacaram ao aumentar a concentracao de biomassa da microalga Spirulina sp. LEB
18 atingindo a aproximadamente 3,5 g L. Ao observar as figuras 4a e 4b é possivel constatar
que hd uma tendéncia de dose dependéncia. Pois, da mesma forma em que € aumentada a
concentracdo do fitohormdnio adicionado, a concentragdo maxima de biomassa também
aumenta. Entretanto ap6s uma concentracio de suplementacéo limite, neste caso 1 mg L™ de
AlAe0,1 mg L™ tZ aconcentragio de biomassa maxima diminui. Esse fato também foi descrito
por Saygideger e Okkay (2008) que testaram vérias concentracfes da auxina sintética
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) para suplementar cultivos de Spirulina platensis. Os autores

notaram que os maiores valores de suplementacéo utilizados (9 x 102 e 9 x 102 mmol L)
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inibiram o crescimento da microalga. Isso € atribuido ao efeito toxico dos fitohorménios em
concentragdes maiores que a adequada para o organismo ao qual é adicionado. Essa
caracteristica permite que os fitohormdnios, na agricultura, além de utilizados como
biofertilizantes, também sejam utilizados como biopesticidas (GROSSMANN, 2000). Além
disso, células procaridticas como as de Spirulina necessitem de menor concentracdo de
fitohorm6nios para seu estimulo, quando comparadas com células eucaribticas
(SAYGIDEGER; OKKAY, 2008).

Quando séo avaliadas as respostas dos grupos separadamente, tem-se que no grupo
GD todas as condigdes com suplementacdo apresentaram influéncia positiva sobre a
concentracdo maxima de biomassa microalgal, chegando a valores aproximadamente 25%
maiores que o experimento controle. Entretanto, a condigdo com adigdo de 0,01 mg L™ de tZ
foi estatisticamente diferente ((p<005) ds demais. Da mesma forma que as suplementacées de
0,1; 1 e 10 mg L de &cido 3-indolacético e 0,1 mg L? de trans-zeatina para o grupo G10, as
quais estimularam aumentos na concentracdo de biomassa atingindo valores até 22% maiores
que o experimento controle.

As proporcdes das misturas de fitohorménios suplementadas foram estabelecidas a
partir das respostas do crescimento e pardmetros cinéticos obtidas quando os fitohormdnios
foram suplementados de forma isolada. Ao realizar a suplementacdo dos fitohorménios em
conjunto a combinagdo de 0,1 mg L de cada fitohormonio se manteve igual ao experimento
controle. Isso se deve ao fato de o aumento na producdo de biomassa provavelmente estar
relacionado com o balango entre auxina e citocinina e, ao adicionar aos cultivos microalgais
concentracdes iguais de ambos, ndo se altera o balango e da mesma forma ndo se altera a
producdo de biomassa (SU; LIU; ZHANG, 2011). As combinacdes de 0,01 mg L* de
trans-zeatina e 1 mg L de acido 3-indolacético, e 1 mg L™ de trans-zeatina e 0,01 mg L* de
acido 3-indolacético podem ter desencadeado um desequilibrio na rela¢do auxina-citocinina, o
que pode ter resultado na menor producdo de biomassa quando comparadas ao experimento
controle do seu grupo. Sendo assim, foi observado efeito antagbnico entre as combinacdes das
concentragdes testadas. Entretanto, estudos testando outras combinagdes de concentracdes de
tZ e AlA na suplementacdo de Spirulina sdo necessarios para esclarecer se ha efeitos sinérgicos
desses dois fitohormonios no crescimento da microalga.

A partir dos resultados obtidos na avaliagdo parametros de crescimento celular,
pode-se presumir que a suplementacao do cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 com &cido
3-indolacético e trans-zeatina estimula o crescimento celular. A adicdo desses fitohorménios

aos experimentos aumentou a concentracao e a produtividade méximas de biomassa para todas
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as condi¢des quando comparadas a condicao controle. Esses resultados confirmam a evidéncia
que fitohormdnios atuam nas microalgas da mesma maneira que atuam em plantas, ajustando
rotas metabolicas e estimulando o crescimento (LU; XU, 2015).

Além dos parametros ja citados, os cultivos de Spirulina também foram
monitorados por meio de determinagdo do pH. Os diferentes tipos e concentracdes de
fitohormdnios suplementados e tempos de amostragem ndo proporcionaram mudangas
significativas nesse parametro, no qual todas as condicdes testadas apresentaram variagdes no
pH entre 9,73 a 11,53.

Essa variagdo de pH é dada pelo crescimento microalgal. Inicialmente, a forma de
carbono presente no meio de Zarrouk € bicarbonato de sédio, forma primaria usada pelas
microalgas em seu mecanismo de assimilacdo de carbono (OTA et al., 2009), e representada
pelo pH em uma faixa de 6 a 10,5. Ao longo do tempo, dois ions de bicarbonato sdo consumidos
pela célula, um deles é internalizado em forma de dioxido de carbono e o outro liberado na
forma de carbonato, o que leva ao aumento do pH no meio para valores superiores a 10,5
(SHIRAIWA; GOYAL; TOLBERT, 1993).

Ao acompanhar a morfologia das celulas durante os experimentos foram
observadas células com mais de 2 mm de comprimento (Figura 5), enquanto celulas normais
apresentam no maximo 1 mm. Esse efeito foi causado pelos fitohorménios acido 3-indolacético
e trans-zeatina em todas as concentragdes testadas. Da mesma forma Park et al. (2013) ao
avaliarem o efeito da adigcéo dos fitohormdnios acido indol-3-acético, acido giberélico, cinetina,
1-triacontanol e acido abscisico, em concentracbes de 0,1 a 10 ppm nas células de
Chlamydomonas reinhardtii constataram que 0s tratamentos com os cinco fitohormdnios

resultaram em aumento acentuado do tamanho das células.

Figura 5 - Micrografias com aumento de 5x de Spirulina sp. LEB 18 cultivadas com
suplementacdo dos fitohormdnios (a) AlA, (b) tZ e (c) tZ+AIA
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Esse alongamento nas células poderia justificar a maior concentracdo de biomassa
dada pela suplementagdo dos cultivos microalgais com fitohorménios. Uma vez que, nos
experimentos em que foi realizada a suplementacdo dos dois fitohorménios em conjunto nao
foram identificadas células alongadas, assim como ndo houve estimula na concentracdo de

biomassa.

3.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

Ao fazer uma analise geral, a producédo de proteinas, carboidratos e lipidios (base
Umida) de Spirulina sp. LEB 18 cultivada com diferentes concentragdes dos fitohormdnios AIA
e tZ (Tabela 3), é possivel verificar que a suplementacdo de AIA foi mais eficiente para a
microalga. Os cultivos de Spirulina sp. LEB 18 suplementados com 1 e 10 mg L de AIA (G10)
foram superiores e estatisticamente diferentes (p<005) na producéo de proteinas e carboidratos,
compondo aproximadamente 69% e 20% da biomassa microalgal, respectivamente. A sintese
de lipidios atingiu em média 24% com a adicéo de 0,1 e 0,01 mg L%, nos grupos GD e G10,
respectivamente.

Ao analisar as respostas das condigdes em que houve mistura dos fitohormdnios, se
verifica novamente resultados semelhantes ou menores que a condigdo controle. Fato que
evidencia que o balanco entre fitohormdnios dos tipos auxina e citocinina € essencial para
estimular a concentracdo ndo sé de biomassa, mas também de macrocomponentes.

Os melhores resultados apresentados para contedo de proteinas e carboidratos do
grupo G10, sugerem que o fato de se realizar amostragem diaria, mesmo que retirando aliquotas
de pequeno volume, interfere na disponibilidade do fitohorménio para consumo da célula. Uma
vez que, a cada aliquota do experimento que é retirada provavelmente se retira uma fracao do
fitohormdnio suplementado. Além disso, a frequéncia de retirada de aliquotas também foi um
fator relevante na producdo de lipidios. A suplementacdo com 0,01 mg L de &cido
3-indolacético teve alta producdo de lipidios quando amostras foram retiradas a cada 10 d,
condicdo na qual o fitohorménio estava mais disponivel que quando a amostragem foi diéria.
Por outro lado, a condicdo com suplementacdo de 0,1 mg L de &cido 3-indolacético e
amostragem diaria teve producao de lipidios superior a mesma condi¢cdo com amostragem a
cada 10 d. Nesse caso, € possivel que a faixa ideal de suplementacdo do fitohormdnio &cido
3-indolacético para Spirulina sp. LEB 18 a fim de estimular a producéo lipidica seja restrita e

concentragdes acima da faixa ideal diminuam a producéo dessa biomolécula.
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Tabela 3 - Contetdo de proteinas, carboidratos e lipidios referentes aos cultivos de
Spirulina sp. LEB 18 suplementados com &cido 3-indolacético e trans-zeatina

GD
Amostra Proteinas (%o m m™?) Carboidratos (% m m™) Lipidios (% m mY)
C 54,0%9+1,2 13,3%¢+0,7 15,8°+0,3
AlA0,01 54,7°+1,1 11,579+0,3 14,4°¢9+1 3
AlA0,1 37,8'+1,8 9,07+0,2 24,6%+2,6
AlAL 49,2%9+2 7 12,8%%+0,1 11,9%™+0,9
AIA10 46,4942 2 11,7%9+0,7 12,8%%¢+1 6
tZ0,01 64,8°+2,1 10,99+0,3 14,6"¢4+0,7
G10
Amostra Proteinas (%o m m?) Carboidratos (% m m™) Lipidios (% m m™)
C 52,3¢4e1+1 6 13,7940,4 13,0%9¢+0,4
AlA0,01 53,2¢9¢+0,4 8,9"+0,4 23,9%40,5
AIA0,1 66,7°+0,1 18,8°+1,7 11,95%+0,5
AIAL 70,3%+1,4 19,9%+0,3 13,04¢+0,7
AIA10 67,7%°+1,3 21,3%+0,7 14,4°940,2
tZ0,01 54,6°+1,6 9,3"+0,3 15,0°¢+1,9
tZ0,1 54,7°40,2 15,7°+0,1 15,5°+0,2
tz1 51,1%¢%+0,3 15,8°+1,3 15,7°+1,2
tZ10 49,4%9+1.0 14,7°9+0,9 12,8%€+1,2
tZ0,01+ AIA1L 43,0"+3,2 13,8%¢+0,7 11,25%+0,2
tZ0,1+AIA0,1 50,4°%+0,8 13,8%€+1,0 15,3°+0,3
tZ1+AlA0,01 36,5'+0,7 11,0940,1 9,940,5

Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna correspondem a diferenga significativa (p<0,05) para
cada resposta comparando todas as amaostras.

Os perfis de proteinas obtidos por SDS-PAGE revelaram diferentes contetdos
proteicos quando suplementados com acido 3-indolacético, trans-zeatina e com a mistura dos
dois fitohorménios (Figuras 6, 7 e 8 respectivamente). Entretanto, em todas as condicGes se
pode verificar um maior nimero de bandas proteicas nos perfis referentes aos dias 30.

Quando os cultivos de Spirulina sp. LEB 18 foram suplementados com acido
3-indolacético (Figura 6) em todos os dias analisados foram expressas bandas proximas a 15 e
50 kDa. No dia 10 (Figura 6b) e 20 (Figura 6¢) os perfis também mostram trés bandas proteicas

entre 25 e 37 kDa para as condigdes com suplementacdo. No dia 30 (Figura 6d), além das
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proteinas ja mencionadas hé a expresséo de bandas proximas a 75 kDa e duas bandas entre 25

e 37 kDa nos experimentos controle.

Figura 6 - Perfil proteico de Spirulina sp. LEB 18 suplementada com AlA nos dias (a) 0,
(b) 10, (c) 20 e (d) 30
kDa kDa

100 100
1 —— L T—
50 0;
37 37
§ e 25—
0 20
4 4 R R 2 BF D
—_ i e SSSL
P C 0.01 0.1 1 10 P (o 0.01 0.1 1 10
(@ (b)
kDa kDa
250 2 )
150 100
10y " —
50 50
37 37 -
& -
254 | &4
L 25 —
20
20 S
e — 15 St
P (e 0,01 0,1 1 10 P C 0,01 0.1 1 10
() (d)

Os perfis proteicos gerados para 0s experimentos de Spirulina sp. LEB 18
suplementados com trans-zeatina (Figura 7) assim como com Al A apresentam bandas proximas
a 15 e 50 kDa em todos os dias analisados. Nos dias 10 (Figura 7b) e 20 (Figura 7c) também
sdo expressas proteinas com pesos moleculares proximas a 100 kDa e 3 bandas entre 25 e
37 kDa. Além dessas, no dia 30 (Figura 7d) também se nota a presenca de outra banda proxima
a 100 kDa e proteinas com pesos moleculares préoximos a 250 e 75 kDa.

A suplementacdo dos fitohorménios em conjunto geraram perfis (Figura 8) com
bandas proximas a 100 kDa, 50 kDa, 15 kDa e entre 25 e 37 kDa em todos os dias analisados.
No dia 10 (Figura 8b) também ha a expressdo de uma proteina com peso molecular proximo a
75 kDa entretanto, a mesma nao é expressas nos proximos dias analisados, o que sugere que a
proteina possa ter sido degradada. No dia 30 (Figura 8d), além das bandas ja mencionadas foi

gerada uma banda proxima a 250 kDa.
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Figura 7 — Perfil proteico de Spirulina sp. LEB 18 suplementados com tZ nos dias (a) 0,
(b) 10, (c) 20 e (d) 30
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Todas as proteinas detectadas nos perfis proteicos foram relacionadas com enzimas
fotossintéticas, ja que a suplementacdo de fitohormdnios nos cultivos pode aumentar a
eficiéncia fotossintética das microalgas (PIOTROWSKA te al., 2008). As bandas detectadas
entre 15 e 20 kDa podem ser subunidades do complexo pigmento-proteina do fotossistema I,
as quais podem ser psbS (+ 21 kDa), que tem papel crucial quando ha excesso de energia e
psbV (x 15 kDa) que catalisa reagGes do oxigénio em procariotos (SCHELLER et al., 2004).
As proteinas detectadas com peso molecular entre 25 kDa e 37 kDa podem ser relacionadas
com a expressao das enzimas LHCB (24 — 28 kDa), as quais fazem parte do complexo coletor
de luz do fotossistema Il. Este complexo estd envolvido na particdo de energia entre 0s
fotossistemas | e 1l e na prevengdo de danos ao aparelho fotossintético (TAIZ; ZIEGLER,
2004). Além dessas, acredita-se que as bandas proximas de 50 kDa, expressas em todos 0s
perfis gerados, sejam Ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), a qual tém
aproximadamente 56 kDa e é a principal enzima fotossintética, pois catalisa a fixacdo de
dioxido de carbono a 1,5-ribulose-bisfosfato no ciclo de Calvin, produzindo o 3-fosfoglicerato
essencial para a ocorréncia da fotossintese (NELSON; COX, 2011). Ainda, as bandas proximas
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a 75 kDa podem ser psaA e psaB, subunidades do complexo do fotossistema I, ligados a
assimilacdo da luz e transporte de elétrons (SCHELLER et al., 2004).

Figura 8 - Perfil proteico de Spirulina sp. LEB 18 tZ + AlA nos dias (a) 0, (b) 10, (c) 20 e
(d) 30
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As nomenclaturas de suplementagdo conjunta sdo dadas em tZ+AlA para todos os perfis.

4 CONCLUSAO

Este estudo confirmou as evidéncias que fitohorménios além de atuarem no
metabolismo de plantas, tém acdo semelhante em células microalgais. A suplementagdo com
1 mg L™ de AIA junto com a menor frequéncia de amostragem (G10) nos cultivos de Spirulina
sp. LEB 18 aumentou em até 43% a concentragdo maxima de biomassa (3,7 g L) quando

comparado ao controle. Além disso, os fitohormdnios estimularam a producdo de proteinas
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(70%), carboidratos (21%) e lipidios (24%) com a adicdo de AIA nas concentragfes 1, 10 e
0,01 mg L%, respectivamente. Também, verificou-se a importancia do balango entre auxinas-
citocininas, visto que quando se suplementa a mesma quantidade de ambos fitohorménios, néo
h& aumento no crescimento. Muitas questdes sobre microalgas e fitohormdnios ainda precisam
ser estudadas e debatidas, mas este estudo colabora com o esclarecimento de alguns fatos

importantes para a area.
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ARTIGO 2:
Chlorella fusca LEB 111 CULTIVADA COM SUPLEMENTACAO DOS FITOHORMONIOS
ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA






RESUMO

A suplementacéo de fitohormdnios nos cultivos microalgais pode causar efeitos no crescimento
e alterar rotas metabdlicas de producdo de compostos, assim como acontece em plantas. Sendo
assim, este estudo teve como objetivo avaliar o crescimento e caracterizar a biomassa de
Chlorella fusca LEB 111 cultivada com suplementacao dos fitohorménios &cido 3-indolacético
(AlA) e trans-zeatina (tZ). Para isso, os cultivos foram suplementados com AIA e tZ nas
concentragdes de 0,01; 0,1; 1 e 10 mg L™, e combinados em diferentes proporgdes. Os
experimentos foram conduzidos indoor em duplicatas por 30 dias, de forma descontinua. As
respostas quanto ao crescimento microalgal foram obtidas a partir da producéo de biomassa e
parametros cinéticos de crescimento. A caracterizacdo da biomassa foi realizada a partir da
determinacdo do contetdo de carboidratos, lipidios, proteinas e perfil proteico. Os resultados
obtidos mostraram que os fitohorménios sdo eficientes para aumentar o crescimento da
microalga Chlorella fusca LEB 111 e versateis para induzir a producdo de compostos de
interesse. A suplementacdo de 0,1 e 1 mg L™ de AIA teve como resposta aumentos nas
concentracdes maxima de biomassa (2,2 g L) e lipidios (34%). A adicdo de 0,01 mg L* e 0,1
de tZ melhorou as respostas de produtividade maxima de biomassa (64 mg L™ d*) e proteinas
(50%). Além disso, a mistura de 0,01 mg L de tZ e 1 mg L de AIA elevou a producéo de
carboidratos a 32%. Esses resultados sdo interessantes principalmente para aplicacdo em
estudos de producdo de biocombustiveis a partir de microalgas.

Palavras-chave: Auxina. Biomassa. Carboidratos. Citocinina. Lipidios. Microalga.






73

1 INTRODUCAO

A maioria das espécies de microalgas sdo fotoautotréficas, e dependem
inteiramente da fotossintese para suas necessidades metabolicas (MARKOU; VANDAMME;
MUYLAERT, 2014). Além disso, apresentam diversidade em metabolismo e propriedades
bioquimicas, o que as torna microrganismos comercialmente e biotecnologicamente
importantes devido a variedade de aplicacdes (PROKOP; BAJPAI; ZAPPI, 2015).

Microalgas do género Chlorella s&o cultivadas em grande escala para utilizacdo
desde a década de 60 (BENEMANN; WOERTZ; LUNDQUIST, 2018). A manipulacdo de
condi¢des de cultivo pode estimular a biossintese de diferentes compostos. Exemplos disso sao
o0s estudos de Rosa, Morais e Costa (2019) no qual o cultivo de Chlorella fusca LEB 111 em
batelada alimentada com CO, e monoetanolamina apresentou alta produtividade de proteinas
(67,1 mg Lt d?) e lipidios (46,9 mg L* d?); Braga et al. (2019) em que com reducdo de
nitrogénio em 50% obteve aumento de 25% na producdo de carboidratos e, Cassuriaga et al.
(2018) que com a adicéo de pentoses atingiu acimulo de polihidroxibutirato (17,4% m m?). Da
mesma forma, a suplementacdo de cultivos de Chlorella fusca LEB 111 com fitohormdnios
pode ser uma alternativa para manipulacédo da producdo de compostos de interesse.

Os fitohormdnios, além de serem conhecidos como reguladores de crescimento de
plantas (YAMAGUCHI et al., 2010) demonstraram ter acbes também em modificacdes
metabolicas de microalgas. Inclusive em outras espécies de Chlorella como C. sorokiniana
(BABU et al, 2017), C. pyrenoidosa (LIU; QIU; SONG, 2016) e C. vulgaris
(JUSOH et al., 2015). Estes estudos mostraram que a adicao de fitohorménios em microalgas
do género aumentam a producdo de biomassa e de lipidios. Fato que é importante devido ao
grande interesse do cultivo de Chlorella para producéo de biodiesel (COSTA; MORAIS, 2011).

Este estudo teve como objetivo avaliar o crescimento e caracterizar a biomassa de
Chlorella fusca LEB 111 cultivada com suplementacdo dos fitohormdnios acido 3-indolacético
(AlA) e trans-zeatina (tZ).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICROALGA E CONDICOES DE CULTIVO

A microalga Chlorella fusca LEB 111 foi cultivada utilizando meio BG 11
(Tabela A2) (RIPPKA et al., 1979). Essa cepa foi isolada da lagoa de estabilizagédo de efluentes
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e residuos da Usina Termelétrica Presidente Médici (UTPM) (latitude 24°36°13°’S e longitude
52°32°43"W) e ¢ pertencente ao banco de cepas do Laboratério de Engenharia Bioquimica
(LEB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

A suplementacdo dos cultivos foi realizada com fitohormdnios comerciais
trans-zeatina e acido 3-indolacético (Sigma-Aldrich, Brasil) com pureza > 98%. Esses, foram
adicionados aos experimentos a partir de uma solugdo-estoque 0,1 mg mL™, composta pelo
fitohormonio, hidréxido de sdédio (NaOH) e agua destilada. Os ensaios foram realizados com
diferentes concentragdes de um unico fitohormdnio, com a mistura de ambos fitohormdnios e

ensaio controle, no qual ndo ha suplementacéo (Tabela 1).

Tabela 1 - ConcentracOes de suplementacéo de tZ e AIA nos cultivos de Chlorella
fusca LEB 111

Amostra tZ (mg LY AIA (mg LY
C 0 0
AIA0,01 0 0,01
AIAQ,1 0 0,1
AlAl 0 1
AIA10 0 10
tZ0,01 0,01 0
tZ0,1 0,1 0
tZ1 1 0
tZ10 10 0
tZ0,01+AlAl 0,01 1
tZ0,1+AlA0,1 0,1 0,1
tZ1+AIA0,01 1 0,01

Os experimentos foram divididos em dois grupos que diferiram em frequéncia de
amostragem. O grupo GD consistiu em amostragem realizada diariamente e, 0 grupo G10 em
amostragem realizada a cada 10 d, sendo que a suplementacdo das misturas de fitohormdnios
foram realizadas somente no grupo 2. Entretanto, a conducéo dos cultivos e suplementacéo dos
fitohormdnios separados foram idénticas entre os grupos. Os experimentos foram conduzidos
de forma descontinua, em duplicatas durante 30 d. Os biorreatores utilizados foram do tipo
Erlenmeyers de 0,5 L, com volume util de 0,4 L (Figura AP1), concentragdo inicial de

0,2 g L e reposicdo da evaporagdo com agua destilada estéril ao longo do tempo. Os cultivos
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foram realizados indoor com fotoperiodo de 12 h: 12 h (claro: escuro) e foram mantidos em
camara termostatizada a 30 °C (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006), com intensidade
luminosa, fornecida por ldmpadas fluorescentes, de aproximadamente 70 pumol m? st e
agitagcdo por meio de injecdo de ar comprimido estéril. Ao final dos experimentos a biomassa
foi recuperada do meio liquido por centrifugacdo (Hitachi, himac CR-GIII, Japao) a 9690 g,
20 °C por 20 min, foi realizada lavagem para remocao de sais €, entdo, a mesma foi congelada
e liofilizada.

2.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento microalgal foi monitorado por meio de leitura da densidade Optica
em comprimento de onda de 670 nm em espectrofotometro (Shimadzu UV/VIS UVmin-1240
spectrophotometer, Japdo). Para isso, foi realizada curva de calibracdo que relaciona densidade
Optica com massa seca de biomassa (Figura AP3) (COSTA et al., 2002). Além disso, o pH dos
cultivos foi verificado por meio de pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGoTM, Suica) e
morfologia das células foi observada em microscopio eletrénico (AxioCan ERc 5s Microscope
camera, Zeizz, Alemanha). Essas analises foram realizadas a diariamente para o grupo GD e a
cada 10 d para o grupo G10.

Os dois grupos tiveram a concentragdo maxima de biomassa (Xmax) determinadas
por meio da analise de densidade dptica das culturas. A produtividade maxima de biomassa
(Pmax, mg L™ d1) e o tempo de geragdo (tg, d), foram calculados a partir das Equacdes 1
(SCHMIDEL et al., 2001) e 2 (BAILEY; OLLIS, 1986), respectivamente. Onde X: é a
concentracdo de biomassa (g L™) no tempo t (d), e Xo a concentragdo de biomassa (g L™) no
tempo to (d). Ja a velocidade especifica méaxima de crescimento (umax, d) foi calculada
utilizando uma regressao linear da fase de crescimento log do perfil semi-log da concentracao
de biomassa (In X) versus tempo (d) onde a inclinagdo foi o umax (BAILEY; OLLIS, 1986). A
velocidade especifica maxima de crescimento, a produtividade maxima de biomassa e o tempo

de geracdo foram calculados somente para 0s experimentos do grupo GD.

X-X
p= t=420
t- t,

In2
te=— (2)

s max

1)
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2.3 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

A extragdo e determinacdo de lipidios foi realizada diretamente da biomassa
liofilizada pelo método de Marsh e Weinstein (1966) em que os lipidios foram extraidos por
solventes organicos cloroformio:metanol (1:2) e quantificados colorimetricamente comparando
com curva padrdo de tripalmitina. J&, para quantificar carboidratos e proteinas foi necessario
realizar rompimento da parede celular para liberacdo do material intracelular. Para isso, extratos
da biomassa liofilizada foram sonicados em sonda ultrassénica (Cole Parmer, CPX 130, EUA)
com 10 ciclos de funcionamento, sendo 59 s ligado e 59 s desligado. Logo, o contetdo de
carboidratos totais foi determinado por meio do método fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956)
utilizando curva padréo de glicose e o teor proteico por meio do método colorimétrico descrito
por Lowry et al. (1951) com curva padréo de albumina de soro bovino, além de ser realizado
pré-tratamento térmico e alcalino da biomassa para solubilizar as proteinas.

A fim de gerar os perfis proteicos foram obtidas amostras dos experimentos a cada
10 d. Essas, foram centrifugadas (Eppendorf, Microcentrifuge 5410, Alemanha) a 2000 g por
5 min, ressuspensas em tampdo composto por Tris-HClI 80 mmol L* (pH 6,8),
2-mercaptoetanol 0,1 mol L%, 2% (m v?!) de dodecil sulfato de sddio (SDS), 15% (v v?) de
glicerol, e 0,006% (m v!) de m-cresol purpura e aquecidas a 100 °C durante 5 min. A partir
dessas foi realizada eletroforese descontinuada em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) de
acordo com Laemmli (1970), utilizando gel de concentragdo acrilamida 5% (m v!) e gel de

separagdo acrilamida 12,5% (m v?1).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

As respostas foram analisadas em triplicata por Analise de Variancia (ANOVA) e

teste de Fisher para comparacdo das médias, com intervalo de confianga de 95% (p<0,05).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PARAMETROS DE CRESCIMENTO CELULAR
A partir do acompanhamento do crescimento celular se pode gerar curvas de

concentracdo de biomassa de Chlorella fusca LEB 111 suplementada com AlA e tZ ao longo

do tempo (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Curvas de crescimento de Chlorella fusca LEB 111 suplementada com diferentes
concentracdes de AIA
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Figura 2 - Curvas de crescimento de Chlorella fusca LEB 111 suplementada com diferentes
concentragdes de tZ
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A partir das mesmas é possivel observar que, com excecdo do experimento com
suplementacdo de 0,1 mg L de tZ, todas as concentragdes de suplementacdo de &cido
3-indolacético e as demais concentragdes de adicdo de trans-zeatina nos cultivos de Chlorella
fusca LEB 111 resultaram em maiores crescimentos que 0s experimentos controle. Além disso,
nos experimentos com acido 3-indolacético é possivel observar que no Gltimo dia de cultivo a

microalga ainda estd em crescimento em todas as condigdes, ndo sendo detectada fase
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estacionaria. Nos experimentos com suplementacdo de trans-zeatina se observa uma queda na
producdo de biomassa nas concentragdes intermediarias do fitohormdnio (0,1 e 1 mg L1). Além
disso, € possivel verificar que os efeitos de ambos fitohormdnios no crescimento ndo ocorrem
nos dias inicias de cultivo, sendo identificado apenas a partir do 5° dia de cultivo.

Além das curvas de crescimento, para o grupo GD foram calculados alguns
parametros cinéticos. Produtividade maxima de biomassa (Pmax), velocidade especifica maxima
de crescimento (umax) € tempo e geracdo (tg) (Tabela 2). A produtividade maxima de biomassa
de todos os ensaios com suplementacéo de trans-zeatina foi em média 63 mg L d no 2° dia
de experimento, valor estatisticamente superior as demais condi¢cGes. Nos ensaios com
suplementacdo de &cido 3-indolacético ficou evidenciada a relacdo dose dependéncia dos
fitohormdnios sob os pardmetros cinéticos do cultivo microalgal. A produtividade méxima de
biomassa aumenta da mesma forma que a concentragdo de fitohorménio adicionada ao meio.
Entretanto, parece existir um limite maximo de concentracdo de suplementacéo e, quando essa
concentracdo limite é ultrapassada, neste caso com a adicdo de 0,01 mg L de AIA, ha uma

queda na produtividade.

Tabela 2 - Produtividade maxima de biomassa (Pmax), velocidade especifica maxima de
crescimento (Umax) € tempo de geragéo (tg) obtidos a partir dos cultivos de Chlorella fusca
LEB 111 com suplementacdo de AlA e tZ

Amostra P Himax " *R? *FAL
(mg L™*d?) (d) (d)

C 57,2%9%3,1 0,09%+0,01 7,51%+0,66 0,99<0,01 3-8
AIA0,01 60,1°¢%+4,6 0,11° +0,01 6,50°+0,38 1,00<0,01 2-7
AIAQ,1 58,4°¢9+4 4 0,11°<0,01 6,32°¢+0,21 0,99<0,01 2-7
AlAl 56,5%9+1,8 0,12%<0,01 5,94°40,04 0,99<0,01 2-7
AIA10 54,3%+0,9 0,12%<0,01 5,92°40,01 0,99<0,01 2-7
tZ0,01 63,3%¢+10,2 0,11°<0,01 6,43°+0,14 0,99+0,01 2-7
tZ0,1 64,9°+5,4 0,11°+0,01 6,22°+0,57 0,99+0,01 2-6
tZ1 62,130¢+53 1 0,11°¢+0,01 6,46°+0,38 0,99<0,01 2-6
tZ10 61,72+4,5 0,10%9<0,01 7,13%+0,19 0,99<0,01 2-6

Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p<0,05) para a mesma
resposta. *R2: coeficiente de determinacdo da regressdo linear que foi aplicado na fase logaritmica de crescimento.
**At: tempo inicial-tempo final da fase exponencial de crescimento.

Essa queda na produtividade de biomassa pode ser atribuida ao efeito téxico dos

fitohormoénios em concentragcGes maiores que a adequada para 0 organismo, 0 que pode causar
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menor taxa de crescimento. Segundo Campbell e Shawn (2005) a concentragéo limite de
suplementacdo para cada organismo depende da sua capacidade de desintoxicacao. Além disso,
a toxicidade dos fitohormdnios é bastante conhecida na agricultura. Essa caracteristica permite
com que os mesmos sejam utilizados tanto como biofertilizantes como biopesticida, alterando
somente a dose em que a substancia € aplicada (GROSSMANN, 2000).

Ao analisar as respostas obtidas para concentracdo méaxima de biomassa (Figura 3)
é possivel verificar que os ensaios do grupo G10 com suplementacéo de 0,1 e 1 mg L™ de &cido
3-indolacético se destacaram ao aumentar a concentracdo de biomassa da microalga Chlorella
fusca LEB 111 atingindo aproximadamente 2,20 g L. Nesse grupo, somente os experimentos
com adicdo de acido 3-indolacético estimularam aumento da concentracdo de biomassa,
atingindo valores até 38% maiores que o controle. Por outro lado, no grupo GD, com excecéo
da condicdo com suplementacdo de 0,1 mg L™ de tZ, os demais experimentos apresentaram
influéncia positiva sobre a producdo de biomassa microalgal, apresentando aumento de até

aproximadamente 23% em relacéo ao controle.

Figura 3 - Concentragdo maxima de biomassa (Xmax) referente aos experimentos de
Chlorella fusca LEB 111 suplementados com (a) tZ, (b) AlA e (c) tZ+AIA
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Letras minGsculas diferentes correspondem a diferenga significativa (p<0,05) para a resposta analisando cada
grupo individualmente. Letras maiusculas diferentes correspondem a diferenga significativa (p<0,05) para a
resposta comparando todas as amostras.

Ao comparar as respostas apresentadas pelos grupos é evidente que todos o0s

componentes do grupo G10, do qual eram retiradas amostras a cada 10 d, tiveram maior
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producdo de biomassa que seus semelhantes do grupo GD, do qual eram retiradas amostras
diariamente. Isso porque, quando a amostragem é feita diariamente, a disponibilidade dos
fitohormonios para consumo da microalga esta sendo afetada, principalmente nas menores
concentracdes de suplementacdo. Ao retirar amostras é também retirado parte do fitohormdnio
suplementado, além de células que poderiam estar se duplicando.

Uma das teorias relacionada ao aumento da produgdo de biomassa ao suplementar
fitohormonios é o adequado balango entre propor¢es de auxinas e citocininas (SU; LIU;
ZHANG, 2011). Essa pode ser uma explicacdo para o estimulo positivo na producdo de
biomassa identificada neste estudo. Pois, mesmo ao suplementar os cultivos com o0s
fitohormonios isolados ja esta se alterando esse balanco, uma vez que as microalgas possuem
naturalmente fitohorménios enddgenos. Um estudo de Stirk et al. (2013) afirma que auxinas e
citocininas estdo presentes de forma enddgena em 24 cepas de microalgas, incluindo o género
Chlorella. Entretanto, apesar de algumas suplementacdes dos fitohormonios isolados alterarem
0 balango entre auxinas e citocininas, as concentra¢cdes combinadas entre trans-zeatina e acido
3-indolacético avaliadas neste estudo ndo tiveram o mesmo efeito. Provavelmente as
proporcdes ndo alteraram o balango entre auxinas e citocininas expressivamente, 0 que da
mesma forma néo teve influéncia na producéo de biomassa.

Também, os efeitos de dose dependéncia e concentracao limite que foi observado
nos parametros cinéticos ocorre com o acumulo de biomassa. Essa mesma relagédo foi descrita
por Yu et al. (2017) ao cultivar Chlorella sp. SDEC-18 com as auxinas acido 3-indolbutirico e
acido naftilacético nas concentragdes de 0, 5, 20, 30 e 50 mg L. Nesse estudo, a suplementagéo
de 5 e 20 mg L? das substancias apresentaram resultados superiores ao controle, sendo que 20
mg L*? foi a concentragdo de fitohormonio que promoveu maior acumulo de biomassa
(600 mg L?). As suplementagGes de 30 e 50 mg L? inibiram o acimulo de biomassa (300 e
100 mg L. A partir disso os autores concluiram que em microalgas os fitohormdnios tem
efeitos positivos em concentracdes muito baixas e efeitos negativos quando séo suplementados
em concentragdes excessivas.

Ao acompanhar a morfologia das células durante os cultivos com suplementacao
de &cido 3-indolacético, trans-zeatina e com as combinacdes entre os dois fitohorménios
(Figura 4a, 4b e 4c, respectivamente), ndo se observou mudancas nas células. Resultado
diferente do que foi relatado por Park et al. (2013) ao avaliarem o efeito da adicdo dos
fitohormdnios acido indol-3-acético, acido giberélico, cinetina, 1-triacontanol e acido abscisico,

em concentracdes de 0,1 a 10 ppm nas células de Chlamydomonas reinhardtii, que constataram
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gue os tratamentos com os cinco fitohormonios resultaram em aumento acentuado do tamanho

das células.

Figura 4 - Micrografias com aumento de 50x de Chlorella fusca LEB 111 cultivadas com
suplementacéo dos fitohormonios (a) AlA, (b) tZ e (c) tZ+AIA
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3.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

As concentraces de macrocomponentes na biomassa (base imida) de Chlorella
fusca LEB 111 cultivada com diferentes concentracfes de fitohorménios foram analisadas
(Tabela 3). A producdo de proteinas foi aumentada ao suplementar 0,01 mg L (G10) e
0,1 mg L (GD e G10) compondo aproximadamente 50% da biomassa. Os carboidratos
compuseram até 32% da biomassa microalgal com a adi¢do de 1 mg L™ de AIA (GD) e com a
suplementagdo conjunta de 0,01 mg L* de tZ e 1 mg L? de AIA. Também, todos os
experimentos com trans-zeatina do grupo G10 e com 1 e 10 mg L™ de AIA (G10) produziram
em media 30% desse macrocomponente. Para a producdo de lipidios a suplementacédo de AIA
se destaca, uma vez que é possivel atingir até 34% da composicdo da biomassa microalgal
suplementando 0,1 e 1 mg L™ de AIA (G10) e até 32% com a adi¢do de 10 mg L (GD e G10).

Ao se tratar de um género de microalga bastante estudado para producdo de
biocombustiveis, os resultados desse estudo, que associam aumento na producdo biomassa e
lipidios e aumento de carboidratos, podem ser bastante interessantes para a area. Os resultados
obtidos na caracterizacdo da biomassa microalgal demonstram que a suplementacdo de
fitohormdnios pode ser bastante versatil. O que de acordo com Yu et. al (2017) é devido a
ajustes no particionamento de carbono. Os autores concluiram que dependendo da concentragéo
de fitohormdnio suplementada é facilitado o transporte do carbono ou por vias de sintese de
carboidratos ou por vias de sintese de lipidios. No entanto, os mecanismos de particionamento

de carbono em microalgas ainda ndo foram completamente esclarecidos.
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Tabela 3 - Conteudo de proteinas, carboidratos e lipidios referentes aos cultivos de Chlorella
fusca LEB 111 suplementados com AlA e tZ

Grupo GD
Amostra Proteinas (Yo mm?)  Carboidratos (% m m™) Lipidios (% m mY)
C 46,7°+0,1 20,3'+0,1 26,1819"+0 3
AlA0,01 42,5%9¢+0,1 23,79M1+0,1 28,6°4¢+0,5
AIA0,1 41,7°9%1+0,7 22,99M1i+0 4 28,09¢1+0,3
AlA1L 44,1°¢+0,9 31,9%+0,5 26,9%19+0,3
AIA10 39,9079M+0 5 25,5%09+0,3 32,02°+2,6
tZ0,01 42,5%9¢+2 0 24,78190+0 5 26,2819h+0 7
tZ0,1 50,12+2,9 24,39+0 3 27,0009+1 5
tZ1 41,29e59+1 4 21,3 0,1 25,3819M+2 9
tZ10 44,142 3 22,6M9+0,3 34,8%+2,0
Grupo G10
Amostra Proteinas (% mm?)  Carboidratos (% m m?) Lipidios (% m m?)
C 42,7°9+0,8 29,2°¢+1,0 27,0009+2 1
AlA0,01 38,59M+0,4 29,82bc+0,5 30,57¢9+0,9
AIA0,1 36,2"1+0,6 27,5%9¢40,1 33,8*P+2 0
AlAL 40,7%¢79+0,4 30,1%0¢+0,9 34,5%42,7
AIA10 37,5M1+0,7 29,6%0C+1,7 31,9%0¢42 2
tZ0,01 50,7%+1,5 26,8%¢1+0,7 28,6°4¢+1,9
tZ0,1 50,5%+3,0 30,42°+0,8 24,19M+1,4
tz1 46,1°+0,8 30,9201,2 25,179M+0,3
tZ10 35,01+0,7 31,4%0+0,7 24,290+0,2
70,01+ AlA1L 38,59M+1 1 32,3%+0,1 25,4190+1 0
tZ0,1+AIA0,1 41,29¢%9+0,8 28,6°¢1+0,2 23,4"+1,2
tZ1+AIA0,01 39,479M+0,6 28,9°¢4+0 9 24,290+1,2

Letras mindsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p<0,05) para
cada resposta comparando todas as amostras.

Ao analisar os resultados gerados a partir da analise SDS-PAGE dos experimentos
com &cido 3-indolacético, trans-zeatina e com a mistura dos dois fitohormdnios (Figuras 4,5 e
6, respectivamente) é possivel notar que a suplementacao dos fitohormdnios influencia no perfil

proteico da microalga Chlorella fusca LEB 111.
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Quando os cultivos de Chlorella fusca LEB 111 foram suplementados com &cido
3-indolacético o perfil proteico no dia 0, ndo expressou nenhuma banda no intervalo analisado
(Figura 4a). J& nos dias 10, 20 e 30 foram identificadas a expressdo de uma proteina proxima a
150 kDa e duas entre 15 e 20 kDa (Figuras 4b, 4c e 4d, respectivamente). No dia 30, essas duas
Gltimas bandas citadas ndo aparecem no cultivo controle, provavelmente por terem sido
degradadas devido ao longo tempo de cultivo.

Figura 5 - Perfil proteico de Chlorella fusca LEB 111 suplementados com AlA nos dias
(@) 0, (b) 10, (c) 20 e (d) 30
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Nos perfis proteicos gerados para os cultivos de Chlorella fusca LEB 111

suplementados com trans-zeatina, proteinas proximas a 150 kDa séo expressas em todos os dias

amostrados (Figura 5a — 5d). A partir do dia 10 também sdo expressas duas bandas entre 15 e

20 kDa. Ja no dia 20, é notavel que houve sintese de uma proteina entre 37 e 50 kDa e trés

proximas a 25 kDa, exceto para a condicdo controle. Entretanto, no dia 30, essas proteinas

parecem ter sido degradas e o perfil proteico gerado é semelhante ao dia 10.
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Figura 6 - Perfil proteico de Chlorella fusca LEB 111 suplementados com tZ nos dias
(@) 0, (b) 10, (c) 20 e (d) 30
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Os perfis proteicos referentes aos cultivos suplementados com a mistura entre 0s
fitohormdnios foi 0 que expressou mais bandas proteicas (Figuras 6a — 6d). Em todos os dias e
condicBes expressou uma proteina proxima a 150 kDa. No dia 10 foram geradas bandas de
proteinas proximas a 50, 37 kDa e trés bandas préximas a 25 kDa, quando os cultivos foram
suplementados com 0,01 mg L™ de trans-zeatina e 1 mg L de 4cido 3-indolacético e, com a
mistura de 0,1 mg L? de cada fitohorménio. Além dessas, ha trés bandas expressas entre 15 e
20 kDa para todas as condic@es. Ja no dia 20 foram geradas bandas proximas a 50 e 37 kDa e
trés bandas proximas 25 kDa em todas as condi¢Ges com suplementacdo. E, assim como no dia
10, ha a expressdo de proteinas entre 15 e 20 kDa, entretanto se nota duas bandas e ndo trés
como na amostragem anterior. O que indica que houve degradacdo proteica.

Acredita-se que as expressdes proteicas encontradas nos perfis gerados para 0s
cultivos de Chlorella fusca LEB 111 sejam referentes a proteinas fotossintéticas, visto que 0s

fitohorménios incentivam as reacdes de fixacdo de CO: a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase



85

oxigenase (rubisco) e a fosforilagdo fotossintética, 0 que aumenta a eficiéncia fotossintética
(PIOTROWSKA et al., 2008).

Figura 7 - Perfil proteico de Chlorella fusca LEB 111 suplementados com tZ + AIA nos
dias (a) 0, (b) 10, (c) 20 e (d) 30
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As nomenclaturas de suplementacdo conjunta sdo dadas em tZ+AlA para todos os perfis.

Dessa forma, a deteccdo préxima de 50 kDa pode ser a expressdo de Ribulose
1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), a qual tém aproximadamente 56 kDa e é a
principal enzima fotossintética, pois catalisa a fixacdo de dioxido de carbono a 1,5-ribulose-
bisfosfato no ciclo de Calvin, produzindo o 3-fosfoglicerato essencial para a ocorréncia da
fotossintese (NELSON; COX, 2011). J& as bandas detectadas entre 15 e 20 kDa podem ser
subunidades do complexo pigmento-proteina do fotossistema I, como psbS (+ 21 kDa), a qual

tem um papel crucial quando had excesso de energia ou pshbS (£ 20 kDa) e psbQ
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(= 16 kDa) que estabilizam reacGes do oxigénio e estdo presentes somente em eucariotos
(SCHELLER et al., 2004). Além disso, as bandas proximas a 25 kDa, podem ser enzimas LHCB
(24 — 28 kDa), as quais fazem parte do complexo coletor de luz do fotossistema Il. Este
complexo esta envolvido na particdo de energia entre os fotossistemas | e Il e na prevencdo de
danos ao aparelho fotossintético (TAIZ; ZIEGLER, 2004). Por ultimo, proteinas proximas
37 kDa podem ser D1 e D2, que tem peso molecular de aproximadamente 39 kDa. Essas, sdo
enzimas que constituem o centro de reacdo do fotossistema |1, que é um complexo a cadeia de
transporte de elétrons eucariotos (SCHELLER et al., 2004). Além disso, as expressdes mais
acentuadas aparecem nos dias intermediarios, pois no dia 0 ainda estdo muito fracas e no dia

30 j& podem ter sido degradas devido ao longo tempo de cultivo.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que a utilizagao de fitohormonios
nos cultivos de Chlorella pode ser uma alternativa eficiente para manipulacdo de producéo de
compostos de interesse e aumento na producdo de biomassa. A utilizacdo de 0,1 e 1 mg Lde
acido 3-indolacético juntamente com a menor frequéncia de amostragem (G10) se mostrou a
condicdo mais eficiente em termos de concentracdo de biomassa, atingindo valores até 45%
maiores que o experimento controle. Tambem, foi possivel aumentar a producdo de proteinas
(50%), lipidios (34%) e carboidratos (32%) com as suplementagdes de tZ (0,01 e 0,1 mg L),
AIA (0,1 e 1 mg L?) e amistura de 0,01 mg L? de tZ e 1 mg L™ de AIA, respectivamente.
Esses resultados mostram a versatilidade da utilizacdo dos fitohorménios para a producéo de
macromoléculas, além de agregar aumento de producao de biomassa e lipidios, o que a aumenta

seu potencial para aplicacdes principalmente no setor de biocombustiveis.
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5 CONCLUSAO GERAL

Nos experimentos, com ambas microalgas, notou-se que em menores concentragoes
os fitohorménios estimulam o crescimento microalgal em uma relagdo dose dependéncia,
quanto maior a dose suplementada maior o crescimento celular. Entretanto, parece haver um
limite de suplementagdo suportado pelas células, sendo 0,1 mg L' tZ e 1 mg L AIA para
Spirulina e 0,01 mg L tZ e 0,1 mg L™ AIA para Chlorella. Apds esse limite de concentragéo
de suplemento o crescimento microalgal tende a diminuir.

Para os cultivos com a microalga Spirulina a suplementacdo com 1 mg L de AIA
junto com a menor frequéncia de amostragem (G10) aumentou em até 43% a concentracao
méaxima de biomassa (3,7 g L) quando comparado ao controle (2,1 g L). Além disso, os
fitohormonios estimularam a produgé&o de proteinas (70%), carboidratos (21%) e lipidios (24%)
com a adicdo de AIA nas concentragdes 1, 10 e 0,01 mg L, respectivamente. Ainda, constatou-
se que a suplementacéo de fitohormdnios no cultivo de Spirulina sp. LEB 18 afeta a morfologia
da célula, causando acentuado alongamento celular.

Nos cultivos de Chlorella a utilizacéo de 0,1 e 1 mg L™de AIA juntamente com a
menor frequéncia de amostragem (G10) se mostrou a condi¢cdo mais eficiente em termos de
concentracdo de biomassa, atingindo valores até 45% maiores que o experimento controle (1,2
g LY. Também, foi possivel aumentar a producdo de proteinas (50%), lipidios (34%) e
carboidratos (32%) com as suplementagGes de tZ (0,01 e 0,1 mg L), AIA(0,1elmgL?)ea
mistura de 0,01 mg L de tZ e 1 mg L™ de AIA, respectivamente.

A frequéncia de retirada de amostra se mostrou um fator importante a ser levado
em consideracdo na suplementacdo de cultivos microalgais com fitohormdnios. Neste estudo,
constatou-se que a menor frequéncia traz melhores resultados na producédo de biomassa e
biomoléculas devido a menor interferéncia na disponibilidade dos fitohormdnios para consumo
da microalga.

Ainda, verificou-se a importancia no balango auxina-citocinina, uma vez que ao
suplementar concentracbes combinadas entre trans-zeatina e acido 3-indolacético ndo se
observou efeito no estimulo do crescimento microalgal. Provavelmente as proporcdes avaliadas
neste estudo ndo foram suficientes para alterar o balanco entre auxinas e citocininas
expressivamente, o que da mesma forma ndo teve influéncia na producéo de biomassa.

Muitas questdes sobre microalgas e fitohormonios ainda precisam ser estudadas e
debatidas, mas este estudo colabora com o esclarecimento de alguns fatos importantes para a

area, principalmente mostrando a eficiéncia da suplementacéo dos fitohormdnios no estimulo
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do crescimento tanto de células eucarioticas como de procarioticas. Também, demonstrou-se a
versatilidade da producdo de biomoléculas com o uso dos fitohormdnios nos cultivos
microalgais. Sendo que, a partir de variacbes somente na concentragcdo de suplementacdo é
possivel induzir a producdo de diferentes biomoléculas. Acredita-se que os resultados desse
estudo que agregam aumento de producdo de biomassa e biomoléculas, principalmente lipidios,
torna a utilizagdo de fitohorménios nos cultivos microalgais uma alternativa potencial para

aplicacdes em biocombustiveis.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Testar outras propor¢6es da mistura de trans-zeatina e acido 3-indolacético nos
cultivos de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111;

e Avaliar os efeitos da suplementacgéo de outros fitohormonios e outras
combinagdes entre eles em diferentes microalgas;

e Realizar cultivos em batelada alimentada para adi¢cdo do fitohorménio;

e Verificar o efeito dos fitohormonios em cultivos outdoor e de maior escala;

e Avaliar a eficiéncia fotossintética apds suplementar fitohorménios nos cultivos
microalgais;

e Analisar produgdo de pigmentos (clorofila, carotenoides e ficocianina) e perfil
de &cidos graxos;

e Estudar o consumo dos fitohormdnios pelas microalgas e a atuacéo dessas
substancias no metabolismo microalgal;

e Estudar a viabilidade econémica da suplementacéo de fitohormoénios em

cultivos microalgais.
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APENDICES

Figura AP2 - Curva padrao da microalga Spirulina sp. LEB 18
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ANEXOS

Tabela Al- Composicdo quimica do meio de cultivo Zarrouk

N° Nomenclatura Férmula quimica  Concentracao
1 Bicarbonato de sodio NaHCOs; 16,8gL*
2 Fosfato de potassio dibasico KoHPO4 05gL*?
3 Nitrato de sédio NaNOs 25¢gL?
4 Sulfato de potéassio K2S04 1,0gL?
5 Cloreto de sédio NaCl 1,0gL?
6 Sulfato de magnésio heptahidratado MgS0,4.7H20 0,2gL*
7 Cloreto de célcio CaCl, 0,04gL?
8 Sulfato ferroso heptahidratado FeS04.7H20 0,01glL?
9 EDTA dissodico EDTA 0,08gL*
As Solucéo de micronutrientes * 1,0mLL?
Bs Solucéo de metais *x 1,0mLL?

Fonte: Zarrouk (1966). *Solucdo A5 (g L™): HsBO; (2,86), MnCl..4H,0 (1,81), ZnS04.7H,0 (0,222), NaMoO,
(0,015), CuS04.5H;0 (0,079). **SOlU(;é.O B6 (mg L'l): NH,VO3 (23,0), KzCI’z(SO4)4.24H20 (96,0), NiSO4.7H.0
(48,0), N3.2WO4.2H20 (18,0), TiOSO4.HQSO4.8H20 (61,1), CO(NOs)z.GHzO (44,0).

Tabela A2- Composicdo quimica do meio de cultivo BG 11

N° Nomenclatura Formula Quimica Concentracao
1 Nitrato de sodio NaNOs 15¢gL*

2  Fosfato de potassio dibasico trihidratado K2HPO4.3H20 0,040 g L
3 Sulfato de magnésio heptahidratado MgSQO4.7H20 0,075¢g L
4 Cloreto de célcio bihidratado CaCl,.2H20 0,036 g L
5 Citrato férrico amoniacal CeH11FeNO7 0,006 g L*
6 EDTA dissodico C10H14N2Na20s.2H,0 0,001 gL
7 Carbonato de sddio Na>CO3 0,020 g L?
8 Acido citrico CsHgOr 0,006 g L*
As Solugéo de micronutrientes + Cobalto * 1mLL?

Fonte: Rippka et al. (1979). *Solucdo A5+Co (g L™): HsBOs (2,86), MnCl,.4H,0 (1,81), ZnS04.7H,0 (0,222),
NaMoO; (0,015), CuSOs. 5H,0 (0,079), Co(NOs).6H,0 (0,0494).



