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RESUMO

O aumento de pesquisas envolvendo a extracdo de compostos biologicamente ativos de microalgas
se deu recentemente em todo o0 mundo, gracas ao avanco de estudos que comprovam o seu potencial
biotecnoldgico, nutricional e medicinal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a produtividade
de clorofila a, a taxa de crescimento celular e o teor de proteinas sollveis da microalga
Scenedesmus obliquus cultivada em fotobiorreator plano vertical em meio de cultivo W.C. (Water
Culture) modificado sob condi¢bes controladas de temperatura e luminosidade. Além disso,
avaliou-se as fracOes proteicas submetidas a precipitagdo com sulfato de aménio em diferentes
niveis de saturagdo (0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-80%), quanto a atividade antifingica,
empregando o método de disco difusdo, e a atividade antioxidante, utilizando o método DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil). Fez-se a quantificacdo do teor de aminoacidos essenciais presentes na
fracdo que apresentou maior atividade. Os resultados demonstraram uma producdo de clorofila a
de 8,5 mg/ L, a Densidade Celular Maxima (DCM) foi de 130 x 10° cel/ mL e a concentragdo de
proteinas nas fracGes proteicas avaliadas variou entre 0,485 a 1,042 mg/ mL. O perfil eletroforético
das fragdes proteicas delineou-se por uma ampla faixa de peso molecular que variou entre 14,4
kDa e 116 kDa, predominando uma maior concentracao de proteinas na faixa entre 21,5 e 45 kDa.
As fragdes proteicas testadas (FrPo-200, FrP2o-40%, FrPaoso% € FrPso-so%) apresentaram efeito
antimicrobiano contra os fungos C. kefyr, A. niger e A. fumigatus, porém somente a fracdo FrP40-
60% e o tratamento controle apresentaram halo de inibicdo para C. albicans. Nenhum tratamento
teve efeito inibidor do crescimento das bactérias S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa. Apenas as
fraces FrP 0-60% € FrPso-s0% apresentaram inibicdo do crescimento da bactéria S. aureus. A fracdo
FrP40-60% apresentou resultados superiores em todas as analises com um efeito antioxidante
méaximo de 85% na concentracdo de 0,8 mg/ mL. A anélise quantitativa de aminoacidos essenciais
revelou a presenca de Cis, Lis, Leu, Fen, Tre, Tir, Val, Met, lle e Trp. Os resultados evidenciaram
que Scenedesmus obliquus é uma fonte promissora de biocompostos que podem ser utilizados na
fabricacdo de suplementos alimentares para humanos e animais, elaboragdo cosméticos e de

medicamentos.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Scendesmus obliquus. Atividade antioxidante. Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

The increase in research involving the extraction of biologically active compounds microalgae has
recently around the world, thanks to the advancement of studies that demonstrate its potential
biotechnology, and medical nutrition. The aim of this study was to evaluate the productivity of
chlorophyll a, the rate of cell growth and the soluble protein content of microalgae obliquus
Scenedesmus grown in vertical photobioreactor amid toilet cultivation (Water Culture) modified
under controlled conditions of temperature and light. In addition, we evaluated the protein fractions
subjected to precipitation with ammonium sulfate at different levels of saturation (0-20%, 20-40%,
40-60% and 60-80%), as the antifungal activity, using the disk diffusion method, and the
antioxidant activity using the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). There was the quantification
of the essential amino acid content present in the fraction with the highest activity. The results
showed a production of 8.5 mg chlorophyll a / L Cell density Maximum (DCM) was 130 x 105
cells / ml and the protein concentration measured in protein fractions ranged from 0.485 to 1.042
mg / ml. The electrophoretic pattern of protein fractions delineated by a wide range of molecular
weight ranging from 116 kDa and 14.4 kDa, predominantly greater concentration of proteins in the
range between 21.5 and 45 kDa. The protein fractions tested (FrP0-20% FrP20-40% FrP40-60%
and FrP60-80%) had antimicrobial effect against C. kefyr fungus, A. niger and A. fumigatus, but
only a fraction FrP40-60 % and the control treatment showed inhibition zone for C. albicans. No
treatment had inhibitory effect of growth of bacteria S. epidermidis, E. coli and P. aeruginosa. Only
FrP fractions 40-60% and FrP60-80% showed growth inhibition of S. aureus. The FrP40-60%
fraction showed superior results in all analyzes with a maximum of 85% antioxidant effect at a
concentration of 0.8 mg / mL. Quantitative analysis of essential amino acids revealed the presence
of Cys, Lys, Leu, Phe, Thr, Tyr, Val, Met, lle and Trp. The results showed that Scenedesmus
obliquus is a promising source of biocompounds that can be used in the manufacture of food

supplements for humans and animals, cosmetics and medicines preparation.

Keywords: Bioactive compounds. Scenedesmus obliquus. Antioxidant activity. Antimicrobian

activity.
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia tem contribuido para a elucidacdo de muitos elementos envolvidos em
processos bioldgicos naturais relevantes para a manutencdo da vida. Processos naturais como o
mecanismo de defesa e as respostas inatas na aclimatacdo dos seres vivos a um novo ambiente sao
capazes de surpreender com seus mecanismos complexos e precisos, despertando nos
pesquisadores a curiosidade para tentar compreender como isso ocorre e como controla-las. Este
trabalho constitui uma contribuigéo ao estudo das aplicacGes farmacéuticas de componentes ativos
de microalgas, como atividade antioxidante e antimicrobianas de fragdes proteicas da microalga
Scenedemus obliquus cultivada em fotobiorreator plano vertical realizado na Universidade Federal
do Ceara — UFC, numa parceria entre o Laboratdrio de Desenvolvimento de Processos, coordenado
pelo Professor Dr. José Osvaldo Beserra Carioca e o Laboratorio de Biotecnologia Molecular,
LabBMol, coordenado pelo Professor Dr. André Luis Coelho da Silva. No entanto, faz-se
necessario colocar, de antemdo, algumas consideracbes sobre pesquisas ja realizadas nesta
instituicdo acerca dos grandes beneficios da producdo de microalgas e suas aplicacdes. Entre eles
a tese de doutorado desenvolvida na UFC em 2009, sob a orientacdo do Professor Carioca, tendo
como autor o Professor Savio Macambira do Instituto Federal de Educacdo do Ceara - IFCE. Em
seu trabalho foi abordado amplamente as inimeras aplicacfes classicas possiveis com as
microalgas, como 0 uso em racdes para peixes e camardes, muito praticado nos paises da Asia.
Além disso, tratou da producdo de biodiesel e mostrou também a importancia dessa fonte
alternativa capaz absorver o grande volume de CO2 gerado nas suas termoelétricas.

O Professor Alexandre Costa Araudjo da Universidade Estadual do Ceard - UECE em
seu trabalho publicado como um capitulo nos Anais do "International Microalgae and Biofuels
Workshop" realizado na UFC, coordenado pelo Professor Carioca em 2010, observou as condi¢des
climéaticas favoraveis a producdo de microalgas, percebendo no Nordeste do Brasil, mais
precisamente no Ceard, o seu grande potencial para a producdo de microalgas. Isso se deve ao fato
de que as regibes tropicais recebem um grande volume de radiacdo solar na atmosfera, a qual é
praticamente constante durante todo o ano, observando-se uma pequena variagao na intensidade
desta radiacdo entre as quatro estagdes do ano, o que € um fato de enorme importancia aplicada

para o cultivo de microalgas nesse estado.
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As microalgas sdo organismos que podem ser cultivadas em aguas doce ou salgada no
nordeste brasileiro em face da sua elevada insolacéo e pouca disponibilidade de terras adequadas
para a agricultura tradicional. Microalgas plancténicas (fitoplancton) desempenham um relevante
papel nos ambientes aquaticos os quais sdo fundamentais para o desenvolvimento dos ciclos
biogeoquimicos, que servem como base para a cadeia alimentar aquatica. A fotossintese € o mais
importante processo disseminado na superficie da terra capaz de reduzir o carbono inorgénico
(COy) para formar matéria orgénica, base da vida na terra. Os organismos capazes de realizar esta
fascinante atividade sd@o chamados de produtores primarios, uma vez que eles fornecem a matéria
organica para todos os outros organismos do ecossistema terrestre. A fotossintese aerdbica em
células eucaridticas tem origem em eventos endosimbidticos nos quais cianobactérias sdo
incorporadas como agentes simbiontes. As cianobactérias sao organismos vitais e possivelmente
foram os primeiros organismos nos oceanos, nas primeiras etapas da vida na terra, cuja funcédo
primordial é transformar energia luminosa em energia quimica. Vale salientar que apesar das suas
inumeras aplicacdes, na atualidade, ainda é muito pouco estudada a biodiversidade das microalgas
brasileiras, notadamente, as existentes na regido Nordeste, a qual é rica em tipos e espécies destes
organismos (KRUSE et al. 2005).

O cultivo de microalgas em ambiente confinado foi desenvolvido na Alemanha, como
necessidade de produzir alimentos ap6s as grandes guerras. O Nordeste brasileiro € um ambiente
ideal para o cultivo de microalgas, pelo fato desta regido apresentar uma temperatura anual média
praticamente constante durante quase todo o ano. Particularmente, o Nordeste apresenta um grande
volume de agua armazenada nos acudes construidos nos Gltimos séculos para prover dgua para a
sobrevivéncia da sua populacéo rural, embora este volume apresente grande variagao anual em face
da alta taxa de evaporacédo observada. Desde a década de 1940, as microalgas vem sendo estudadas
como meio para o tratamento bioldgico de aguas residuais domésticas e/ou industrias visando a
producdo de dgua de reuso e biomassa algal, de acordo com os trabalhos pioneiros desenvolvidos
pelo grande sanitarista Americano, Oswaldo W. G (OSWALD e GOLUEKE, 1960). Nestes
estudos, o potencial de utilizacdo dos lipideos foi proposto como fonte de matéria prima para a
producdo de biodiesel. A aluna Herivanda Gomes de Almeida, recentemente concluiu uma
dissertacdo de mestrado no Departamento de Engenharia Hidraulica e Ambiental — DEHA/ UFC,
sobre as potencialidades do cultivo de dois tipos de microalgas para esta finalidade sob a orientacéo
do Professor Francisco Suetonio Bastos Mota e Coorientagdo do Prof. Carioca. Convém salientar
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também que esta tecnologia pode ser usada para tratar o grande volume de esgotos domésticos néo
tratados que sdo langados em rios, agudes e mesmo no mar. Considerando o potencial poluidor
destes tipos de efluentes e a necessidade de eliminar os impactos ambientais associados a producéo
simultanea de biocompostos de valor agregado, tem-se proposto o emprego de biorrefinarias. Nesse
sentido, elas se tornaram instrumentos que podem conjugar estas finalidades na construcdo de
mapas tecnoldgicos de grande importancia ecoldgica e produtiva. Atualmente este é um recurso
base da economia verde, uma nova economia de plena sustentabilidade social, ambiental e
econdmica promovida pelo Programa das Nac¢des Unidas para o Meio Ambiente - PNUMA, como
também o Banco Mundial para ser aplicada em paises tropicais emergentes como o Brasil.

O Professor Carioca, seus colaboradores académicos e 0s estudantes de pds-graduacao
da UFC publicaram no Anais do 16thiIBS2014, dois trabalhos cientificos em que um modelo de
biorrefinaria de segunda geracdo foi proposto. O objetivo é utiliza-lo como instrumento para
eliminar a poluicdo causada pelos residuos e efluentes da aquicultura praticada no agude do
Castanhdo no Cear4, visando a producéo de Til&pia, como alimento proteico para as populagdes de
baixa renda. Uma nova tese de doutorado esta em pleno desenvolvimento no Departamento de
Tecnologia de Alimentos - DETAL, sob a orientacdo desse mesmo professor pesquisador visando
o cultivo de trés espécies de microalgas Chlorella, Scenedesmus e Siprulina usando o efluente de
um digestor anaerdbico que converte a maior parte da matéria organica contida na visceras das
tilapias. O fato técnico importante para ser destacado é que a matéria organica residual, ndo
convertida em biogas, é usada como nutriente para o cultivo das microalgas, o0 que constitui um
fato de grande importancia econémica no processo de reduzir os custos da sua producéo.

Finalizando, vale ressaltar que a grande contribuicdo cientifica desses trabalhos fica
por conta da iniciativa da UFC em produzir conhecimento de grande relevancia, ndo s6 para a
academia, como também para o estado do Ceara. Com isso o Estado poderd se beneficiar
amplamente com a implantacdo de projetos que envolvam o emprego de biorrefinarias utilizando
microalgas.

A despeito do estudo do contetido de componentes ativos nas microalgas, vem como
adicional os grandes beneficios que esses microrganismos promovem ao produzirem naturalmente
biocompostos de alto valor bioldgico e comercial, tais como antioxidantes, aminoacidos e proteinas
funcionais. Muitos estudos sdo feitos buscando avaliar a atividade bioldgica de extratos de

microalgas, porém faz-se necessario continuar avancando, uma vez que muitas espécies em



16

potencial ainda continuam pouco exploradas. Neste estudo realizou-se uma revisdo bibliografica
considerando os principais avangos nas pesquisas envolvendo a obtencao de compostos bioldgicos
provenientes de microalgas, além disso, buscou-se avaliar o potencial da microalga Scenedesmus
obliquus como fonte de compostos proteicos e 0s possiveis efeitos que essas moléculas exercem

sobre microrganismos, além da sua capacidade de neutralizar a acdo de radicais livres.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a produtividade e a composicdo de clorofila a da microalga Scenedesmus
obliquus durante o cultivo em fotobiorreator plano vertical com meio de W.C. (Water culture)
Avaliar a atividade antimicrobiana e a atividade antioxidante das fracGes proteicas obtidas da
biomassa microalgal a fim de observar a ocorréncia de atividades bioldgicas nessas fragoes.

2.2 Objetivos Especificos

Definiu-se como objetivos especificos para este estudo:

e Auvaliagdo da densidade celular e analise da taxa de crescimento especifico das microalgas
cultivadas em meio W.C;

e Andlise da clorofila a durante a curva de crescimento;

e Analise do pH do meio durante o cultivo das microalgas;

o Extragdo, dosagem e fracionamento de proteinas solUveis da biomassa de S. obliquus;

e Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracdes proteicas (SDS PAGE);

e Auvaliacdo das atividades antifungica e antibacteriana das fragdes proteicas da microalga S.
obliquus;

e Avaliagéo da atividade antioxidante das fracdes proteicas da microalga S. obliquus;

e Determinacdo do perfil de aminoacidos essenciais presentes na fracdo proteica da

microalga.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microalgas: uma visao geral

O termo microalgas é designado a organismos unicelulares, com a probabilidade de
formar coldnias ou filamentos, com variada composicdo de pigmentos e fotoautotroficos
(OLAIZOLA, 2003). Sua classificacdo ainda gera discussdes, no entanto, ferramentas da biologia
molecular tém contribuido para o esclarecimento e novos agrupamentos filogeneticamente nao
relacionados tiveram que ser realocados em grupos taxonémicos distintos (filos, ordens, familias,
etc.), ou em novos grupos criados para acomodar organismos de origens filogenéticas diferentes.
De acordo com a sua estrutura celular as microalgas podem ser classificadas em dois grupos:
procarioticos (cianobactérias) e eucariéticos. Estes ultimos estdo divididos em trés grandes grupos:
Chromalveolata, Archaeplastida e Excavata. Ao grupo Chromalveolata pertencem as algas
Phaeophyceae (algas pardas ou marrons), e ao grupo Archaeplastida pertencem as Chlorophytas
(algas verdes) e Rhodophytas (algas vermelhas) (ADL et al., 2005; SILVA, 2010).

Esses organismos apresentam uma estrutura celular simples e sdo altamente eficientes
na conversdao de energia solar em energia quimica para exercer funcdes bioldgicas, sendo
responsaveis pela maior parte do oxigénio molecular disponivel no planeta (GRESSLER et al.,
2011). Além disso, sua biomassa é a base de inimeras cadeias tréficas nos ambientes aquéticos,
nelas sdo encontrados compostos como carboidratos, além de lipideos, pigmentos e proteinas.
Estdo distribuidas na natureza ocorrendo em ambientes de dgua doce e salgada, sobre troncos de
arvores, rochas, desertos, superficie de neves e geleiras, e fontes termais (RAVEN et al., 2007).

Uma das mais antigas utilidades das microalgas remota dos tempos antigos, com o seu
emprego na alimentacdo humana por povos que viviam proximo do Lago Texcoco, no México,
além dos nativos do Lago Chade na Africa, e por povos da Asia. Produtos feitos com biomassa da
Spirulina spp. e outras algas do género Nostoc, eram empregados para 0 suprimento de proteinas
na alimentagdo (BARROS, 2010; DERNER et al., 2006; MENDONCA et al., 2013). Somente na
década de 60 foi feita a primeira comercializacdo de microalgas como fonte nutricional pelo Japéo,
e sO algum tempo depois, foi introduzido no mercado americano (AMBROSI et al., 2008). As bases
para implantar processos tecnologicos voltados para o cultivo de microalgas foram estabelecidas

nesse mesmo periodo em outros paises como Alemanha e Israel (MAGRO, 2010).
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Nos ultimos anos, o comércio e o cultivo de biomassa microalgal sofreu uma vasta
expansao abrindo mercado também na Franga, Tailandia, China, México e Brasil, sendo que o
Japdo ainda é o maior consumidor e detentor de patentes envolvendo produtos e tecnologias de
microalgas (MENDONCA et al., 2013; DUARTE, 2010).

O aumento exponencial da producdo de microalgas no mundo todo s6 se deu
recentemente, com o avan¢o de pesquisas de avaliacdo do seu potencial biotecnoldgico e
nutricional, uma vez que sdo fontes de biomassa rica em compostos como carotenoides, lipideos,
clorofila, enzimas, ésteres, antibidticos, hidrocarbonetos, carboidratos, proteinas e vitaminas
(AMBROSI et al., 2008; DERNER et al., 2006; RICHIMOND, 2004; SAMARAKON e JEON,
2012).

Entre as principais espécies de valor comercial estdo a Spirulina platensis, Chlorella
vulgaris, Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, Porphyridium cruentum, Isochysis galbana,
Scenedesmus almeriensis, Phaeodactylum tricornutum, Anabaena e Dunaliella bardawil
(CHACON-LEE e GONZALEZ-MARINO, 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

Outros fatores tém chamado a atencdo da comunidade académico-cientifica e de varios
segmentos industriais como as industrias farmacéuticas, quimicas, de alimentos e de biotecnologia,
como as possiveis aplicacdes dos extratos de algas e microalgas para fins medicinais, gracas as
atividades bioldgicas comprovadas in vitro. Entre elas estdo a atividade antioxidante (SHEIH, WU
e FANG, 2007), a inibicdo da replicacdo viral (LOPES et al., 2011), atividade anti-hipertensiva
(MURRAY e FITZGERALD, 2007), imuno moduladora (MORRIS et al., 2007), anticancerigena
(SHEIH et al., 2010) e anticoagulante (ATHUKORALA et al., 2006), as quais estdo associadas a
presenca de compostos fendlicos, proteinas, hidrolisados proteicos ou peptideos presentes em sua
estrutura celular. Tais caracteristicas contribuem para a mostrar a relevancia da exploracao desses
microrganismos a fim de consolidar o seu cultivo em escala comercial em regiées onde a producao
ainda é emergente.

No Brasil, foi 0 sucesso no cultivo de microalgas para alimentacéo de animais aquaticos
que inseriu 0 pais no cenario internacional envolvendo esta tematica (LOURENCO, 2006).
Atualmente a producdo em escala comercial no pais esté relacionada com a alimentacdo desses
organismos, sendo utilizada de forma direta, na larvicultura de camardes e moluscos marinhos, ou
indireta, no enriquecimento nutricional de rotiferos e copépodos utilizados como alimento nos

cultivos de peixes de importancia econdmica para a aquicultura brasileira. Os centros de cultivo de
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microalgas sdo vinculados as empresas que estdo localizadas principalmente na Regido Nordeste,
Sudeste e Sul, onde se concentram os maiores centros de cultivo (DANTAS, 2013).

A empresa Claeff Engenharia e Produtos Quimicos Ltda., localizada em Pernambuco,
possui uma unidade de producao instalada especialmente para o cultivo e extracdo de microalgas
(Chlorella, Spirulina, Scenedesmus e Haematococcus) adaptadas as condicfes da regido Nordeste
visando a producdo de insumos Uteis as indUstrias de alimentos e cosméticos. Céapsulas de Chlorella
e Spirulina e Haematococcus (Astaxantina), assim como extratos glicélicos destas espécies, sdo
produtos ja desenvolvidos por esta empresa (produtos com patente depositada) (DANTAS, 2013).

A empresa Algae Biotecnologia tem foco na producgéo de biodiesel e potencial de
sequestro de carbono pelas microalgas, incluindo os projetos dentro do &mbito do Mecanismo de
Desenvolvimento Limpo (MDL). Além disso, ha especial preocupacdo com a minimizacdo de uso
de agua e valorizacdo de residuos agricolas. De acordo com Dantas (2013) a empresa americana
Solazyme, que desenvolve produtos biotecnoldgicos a partir de microalgas (biocombustiveis,
quimicos, alimentos funcionais e cosméticos) recentemente vem investindo no Brasil na producao
de biodiesel de alga em parceria com empresas nacionais (SOLAZYME, 2012; DANTAS, 2013).

3.2 Cultivo de microalgas

Alguns fatores devem ser levados em consideragdo antes de se iniciar um cultivo de
microalgas. De acordo com Dantas (2012; 2013) ao determinar a espécie que se deseja cultivar e o
objetivo da aplicacdo desta, alguns parametros importantes precisam ser analisados para a
viabilidade do cultivo e a obtencdo da biomassa como facilidades que permitam o seu cultivo em
larga escala, adaptacdo da espécie ao sistema de cultivo (condigdes artificiais de crescimento),
condicdes que permitam a sintese do composto de interesse, elevada taxa de crescimento, baixo
custo de producdo, entre outros. Comumente, o ciclo de vida das microalgas é estabelecido em
poucas horas, 0 que permite que a populagéo seja duplicada em um curto espaco de tempo. Esta
alta produtividade é um dos pontos principais para determinar a viabilidade do cultivo, assim como
a obtencdo da biomassa algal e dos produtos de interesse.

As principais formas de cultivos de microalgas sao: fototrofica, heterotréfica,
mixotréfica e foto-heterotrofica. No quadro 1 estdo as caracteristicas de cada uma de acordo com

a fonte de energia e a fonte de carbono utilizada.
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Figura 1 — Quadro com as principais caracteristicas das condic@es de cultivo de microalgas.

Fototréfico Heterotroéfico Mixotréfico Fotoheterotréfico
Fonte de energia Luz Orgénica Luz e orgénica Luz
Fonte de Inorgénica e
Inorgénica Orgénica Orgénica
carbono orgénica
Densidade
Baixa Alta Média Media
celular
Aberto ou Fermentador Fotobiorreator Fotobiorreator
Tipo de reator
fotobiorreator convencional fechado fechado
Custo Baixo Medio Alto Alto
Baixa Alto custo de Alto custo de
Alto custo de
densidade substrato e substrato e
Principais substrato equipamento equipamento
Contaminacéo quip quip
desvantagens Risco de
em sistema . Risco de Risco de
contaminacgéo . .
aberto contaminagao contaminacao

Fonte: Hakalin, 2014.

Essas condicBes variam de acordo com cada espécie cultivada e tém influéncia direta
na composicao bioquimica da biomassa, que ndo é determinada somente pela natureza de cada
espécie algal, mas também por fatores como intensidade e qualidade da luz (fluorescente ou de
LED), temperatura, pH, nutrientes e agitacdo (MIAO e WU, 2004; BERTOLDI, SANT’ANNA e
OLIVEIRA, 2008). Esses fatores ambientais e o seu monitoramento podem contribuir para a
otimizacdo do cultivo. Assim sendo, a inducdo da acumulacdo de metabdlitos (tais como de
carotenoides, hidrocarbonetos, compostos nitrogenados e lipideos) pode ser realizada facilmente
por meio da manipulagdo dessas condi¢es (MATA, ALMEIDA e CAETANO, 2013). Essa pratica
é eficiente uma vez que microalgas de uma mesma espécie podem apresentar diferentes
composicdes de proteinas, carboidratos e lipideos, quando cultivadas em meios nutricionalmente
distintos (PROCHAZKOVA et al., 2014).

Para o crescimento 6timo das microalgas é necessaria uma série de nutrientes, que
dependendo das espécies requerem variages. Quanto aos macronutrientes as microalgas requerem
carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), hidrogénio (H) e fésforo (P), além de calcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S) e potéssio (K). Como micronutrientes, geralmente requerem ferro (Fe),
manganés (Mn), cobre (Cu), molibdénio (Mo) e cobalto (Co), enquanto algumas microalgas
também necessitam baixas concentracdes de vitaminas no meio de cultura (PROCHAZKOVA et
al., 2014; MAGRO et al., 2016).
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Os macronutrientes séo essenciais por serem constituintes estruturais abundantes de
biomoléculas, de membranas e do meio intracelular, por participarem de processos de troca de
energia, por regularem atividades metabolicas, dentre diversas outras fungdes relevantes. O
carbono € o componente mais importante para sintese de proteinas, carboidratos, &cidos nucléicos,
vitaminas e lipideos. O nitrogénio é um componente fundamental dos pigmentos e o fosforo é
responsavel por transferir energia (ATP) e constituir moléculas estruturais. O principal papel dos
micronutrientes é participar da estrutura e da atividade de diversas enzimas, que por sua vez sao
envolvidas em diferentes vias metabdlicas das algas, e organelas celulares (como os ribossomos)
(LOURENCO, 2006; DANTAS, 2013).

O cultivo pode ser feito empregando meios de cultura sintéticos como, por exemplo, 0
meio Conway, o W.C., Guillard /2, W.C. modificado, BBM, entre outros, de custo mais elevado,
ou meios alternativos como agua do mar, agua de estuarios, aguas residuais das operacoes agricolas
e industriais, ou aguas residuais domésticas. Nas tabelas 1 e 2 sdo descritas as composic¢des de dois
meios empregados em cultivos de algas do grupo Chlorophyceae.

Tabela 1 — Composicdo do meio W.C., modificado por Guillard e Lorenzen (1972) para cultivo
de microalgas.

Solugéo Meio de
Reagentes estoque cultura
(9/L) (mL)
CaCl2.2H20 36.80 1
MgS04.7H20 37.00 1
NaHCO3 12.60 1
K2HPO4.3H.0 11.40 1
NaNOs 85.00 1
Naz03Si.5H20 21.20 1
Solucgéo de ferro
EDTANaz 4.36 L
FeCls.6H20 3.15
Solugéo de micronutrientes
CuS04.5H20 0.01
ZnS04.7H.0 0.022
CoCl2.6H:0 0.01 1
MnCl2.4H20 0.18
NazM004.2H20 0.006
H3BO3 1.00
Solugdo de vitaminas
Tiamina HCI 0.1
Biotina 0.0005 1
Agua destilada 1000

Correcéo de pH para 6,5 com solucéo de HCI 10%
(aproximadamente 2mL)

Fonte: Adaptado de Ohse et al., (2009) e Guillard; Lorenzen (1972).
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Tabela 2 — Composic¢éo e concentracdo das solugdes-estoque do meio BBM.

Estoque Solugéo estoque mL/Litro
Solugéo 1 KH2PO4 8,75 g/500mL 10
Solugdo 2 CaCl2.2H20 1,25 g/500mL 10
Solugdo 3 Mg.504.7H20 3,75 g/500mL 10
Solugdo 4 NaNOs 12,5 g/500mL 10
Solugéo 5 Kz2HPO4 3,75 g/500mL 10
Solugéo 6 NaCl 1,25 g/500mL 10
Solugédo 7 Na2EDTA 10 g/L 1
Solugdo 8 FeS04.7H20 4,98 g/L 1
Solugdo 9 H2S04 1

Elementos tracos

H3BO3 2,86 ¢

MnCl2.4H.0 181¢g

x ZnS04.7H0 0,222 g

Solugdo 10 NaMoOz.5H20 0,390 g Lml

CuS04.5H:0 0,079 ¢g

Co(NOs)2.6H20 0,0494 g
Solugédo 11 H3BOs 5,75 g/500 mL 0,7 mL

Fonte: Adaptado de Stein (1973).

Os principais sistemas de cultivos empregados sao o sistema aberto race way, em aguas
naturais (lagos, lagoas), em lagoas artificiais, tanques, sistema turf scrubber ou sistemas fechados
como fotobiorreatores, ambos com volumes e caracteristicas diferentes (BJERK, 2012).

No sistema aberto 0s tanques podem ser cavados no solo e revestidos com materiais
impermedveis ou podem ser construidos com paredes, e normalmente é utilizado um sistema de pas para
realizar a agitacdo. Os tanques abertos sdo adequados para um pequeno nimero de espécies de algas que
podem tolerar as condi¢Bes ambientais extremas. E um sistema consolidado, bastante utilizado no
cultivo em larga escala.

De acordo com Borowitzka (1999) uma das vantagens é a facilidade de sua construcéo,
operacdo (se comparado aos sistemas fechados) e a reducdo do custo com energia, uma vez que
sdo utilizados tanques de pouca profundidade (30cm, por exemplo) que ficam expostos ao sol. No
entanto, alguns fatores devem ser considerados antes da escolha do sistema de cultivo a ser
implantado como a espécie de microalga, &rea de implantacdo do sistema, energia, 4gua, nutrientes,
clima e tipo de produto final desejado (BOROWITZKA, 1999).

Embora seja uma forma mais barata, uma das limitacGes do sistema aberto é que a
producdo comercial de biomassa de microalgas pode ser limitada devido aos riscos de
contaminacéo por fungos, bactérias, protozoarios e competi¢ao por outras microalgas que tendem
a dominar a espécie original usada como indculo; 0s mecanismos de agitacdo sdo menos eficientes,
resultando em uma baixa produtividade de biomassa (UGWU, AOYAGI e UCHIYAMA, 2008). Além
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disso, essa forma de conducédo do cultivo é mais vulneravel a fatores climaticos (RICHMOND,
2004).

Figura 2 — Vista aérea de cultivo de microalgas em sistema aberto.

Fonte:www.visionmaritima.com.uy

O Sistema Turf Scrubber consiste na utilizacdo de uma comunidade de espécies de
algas filamentosas, bactérias, fungos entre outras associadas, que se desenvolvem sobre uma tela
por onde flui uma solugdo com excesso de nutrientes. Este permite o tratamento de diversos tipos
de efluentes como &gua de escoamento agricola, esgoto domeéstico e efluente industrial. Pode ser
construido em distintas conformaces e tamanhos, e deve ter uma inclinagao para que o efluente escorra
sobre a tela de fixacdo da comunidade de microrganismos, sendo feita a recirculacdo do meio através
de uma bomba. (PIZARRO et al., 2006; BJERK, 2012).

Figura 3 — Foto de cultivo feito em Turf Scrubber. Tela de fixag&o no final do escoamento do
efluente.

Fonte: Berjek, 2012.


http://www.visionmaritima.com.uy/
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Outro sistema de cultivo é o fotobiorreator, definido como um recipiente fechado (ou
parcialmente fechado) que visa de maneira fototropica, fornecer energia a partir de iluminagdo
solar ou artificial, como lampadas fluorescentes ou de LED (ANDERSEN, 2005). Se comparados
com os sistemas de cultivo aberto, os fotobiorreatores apresentam caracteristicas mais vantajosas,
pois permitem maior controle de pH e temperatura, fornecem melhor protecéo da cultura contra
contaminac0es, a agitacdo é mais eficiente, hd menor perda por evaporacao e a densidade celular
atingida é maior. (BJERK, 2012; CHRISTENSON e SIMS, 2011; SELVAKUMAR e UMADEVI,
2016).

Podem ser construidos com vidro ou plastico transparente, ser horizontal, vertical,
conico e inclinados. Permitem a concentracdo de células muito mais elevadas do que o sistema
tanques abertos, devido a grande area de iluminacao, e menores problemas de contaminacgéo. As
desvantagens séo gradientes de pH, oxigénio dissolvido e CO; ao longo dos tubos, o crescimento
de incrustacGes nas paredes e estresse hidrodindmico (UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008;
MAGRO et al., 2016).

Figura 4 — Foto de cultivo feito em fotobiorreator.
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Fonte: www.algaenergy.es

Esse tipo de sistema é utilizado visando a produgdo de biomassa e extratos microalgais
para posterior producio de compostos de interesse comercial. E considerado um dos mais bem
aceitos para producdo de culturas em larga escala, permitindo maior estabilidade do cultivo
(CHISTI, 2007; SELVAKUMAR e UMADEVI, 2016).


http://www.algaenergy.es/zh-hans/%E5%9B%BE%E5%BA%93/
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3.3 Beneficios da producdo de microalgas

A biotecnologia de microalgas tem demonstrado a versatilidade do emprego dessa
matéria prima biologica em varios setores. Seu emprego pode ser visto na producédo de suplementos
alimentares de humanos e de ragdo animal, podem atuar no tratamento de efluentes, biorremediacéo
de metais pesados, nitrogénio e fosforo que causam eutrofizacdo quando descartados diretamente
nos rios. Sua biomassa serve como fonte de matéria prima para producdo de biofertilizantes,
biocombustiveis, até mesmo na industria quimica fina (DECLEVA, 2012).

Do ponto de vista produtivo as microalgas apresentam vantagens comerciais, uma vez
que sdo facilmente cultivaveis, sendo um sistema produtivo sem prejuizos ao meio ambiente,
utilizando substratos de baixo custo e espacos pequenos, se comparado as areas de cultivo agricola.
(DENER et al., 2006; MENDONCA et al., 2013).

Quando comparada a processos convencionais a produtividade por &rea destes
organismos € muito elevada, e de acordo com Brown et al. (1989), pode chegar de 90 a 95% de
biomassa seca constituida por proteinas, carboidratos, lipideos e minerais, e no restante os acidos
nucléicos, constituindo uma importante reserva de proteinas e outras substancias celulares que
podem ser utilizadas, desde que bem exploradas tecnologicamente (LOPES, 2007; RICHMOND,
2004).

Outras vantagens sobre as culturas convencionais incluem altas taxas de crescimento e
producdo de 6leo por unidade de area, podem ser cultivadas em regides de solo ndo aravel, evitando
assim concorréncia com as culturas alimentares. Para o seu cultivo utiliza-se menos dgua do que
em culturas oleaginosas tradicionais, além de contribuirem para o sequestro de gases que provocam
o efeito estufa, como dioxido de carbono (CO2) (POJO, 2016).

Desde a década de 1970 as microalgas sdo reconhecidas como fontes alternativas
promissoras para a producdo de biodiesel, mas as pesquisas acerca da producdo de biocombustiveis
de microalgas tomaram maior impulso nos ultimos anos devido a preocupacéo com o esgotamento
dos combustiveis fosseis, a seguranca energetica e as alteragfes climaticas, forcando os governos,
cientistas e pesquisadores a explorarem fontes alternativas de energia (SAIFULLAH, KARIM e
AHMAD-YAZID, 2014).
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Diferentes tipos de lipideos, hidrocarbonetos e outros 6leos sdo produzidos por
espécies de microalgas diferentes, algumas podem acumular até 80% de lipideos por peso de
biomassa seca (NARENDAR, JAYACHANDRAN e GANTAR, 2015).

A biomassa colhida pode ser utilizada para producdo de energia elétrica, enquanto que
0 seu lipideo bruto pode ser utilizado como combustivel para transporte, uma vez que possuem
80% do teor médio de energia do petroleo (MILANO et al., 2016). Outra possibilidade de aplicacéo
apos a extracao do 6leo é o aproveitamento de coprodutos como proteinas e biomassa, esta Ultima usada
para produzir fertilizante (SPOLAORE et al., 2006), ou ser fermentada para produzir bioetanol ou
metano (GRESSLER et al., 2011; HIRANO et al., 1998).

O bioetanol, um combustivel limpo e renovavel, é considerado uma boa alternativa
para substituir o petréleo (MUSSATTO et al., 2010). Embora a energia equivalente de etanol seja
68% inferior ao combustivel de petrdleo, a combustdo do etanol é mais limpa (porque contém
oxigénio). Por conseguinte, a emissao de substancias toxicas € inferior (KRYLOVA et al., 2008).
Ao usar o bioetanol em vez de combustiveis fosseis, as emissdes de carbono sdo reduzidas em 80%
e eliminadas as chuvas 4cidas causadas pelo didxido de enxofre (POJO, 2016).

O biometano é produzido a partir da digestdo anaerdbia da matéria organica (neste caso,
microalgas) por bactérias anaerdbias, e 0s principais produtos deste processo sdo 0s gases metano
(55 - 75 %) e didxido de carbono (25 — 45 %) (biogas), uma parte sélida que decanta no fundo do
tanque (biofertilizante), e uma parte liquida que corresponde ao efluente mineralizado (tratado)
(MUSSGNUG et al., 2010; POJO, 2016). O metano é uma forma de energia renovavel, enquanto
0s outros dois produtos (efluente mineralizado e o didxido de carbono) podem ser reciclados para
o sistema de cultivo de microalgas (SCHENK et al., 2008; POJO, 2016).

A melhoria da viabilidade econébmica de um processo produtivo de microalgas pode
ser alcancada pela vinculacdo de producdo de biocombustiveis com a producdo simultanea de
produtos de alto valor.

A seguir é apresentado um fluxograma demonstrativo do processo produtivo de
microalgas em um sistema de biorrefinaria que permite melhor aproveitamento da matéria prima e

de seus subprodutos resultantes das etapas de processamento:
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Figura 5 - Fluxograma de producdo de microalgas.
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Fonte: MENEZES (2015).

A implantacdo de biorrefinarias € uma alternativa estudada por instituicdes que veem
0 potencial desse sistema como alternativa interessante para a consolidacdo de um processo
produtivo de microalgas. A integracdo do cultivo de microalgas com a piscicultura, instalacfes de
processamento de alimentos e estacdes de tratamento de aguas residuais, por exemplo, oferece a
possibilidade de processamento de residuos através da reciclagem da matéria orgénica e, a0 mesmo
tempo o fornecimento de nutrientes de baixo custo (CARRIQUIRY, DU e TIMILSINA, 2011;
MAGRO et al., 2016).

Muitos processos industriais produzem aguas residuais contaminadas capazes de
causar danos ecoldgicos graves, se liberados no ambiente, sem pré-tratamento adequado. Diversos
estudos utilizando o cultivo de algas sdo realizados visando o tratamento de aguas residuais de
processos industriais, destoxificacdo bioldgica e remocdo de metais pesados, pois sabe-se que
algumas microalgas concentram certos metais pesados (cerca de 1.000 vezes mais nas suas células do
que as concentracOes existentes no meio exterior), sendo a Chlorella spp. e a Scenedesmus spp.
eficientes na remocéo e recuperacdo desses metais. Além disso, as microalgas sdo utilizadas como
bioindicadores para deteccdo de nutrientes e substancias toxicas como, por exemplo, detergentes,
efluentes industriais e herbicidas (GRESSLER et al., 2011; GROBBELAAR, 2004; RICHMOND,
2004; TAM et al., 1998).

A biorremediacdo de aguas residuais produzidas a partir de atividades de produgéo

intensiva, tais como aquicultura, pocilgas e produgéo de alimentos, é capaz de produzir quantidades
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comerciais de biomassa de algas. Seu potencial para a remocdo de dioxido de carbono, metais
pesados e de nutrientes tais como nitrogénio e fdsforo, os quais sdo utilizados em seu
desenvolvimento, proporcionam uma solucdo sustentavel para o desafio de poluicdo ambiental
(SAFAFAR et al., 2015). E uma opg&o promissora porque:
a) Reduz a aplicagdo dos compostos quimicos necessarios;
b) Diminui custos com métodos mecanicos convencionais, tais como a centrifugacéo,
sedimentacdo por gravidade, flotacdo, filtracdo tangencial (SCHNEIDER et al.,
2013);

c) Utiliza energia barata e abundante (luz solar);

d) Produz biomassa para alimentacdo animal e obtencdo de produtos de alto valor

agregados e de quimica fina.

Entre as espécies utilizadas para a remocéo do excesso de nutrientes de efluentes, assim
como para a producao de biomassa para fins de bioenergia como biodiesel, etanol e hidrogénio, ou
para extracdo comercial de pigmentos e lipideos, tém-se as cloroficeas (Chlorella spp.,
Scenedesmus dimorphus, Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis) e algumas cianobactérias
(Spirulina spp., Arthrosira spp.) (BOROWITZKA, 1999; GRESSLER et al., 2011).

A Spirulina sp. e a Chlorella sp. sdo extensamente cultivadas para fins alimenticios. A
primeira quando incorporada na alimentagéo ajuda no funcionamento do intestino, estimulando o
desenvolvimento de diferentes espécies de lactobacilos. Também apresenta diversas aplicaces
terapéuticas, como o efeito anticancerigeno por seu conteudo de B-caroteno, prevencdo de ma
nutricdo pela falta de vitamina A, controle do nivel de acUcar no sangue, estimulacdo de certas
prostaglandinas (PGE), prevencdo de enfermidades degenerativas e cicatrizagdo acelerada de
feridas (GARCIA, 2013).

Extratos de microalgas podem ser incorporados em produtos de dermocosmética, como
por exemplo, em cremes antienvelhecimento, regenerantes, emolientes e esfoliantes anti-irritantes.
Dois exemplos sdo o0 extrato rico em proteinas de Arthospira sp. que repara 0s sinais de
envelhecimento da pele, exercendo um efeito atenuante e preventivo de estrias (Protulines,
Exsymol S.A.M., Monaco) ou ainda, o extrato de Chlorella vulgaris habitualmente utilizado para
estimular a sintese de colageno na pele, 0 que permite a regeneragdo dos tecidos e reducdo das
rugas (Dermochlorella, Codif, St. Malo) (SPOLAORE et al., 2006; DUARTE, 2010).
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A microalga Chlorella é comercializada na forma de polivitaminicos no Japdo e na
China, e como alimento dietético em paises ocidentais. A Chlorella sp., a Chlamydomonas
reinhadtii e o Stichococcus mirabilis sdo capazes de produzir substancias antibidticas, além de
acidos graxos como EPA, que também apresentam esse tipo de acdo. Da microalga Porphyridium
se extrai a enzima superoxido dismutase (SOD), utilizada como terapéutico em diferentes
enfermidades.

Soares (2011) em seus experimentos com diferentes solventes na producédo de extratos
de microalgas avaliou a atividade antitumoral in vitro do extrato Scenedesmus sp. Usando o
solvente hexano conseguiu reduzir drasticamente a viabilidade celular de células de
hepatocarcinoma humano. Essa microalga é composta quimicamente por elevada quantidade de
acido graxos (19,6 — 21,1%) e carotenoides, sendo encontrado na sua composicao o acido linoleico
(10,3%), substancia com forte atividade anticancerigena, capaz de reduzir a incidéncia, a
progressao e 0 numero de metastase de tumores em camundongos (CHU et al., 2011; MATA,
MARTINS e CAETANO, 2010; SOARES, 2011).

Neste mesmo estudo, observou-se que o extrato contendo a microalga, éter e agua
apresentou efeito neuroprotetor, gracas a elevada atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase
(AChE). Sabe-se que a inibicdo da AChE é considerada um meio promissor para o tratamento
terapéutico de varias doengas como: o mal de Alzheimer, Parkinson, glaucoma e outros (SOARES,
2011).

3.4 Atividade antimicrobiana dos compostos de microalgas

Antimicrobianos naturais sdo substancias produzidas por diversas espécies (vegetais,
fungos, bactérias e microalgas) que interagem com organismos uni ou pluricelulares, podendo
causar a morte ou inibir o metabolismo celular do microrganismo, assim como impedir a sua
reproducéo, permitindo que o sistema imunolégico do organismo hospedeiro possa combater com
mais eficcia a infeccdo (HECK, 2007; MATOS, 2015).

Em 1928, Alexander Fleming descobriu um antibiético natural produzido por um fungo
(o bolor do p&o) que inibiu o crescimento de uma cultura de Staphylococcus. Como o fungo que

produziu a nova substancia se designava Penicillium chrysogenum, Fleming denominou-o de
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penicilina. Em 1941, ap6s comprovada a sua eficacia na terapéutica humana e a sua baixa
toxicidade, foi o primeiro antibidtico a ser comercializado (HECK, 2007; MATOS, 2015).

O sucesso do uso terapéutico de substancias antimicrobianas naturais incentivou
cientistas a buscarem por novas fontes desses compostos, entre eles Selman Walksman, chefe de
um grupo de cientistas da Universidade de Rutgers, em Nova Jersey, EUA, que se dedicou a estudar
microrganismos de solo, especialmente os actinomicetos, e em 1940 descobriu a actinomicina A e
em 1942 a estreptotricina, ambas toxicas para seres humanos. Porém, em 1943 esse grupo
descobriu a estreptomicina a qual revolucionou a terapéutica anti-infecciosa por causa da sua acéo
contra bacilos gram negativos e, sobretudo contra Mycobacterium tuberculoses promovendo a cura
da tuberculose (CHAMBERS, 2003; HECK, 2007).

Atualmente, é significativo o numero de pesquisas acerca da extracdo e identificacdo
de compostos com acdo antibacteriana e antifungica de diferentes fontes, inclusive de microalgas,
visto que os antibidticos tradicionais estdo diminuindo sua eficicia devido ao aumento da
resisténcia dos agentes infecciosos. Esses compostos podem ser de origem proteica (como
proteinas, peptideos e enzimas) ou podem ser metabodlitos secundarios como os antioxidantes,
produzidos naturalmente pela célula.

Alguns agentes antifungicos sdo usados no tratamento de pragas que acometem plantas
domésticas ou cultivo agricola, como por exemplo a majusculamida C, um agente de
despolimerizacdo de filamentos, extraido de Lyngbya majuscule, que demonstrou forte atividade
fungicida (BATTAH et al., 2014).

Estudos realizados com peptideos ciclicos isolados da cianobactéria Tolypotrix
byssoidea tiveram efeito inibitorio do crescimento da Candida albicans, levedura patégena de
humanos. Além disso, Ozdemir et al. (2004) também observou nesta mesma microalga outros
compostos com acdo antifingica, porém de natureza fenolica (JAKI et al., 2001; BATTAH et al.,
2014).

Shanab (2007) isolou trés espécies de Oscilatoria: O. hamellii, O. plantensis e O.
rubescens, e em seus estudos foi visto que ambas apresentavam eficiéncia contra a C. albicans e o
fungo Aspergillus flavus. Outras espécies de cianobactérias foram testadas por Abedin e Taha
(2008) como a Anabaena oryza, Tolipotrix ceytonica e Spirulina Plantensis quanto a capacidade
de inibir o desenvolvimento de fungos causadores de doencas em plantas e humanos. Os

microrganismos testados foram: o Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium herquei,
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Fusarium moniliforme, Helminthosporium sp., Alternaria brassicae, Sacharomyces cerevisiae e
Candida albicans. Eles descobriram que a Spirulina plantensis e a Anabaena Oryza tinham grande
eficiéncia na atividade antifingica para todos os fungos testados (BATTAH et al., 2014).

Battah et al. (2014) avaliou a presenca de agentes com acéo antifingica no extrato de
Spirulina maxima e verificaram que o extrato teve eficiéncia contra o Penicillium oxalicum (91%),
seqguido por Fusarium solani (65%) e Rhizoctonia solani (20%) em comparagdo com drogas
antifangicas testadas, usadas como controle.

Medina-Jaritz et al. (2011) avaliou a atividade antimicrobiana de diferentes
concentragOes de extrato aquoso e metandlico de Artospira maxima, testados usando a técnica de
disco difusdo contra Proteus vulgaris, Sthaphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli
e Candida albicans. Os extratos aquosos apresentaram atividade contra todos o0s organismos
testados, exceto para Bacillus subtilis, enquanto o extrato metandlico apresentou atividade
antimicrobiana contra todos testados.

Santoyo et al. (2007) encontrou muitas fracOes ativas no extrato aquoso de Spirulina
com 10% de etanol. Em seus experimentos testou-se o extrato contra diferentes espécies
microbianas incluindo a bactéria gram negativa E.coli, a bactéria gram positiva S. aureus, a
levedura C. albicans e o fungo A. niger. Apés avaliacdo do perfil de diferentes extratos fendlicos
de Spirulina pelo método de cromatografia por HPLC, observou-se um grande nimero de &cidos
fenolicos e flavonoides, em niveis variaveis. Acido galico, clorogénico, cinndmico, pinostrobim e
p-OH-benzdbico foram os constituintes mais abundantes encontrados nos diferentes extratos (ABD.
EL-BAKY, EL-BAZ e EL-BAROTY, 2009; BATTAH et al., 2014).

3.5 Atividade antioxidante dos compostos microalgas

Antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formado por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais e substancias como enzimas, que bloqueiam o efeito danoso dos
radicais livres.. Os ROS (Reative Oxygen Species) sao produtos resultantes do metabolismo normal
das células, aos quais estdo associados com a producdo de energia, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacdo intercelular, sintese de substancias biolégicas (DNA, lipideos, proteinas e
carboidratos) e fagocitose, porém o seu excesso conduz a um desequilibrio em que a condigéo pro

oxidante sobressai a condicdo antioxidante, a qual ¢ denominada de estresse oxidativo. Esse
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processo provoca efeitos deletérios, tais como a peroxidacao de lipideos das membranas, destrui¢do
de proteinas estruturais, e causa alteracdo e/ou perda da fungdo em enzimas, carboidratos e acidos
nucléicos (NAJI e DEVARAJ, 2011; SOARES, 2011; DECLEVA, 2012).

Esses efeitos estdo relacionados com varias patologias tais como artrite, choque
hipovolémico, doencas cardiacas, catarata, disfun¢bes cognitivas, envelhecimento e céncer,
podendo ser a causa ou o fator agravante. (SHU e LUNG, 2008; SOARES, 2011).

Os organismos estdo dotados de sistema de defesa natural com a producdo de
compostos antioxidantes bioldgicos que incluem varias enzimas entre elas a superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e a catalase, meios de protecdo contra os danos causados por radicais livres.
Sabe-se que os processos de oxidacgdo, ou estresse oxidativo, desencadeados pelos radicais livres
podem ser evitados mudando as condi¢cdes ambientais ou através do uso de compostos

antioxidantes para prevenir ou reduzir reacdes oxidativas (SOARES, 2011).

Figura 6 — Intervencéo dos carotenoides na prevencao de doencgas cronicas.
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Fonte: DUARTE (2010).

O rango oxidativo (auto-oxidagdo ou rancificagcdo auto-oxidativa), exemplificado na
figura 7, é responsavel pelo odor desagradavel dos alimentos ran¢osos. No estagio inicial da
oxidacdo € necessario ter condicOes favoraveis ao processo, como temperaturas altas, oxigénio e
certos catalisadores, como luz, radiacdo e tracos de metais (como ferro, cobalto, cobre, niquel e
outros). Nesse caso, ha uma quebra da molécula de lipideo e a retirada de um hidrogénio do carbono

alilico, originando radicais. Uma vez formados, se ligam ao oxigénio produzindo radicais
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peroxidos que podem retirar hidrogénio de outro acido graxo formando novo radical livre e novo
peroxido e assim se propagando continuamente. Teoricamente, a reagdo continua até que todo
oxigénio ou toda a molécula de acido graxo tenha sido utilizada ou inibida pela presenca de uma
substancia antioxidante. No periodo final (término), os radicais reagirdo entre si, para formar
moléculas inativas (GAVA, SILVA E FRIAS, 2009).

Figura 7 - Exemplo de reacdo de auto-oxidacéo de lipideos, tradicionalmente descrita como uma
reacao em cadeia.

INIiCIO

RH (molécula de lipideo) + luz —» R* (radical livre) + H*
Ou
RH+ 0O, —» ROO* (radical peréxido) + H*

PROPAGACAO
R* + 0O, — ROO* (radical perdxido)

ROO* + RH ——  R* + ROOH (peroxido)

TERMINO
ROO* + ROO*
ROO* + R* Produtos inativos
R* + R*

Exemplo do mecanismo de a¢do de alguns tipos de antioxidantes.
ROO* + AH —» ROOH + A*
R*+AH __, RH+A*

Onde: ROO* e R* sdo radicais livres;
AH é um antioxidante com um &tomo de hidrogénio; e
A* é um radical inerte.

Fonte: Adaptado de GAVA, SILVA E FRIAS (2006) e www.revista-fi.com.

A investigacdo de novas fontes naturais de compostos bioativos com efeito
antioxidante é de grande interesse biotecnoldgico devido ao seu alto potencial profilatico e
terapéutico, além de menos agressivo a saude (SOARES, 2011).

Muitos estudos demonstram a capacidade das microalgas para a producdo desses
compostos, uma vez que fazem parte do seu metabolismo em condic¢des naturais ou como reacéo

a um estado de estresse. Ao realizar fotossintese elas absorvem a luz solar, o que resulta na
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producdo de energia e oxigénio. Como o oxigénio é facilmente convertido pela radiagdo
ultravioleta (UV) em espécies reativas de oxigénio (ROS), as microalgas desenvolvem mecanismos
de protecdo que consistem na formacdo de compostos antioxidantes de forma a minimizar as
concentragdes ROS geradas (DUARTE, 2010; RODRIGUEZ-GARCIA e GUIL-GUERRERO,
2008).

A atividade antioxidante e anticancro dos extratos de microalgas foi avaliada
empregando as microalgas Oscillatoria sp, Anabaena flous-aquae e Nostoc muscorum. Nesses
estudos registrou-se as maiores atividades antioxidantes (75,6, 73,6 e 72,8%). As cianobactérias S.
platensis apresentaram maior atividade antioxidante (75,9%) e eficiéncia anticancerigena
moderada (60,67 e 54,8% contra EACC e HepG2, respectivamente), devido ao seu contetdo do
total de pigmentos ficobiliproteina e metabdlitos secundarios produzidos em abundéancia
(SHANAB et al., 2012).

A eficiéncia do extrato aquoso das microalgas Nostoc muscorum e Oscillatoria sp.
também foi testada contra células do carcinoma Ascitico de Ehrlich (EACC) e células de cancer
hepatocelular humano (HepG2), demonstrando atividade que variou de 87,25% e 89,4%,
respectivamente. A presenca de ficobiliproteinas é responsavel pela atividade antioxidante e
atividade anticancro em ambas as espécies de cianobactérias (SHANAB et al., 2012).

Estudos realizados com microalgas do filo Chlorophyta confirmaram a presenca de
carotenoides com atividade bioldgica em algumas espécies. Da espécie Dunaliella salina é obtido
o B-caroteno, antioxidante que demonstra atividade imunomoduladora. Na Chlorella vulgaris pode
ser encontrada a astaxantina, composto com atividade antitumoral, e na Chlorella ellipsoidea a
xantofila, também apresentando atividade tumoral (SOARES, 2011).

As microalgas do género Scenedesmus, Muriellopsis e Chlorella produzem a luteina,
pigmento carotenoide que tem acdo contra a degeneracdo macular (DM), previne a formacdo de
cataratas e alguns tipos de cancer (GRANADO, OLMEDILLA e BLANCO, 2003; GARCIA,
2013).

A microalga Scenedemus sp. possui notavel potencial farmacologico, exibindo
atividades anticancer e antioxidante (NATRAH et al., 2007; ORDOG et al., 2004). De acordo com
Aremu et al. (2014) a bioatividade promissora das cepas de Scenedesmus testadas em seus
experimentos indicam potencial como possiveis fontes alternativas de antioxidantes, apresentando
um contetdo fendlico de 3,6 > 0,42 mg GAE g™t DW e de inibidores de acetilcolinesterase (AChEI).
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3.6 Caracteristicas das microalgas do género Scenedesmus

Atualmente, a familia Scenedesmaceae, apds todos os avancos quanto a filogenia do
grupo € composta por 29 géneros (Hegewald et al., 2010), porém apenas 13 géneros de
Scenedesmaceae estdo morfologica e filogeneticamente bem definidos. Véarios outros géneros
dessa familia, como todo o grupo de crucigenioideae, ainda estdo sendo revisados (Krienitz e Bock,
2012).

O género Scenedesmus é caracterizado como um cendbio plano formado por 2 a 32
células, arranjadas em uma ou duas fileiras, apresentando-se de diferentes formas, geralmente
pequenas (de 5-30 um) e lisas, porém sempre alongadas, com polos celulares que podem variar de
agudos a obtusos/truncados, e suas células possuem morfologia extremamente variavel, podendo
apresentar espinhos ou ndo, com um cloroplasto e um pirenoide (KOMAREK e FOTT, 1983;
TRAINOR, 1995; HEGEWALD, 1997).

Figura 9 - Scenedesmus obliquus.

Figura 8 - Scenedesmus ecornis.

Fonte: protist.i.hosei.ac.jp Fonte: http://ccala.butbn.cas.cz/en/scenedesmus-obliquus-turpin-kuetzing

Figura 10 - Scenedesmus dimorphus. Figura 11 - Scenedesmus quadricauda.

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/scenedesmusdimorphus ~ Fonte: http://www.microscopy-uk.org.uk


http://protist.i.hosei.ac.jp/pdb/images/chlorophyta/scenedesmus/ecornis/ecornis_d4.html
http://www.microscopy-uk.org.uk/
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Sua classificacdo taxonémica se da da seguinte forma (WENDY GUIRY IN GUIRY e
GUIRY, 2016):

Dominio: Eucariotos
Reino: Plantae
Filo: Chlorophyta
Classe: Chlorophyceae
Ordem: sphaeropleales
Familia: Scenedesmaceae
Género: Scenedesmus

O género Scenedesmus ja foi dividido em trés subgénero Acutodesmus, Desmodesmus
e Scenedesmus (HEGEWALD, 1997). Posteriormente, os subgéneros passaram a ser classificados
como género, formando assim grupos baseados nos resultados obtidos de estudos moleculares
(ITS-2 rDNA) e morfolégicos de Scenedesmus Meyen, separando os géneros Scenedesmus e
Desmodesmus (Chodat) S.S. An, Friedly & E. Hegewald, este tltimo anteriormente enquadrado
como subgénero de Scenedesmus. Assim, a partir do género Scenedesmus deu-se origem ao género
Desmodesmus pela retirada de todas as espécies deste Gltimo que possuem espinhos nas células do
cendbio (AN, FRIEDL e HEGEWALD, 1999), consequentemente vérias espécies foram
transferidas para Desmodesmus (HEGEWALD, 2000). Além disso, o subgénero Acutodesmus
(Hegewald) foi elevado a categoria de género, Acutodesmus (Hegewald) Tsarenko (RAMOS,
BICUDO E MOURA, 2015).

Amplamente distribuidas no planeta, sdo espécies de agua doce, sendo muito comum
encontra-las em diversos corpos d’agua, apresentando-se como unicelulares. Sua reproducdo é
assexuada através da formacdo de autosporos que se arranjam nas células-mée havendo posterior
rompimento para formar um novo cenobio. A formagdo de col6nias € um mecanismo de defesa
desses organismos, que se unem a cada duas células para formar colénias com 4 a 8 células unidas.
O cenobio formado pelas Scenedesmus pode apresentar-se de diferentes formas: linear,
costulatoide (em grupos alternados de 4 células), alternados, irregulares e dactylococoide
(LURLING, LANGE e DONK, 1997).
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Figura 12 - Exemplo de arranjos celulares observados no género Scenedesmus.

80 Vs

Alternating

Dactylococcoid

Fonte: LURLING, LANGE e DONK (1997).

Vérios fatores tém demonstrado afetar o desenvolvimento morfoldgico das microalgas
do género Scenedesmus. A formacgdo de diferentes ecomorph pode se da pela interferéncia do
fotoperiodo, nutrientes, pH, temperatura, densidade celular, a idade e a taxa de crescimento
(TRAINOR, 1998). Além disso, agentes quimicos liberados por predadores também induzem a
alterac6es morfoldgicas nas microalgas, isso explicaria porque um taxon é capaz de produzir dois
morfotipos distintos. A defesa contra a predacdo pode ser considerada uma explicacdo ecoldgica
consistente para a formacdo de coldnias pela Scenedesmus. Um microcrustacio predador natural
das microalgas, como a Daphnia, por exemplo, pode facilmente ingerir células livres dessa
microalga, mas ndo uma cendbia com oito células (VAN DONK e HESSEN, 1993; LURLING,
1997).

Similar ao género Chlorella, as cepas de Scenedesmus podem produzir, no cultivo em
larga escala, uma biomassa com um contetido de 50-56% de proteina (SOEDER & HEGEWALD,
1988). Apesar do potencial desta espécie, sua utilizacdo comercial para outras finalidades é recente,
havendo apenas alguns registros de estudos fisioldgicos visando sua aplicagdo na alimentacéo de
organismos aquaticos (LURLING, 1997), assim como na producdo de biocombustiveis (SIGEE et
al, 2007 e DEAN et al., 2010).

Para o0 género Scenedesmus 0s principais pigmentos porfirinicos sao clorofilaa e b. Os
carotenoides encontrados na espécie Scenedesmus obliquus sdo neoxantina, loroxantina,

violaxantina e luteina, porém também ha presenga de B-caroteno (CHU et al., 2011).
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Na espécie Scenedesmus sp., por exemplo, a atividade da enzima superoxido dismutase
que converte superdxido a peroxido de hidrogénio, aumenta a medida que se eleva as concentragdes
de metal no meio onde estdo presentes (WILTSHIRE et al., 2000). O aumento da sintese de
carotenoides em Scenedesmus sp. tem sido demonstrado como uma resposta ao estresse oxidativo
e, portanto, pode ser controlado (aumentado o poder de sintese) utilizando diferentes condigdes de
cultivo (CHU et al., 2011).

3.7 A espécie Scenedesmus obliquus

A espécie Scenedesmus obliquus apresenta células fusiforme-alongadas, com os polos
celulares gradualmente atenuados, alongados e pontiagudos. Os cendbios sdo em zigue-zague
regulares. Este tipo morfolégico corresponde, exatamente, a S. obliquus (Turpin) Kitzing f.
magnus Bernard, considerada uma espécie independente (GODINHO, 2009).

Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing pertence a um dos grupos de espécies de
identificacdo mais complicado do género Acutodesmus devido a sua ampla variabilidade
morfologica. Os trés tipos morfolégicos principais que tém servido para estabelecimento de
espécies ou variedades de Acutodesmus sdo: (1) cenodbios formados por células amplamente
fusiformes ou fusiforme-elipticas, mais ou menos retas, polos acuminado-arredondados, células
distribuidas alternadamente em uma ou duas fileiras (tipo S. obliquus); (2) cendbios formados por
células desde estreitamente até amplamente fusiformes, células externas nitidamente lunadas ou
com uma convexidade na margem externa que ndo sobrepde a linha dos polos, polos pontiagudos,
células alinhadas ou levemente alternadas em uma fileira (tipo S. dimorphus); e (3) cendbios
formados por células amplamente fusiformes, células externas levemente curvas, voltadas para fora
(a0 menos seus extremos), margens livres com uma convexidade que geralmente passa da linha
dos polos, polos mais ou menos pontiagudos, células alinhadas ou levemente alternadas,
geralmente em uma raro em duas fileiras (tipo S. acutus). Dentro de cada um desses morfotipos
tem-se encontrado modificacOes diferentes e particulares que deram origem a numerosos taxons
infra-especificos (HEGEWALD e SILVA, 1988; GODINHO, 2009).

A reproducdo das microalgas do género Scenedesmus se d& por autosporos, porém ha
registros de fases mdveis em Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing, na qual identificaram como

zoosporos, contudo consideram-nas gametas. No entanto, posteriormente ndo foi observada
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germinacdo de zigotos. LUKAVSKY (1991) encontrou células moveis e observou como uma
célula flagelada se transformou em vegetativa tratando-se, portanto, de zodsporos. Assim, ao
afirmar “fases moveis em S. obliquus” significa que ndo ha ainda defini¢do de que sejam zodsporos
ou gametas (GODINHO, 2009).

TOLEDO e COMAS (1988) e COMAS (1996) consideram duas variedades
taxonémicas: S. obliquus (Turpin) Kitzing var. obliquus e S. obliquus (Turpin) Kiitzing var.
dimorphus (Turpin) Kitzing (incluindo S. acutus Meyen).

Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing var. dimorphus é a espécie que apresenta
maior variabilidade morfologica dentro do género, essa espécie encontra-se amplamente
distribuida no Estado de Séo Paulo (GODINHO, 2009).

Em um levantamento floristico realizado no estado de Sdo Paulo, observou-se que a
Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing var. dimorphus (Turpin) Kitzing foi encontrada em 22
municipios do Estado. A espécie também é considerada cosmopolita, sendo a que apresentou a
maior distribuicdo geogréfica dentre todos as espécies pesquisadas no trabalho. A espécie nédo foi
considerada de facil identificacdo pelo fato de apresentar varios tipos morfoldgicos, além de um
grande namero de espécimes intermediarios nas populaces examinadas (GODINHO, 2009).

Uma vantagem adicional da Scenedemus obliquus é a sua habilidade para o crescimento
rapido e sua resisténcia relativamente alta a contaminacfes (LEE, 2001; AREMU et al., 2014).
Esta microalga tem sido investigada quanto a capacidade de producdo de acidos graxos, sendo
considerada importante alternativa para a producéo de biocombustiveis. Porém, ha poucos estudos
em relacdo ao seu potencial como fonte de compostos biologicamente ativo, sendo observado uma
lacuna que aos poucos pode ser preenchida a partir dos esforcos de pesquisadores nas mais diversas
areas das ciéncias, entre elas a Biotecnologia Molecular.
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4 MATERIAIS

4.1 Microrganismos

No presente estudo foi utilizada uma cepa da microalga Scenedesmus obliquus, adquirida
da Algoteca mantida no Laboratério de Biotecnologia Molecular (LabBMol) da Universidade
Federal do Ceara. O fungos Colletotrichum musae ATCC 96726, Candida albicans ATTC 10231,
C. kefir, Aspergillus niger ATCC 6275, Aspergillus fumigatus ATCC 1022 e as bactérias Bacillus
subtilis ATCC 6051, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella typhi ATCC 6539, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 foram adquiridos da micoteca também mantida no LabBMol.

4.2 Meios de cultura e reagentes

Os principais reagentes e meios empregados na pesquisa foram: para o cultivo da microalga
Scenedesmus obliquus utilizou-se 0 meio WC. Nas etapas ruptura celular e dialise utilizou-se
tampao fosfato de sddio (PBS). A precipitacdo das proteinas foi realizada com sulfato de aménio
em diferentes saturacdes 0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-80%. Na quantificacdo foi utilizado como
padrdo a albumina sérica bovina (BSA) para a construcdo da curva padrdo do reagente de Bradford.
Durante a eletroforese foram empregados os reagentes: corantes (Coomassie brilliant blue R e G),
acrilamida, bis-acrilamida, 2-mercaptoetanol, marcadores moleculares. Nos testes biologicos
foram empregados Agar Sabouraud-Dextrose (Difco) para o crescimento de fungos e Tryptic Soy
Broth (TSB; Difco) para bactérias. Outros reagentes de grau analitico foram empregados como

acido cloridrico, cloreto de sédio, etanol e metanol.
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5 METODOLOGIA

5.1 Cultivo da microalga Scenedesmus obliquus

As células da microalga S. obliquus mantidas na algoteca do LabBMol, foram inicialmente
pré-inoculadas, sob condicdes assépticas, em um fotobiorreator cilindrico contendo 100 mL de
meio WC com pH ajustado para 7,0. Esse fotobiorreator foi mantido por 4 dias em uma camara de
crescimento B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) sob condi¢des controlada de temperatura (27
+ 2 °C), fotoperiodo (de 12 horas), luminosidade promovida por lampada fluorescente (intensidade
luminosa de 50 umol.m?2.st) e aeragdo estéril (mantida por aerador elétrico e filtros). Apos esse
periodo, pré-indculo (com uma densidade Optica a 620 nm = 0,5) foi inoculado num fotobiorreator
retangular (Figura 13) contendo 4.000 mL do meio de cultura W.C. e mantidos 14 dias sob as
mesmas condic¢des. As amostragens foram realizadas a cada dois dias alternados para observar
densidade celular, clorofila a densidade 6ptica e pH do meio.

Figura 13 — Fotobiorreatores (cilindrico e retangular) utilizados para o cultivo das microalgas.

Fonte: Autor.
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5.2 Avaliagdo da densidade celular

Para avaliar a densidade celular, aliquotas de 1 mL foram retiradas do cultivo de microalgas
e transferidas para microtubos estéreis (1,5 mL) a cada 48 horas. Em seguida, esses microtubos
foram armazenados em ambiente local escuro e refrigerado (com temperatura de aproximadamente
10 °C), a fim de reduzir ao minimo o crescimento e a fotossintese. Posteriormente, 20 pL foram
retirados e adicionados em camara de Neubauer, até preencher o espacgo existente entre a mesma e
a laminula. A contagem das células foi realizada em microscopio 6ptico (Olympus — Modelo Cx
21). A densidade celular da cultura foi estimada de acordo com a seguinte formula (CLESCERI et
al., 1989):

N°. de células. L = N°, de células contadas em 16 cAmaras X fator de diluigio
10

(Equacéo 1)

5.3 Analise da taxa de crescimento especifico das microalgas

A taxa de crescimento especifico (SGR - specific growth rate), dado em pg/dia, foi

determinada de acordo com a equacéo abaixo (CLESCERI et al., 1989):

SGR (ug/ dia) = logX1- logX2/ t2 — t1
(Equacdo 2)

Onde,

X1 = Concentracdo de biomassa no fim do intervalo de tempo selecionado
X2 = Concentragdo de biomassa no inicio do intervalo de tempo selecionado
t2 — t1 = Intervalo de tempo em dias.

5.4 Andlise da clorofila a

Para determinacdo do teor de clorofila microalgal, inicialmente 1 g de células frescas foi
macerado com nitrogénio liquido, sendo, em seguida, adicionado 5 mL de acetona (P.A.)
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refrigerada. O produto da maceracéo foi filtrado em fibra de vidro e coletado em bal&o volumétrico
de 50 mL. A acetona foi adicionada sobre o macerado restante na fibra de vidro, até atingir o
volume final de 50 mL de filtrado. Esse procedimento foi realizado sem a presenca de luz. As
absorbancias das clorofilas a foram medidas em espectrofotémetro nos comprimentos de onda de
664 nm, respectivamente. A concentragdo do pigmento foi determinada de acordo com a equagéo
definida por Clesceri et al. (1989), descrita abaixo:

Clorofila a (mg/mL) = 11,85 (Absees) — 1,54 (Absss7) - 0,08 (Asz0)
(Equacéo 3)

5.5 Analise de pH do meio durante o cultivo das microalgas

Para avaliar as mudancas de pH do meio durante o cultivo das microalgas, aliquotas de 20
mL foram retiradas do cultivo a cada 48 h e centrifugadas a 10000 x g por 2 mim. Os sobrenadantes
foram coletados e transferidas para tubos de ensaio. Em seguida, procedeu-se as medidas de pH

nos diferentes tubos coletados.

5.6 Extracéo de proteinas das microalgas

As microalgas coletadas apds 14 dias de cultivos foram coletadas e centrifugadas a 10.000
X g por 20 min. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas e lavadas com o
tampéo de lise (Tris-HCI 50mM pH 7,5, MgCl> 5nM, PMSF 1mM e EDTA 0,2mM). Em seguida,
as células foram submetidas a lise celular utilizando os métodos de congelamento-
descongelamento (1 ciclo), sonicacdo (10 ciclos, de 10 pulsos de 30 seg) e maceracdo manual com
nitrogénio liquido. Na sequéncia, o macerado foi filtrado em papel-filtro estéril. O extrato obtido
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4 °C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante
(denominado extrato bruto - EB) foi armazenado a -20 °C para ser utilizado nas demais etapas.

5.7 Precipitacdo das proteinas com sulfato de amonio
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O extrato bruto (EB) da microalga S. obliquus foi submetido a precipitacdo de proteinas
com sulfato de amonio [(NH4)2S0O4], utilizando diferentes niveis de saturacao (0-20%, 20-40%, 40-
60% e 60-80%). Os EBs saturados foram mantidos em repouso por 12 h a 10 °C, e em seguida,
centrifugados a 12.000 x g por 30 min. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram
coletados, solubilizados com tamp&o PBS pH 7, dialisados por 12 h contra agua ultrapura (MilliQ)
e por mais 4 h com o mesmo tampé&o. Esses solubilizados (denominados FrP) foram submetidos a

dosagem de proteinas e ensaios eletroforéticos.

5.8 Dosagem de proteinas solGveis

As dosagens de proteinas do EB e das fracGes proteicas obtidas da microalga S. obliquus
foram realizadas segundo o método de Bradford (1976). Para cada 100 uL de extrato, foram
adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. As misturas foram agitadas e deixadas em repouso
por 10 minutos a 25°C. Em seguida, foi determinada a absorbancia a 595 nm, em
espectrofotbmetro. A concentracdo de proteinas foi calculada a partir de uma curva padréo obtida
com albumina sérica bovina (BSA).

5.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

O perfil proteico das FrPs foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida sob
condic¢des nao redutoras, redutoras e desnaturantes (LAEMMLI, 1970). Foi utilizado um gel de
aplicacdo de 3,5% de acrilamida em tampéo Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) e um gel de separacdo com
15% de acrilamida em tamp&o Tris-HCI 0,5 M (pH 8,8) contendo SDS 1%. As corridas
eletroforéticas foram realizadas a 25 mA e uma voltagem inicial de 100 V. As amostras foram
preparadas em tampdo Tris-HCI 62,5 mM (pH 8,3) contendo SDS 1%, B-mercaptoetanol 0,1%,
sacarose e azul de bromofenol 1%. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 10 min
e centrifugadas a 1000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. As bandas proteicas foram coradas
com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05 %, preparado em uma solucdo de metanol: acido

acético: agua (1:3,5:8, v/iviv)
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5.10 Avaliacdo das atividades antifiingica e antibacteriana das fracfes proteicas da

microalga S. obliquus

5.10.1 Condicdes de cultivo dos fungos e das bactérias

Os fungos C. musae, C. albicans, A. niger e A. fumigatus foram inicialmente cultivados
em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Sabouraud-Dextrose (DIFCO) (Tabela 2).
Basicamente, distribuiu-se 20 mL de agar esterilizado em autoclave a uma temperatura de 121 °C
durante 15 minutos em placas de Petri previamente autoclavadas, secas e individualmente
embaladas. Apds solidificacdo total do meio de cultura nas placas de Petri, os fungos foram
inoculados no centro das placas contendo agar estéril, sendo em seguida colocadas para crescer em
estufa incubadora mantida a temperatura constante de 27 + 2 °C durante um periodo ndo superior
a 10 dias. Apos esse periodo, foi iniciado o processo de coleta dos esporos dos fungos cultivados.
Foram adionados10 mL de solucdo de NaCl 0,15 M autoclavada por toda a extensao das coldnias.
Em seguida, raspou-se levemente a superficie das coldénias com o auxilio de uma alga de platina
previamente flambada para que prontamente ocorresse a liberagcdo dos esporos. Com o auxilio de
uma pipeta estéril, foi feita a aspiracdo de pelo menos 8 mL da suspensdo dos esporos, 0s quais
foram posteriormente submetidos a filtracdo prévia em gaze estéril, minimizando a presenca de
hifas no filtrado. Ap0s essa etapa, apenas 1 mL do filtrado foi coletada em tubos de 1,5 mL estéreis
e submetidos a centrifugagéo a 10.000 x g durante 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e 0s esporos ressuspensos em 1 mL de NaCl 0,15 M. A determinacdo do nimero de esporos foi
realizada em camara de Neubauer. Apds a correta montagem do aparato, aplicou-se 10 uL da
amostra de cada fungo processada no item anterior para o reticulo da camara. Em seguida,
visualizou-se 0s esporos através de microscopio éptico modelo Eclipse® 3000 da (Nikon) em
objetivas de 20 ou 40X. A partir deste passo, 0s esporos eram contados com o auxilio de um

contador hematoldgico manual, e a contagem determinada pela seguinte formula:

N2. esporos / mL = N2. de esporos (sobre o quadrado maior) * fator de dilui¢do * 10*

(Equacéo 4)
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O processo de aquisicdo dos esporos flungicos utilizados na pesquisa pode ser

representado pela figura 14.

Figura 14 - Esquema ilustrativo das etapas de aquisi¢do dos esporos fungicos.
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Fonte: Autor

As bactérias B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. aureus e S. epidermidis
encontravam-se devidamente criopreservadas (- 20 °C) em meio TSB (Tryptic Soy Broth)
suplementado com 30% de glicerol. Para os ensaios antimicrobianos, essas cepas bacterianas foram
cultivadas em meio Tryptic Soy Agar (Difco). Os inéculos bacterianos foram preparados tomando-
se de trés a quatro colbnias de cada cepa isolada em agar meio Tryptic Soy Agar e diluidas em
solucdo salina a 0,85% até atingirem a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-
Farland (CLSI, 2003).

Todos os processos de inoculacdo foram realizados em cémara de fluxo laminar
previamente esterilizada por luz ultravioleta e acompanhado por controle negativo, que consistia
da exposicdo de uma placa de Petri contendo 20 mL de meio solido estéril no ambiente da camara

de fluxo laminar durante a realizagdo de todo o0 processo.
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5.10.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana utilizando o método de difusdo em disco

Para avaliacao da atividade antimicrobiana da fracdo proteica da microalga foi empregado
o método de difusdo em disco. Inicialmente, a fracdo proteica liofilizada da microalga foi
solubilizada em tampé&o PBS pH 7,4 e esterilizada em filtro Millipore (0,22 um). Na etapa seguinte,
discos de papel-filtro estéreis (Whatman — tipo 3), de 6 mm de diametro, foram embebidos com 50
pL da solucéo proteica testada (com concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL). Discos de papel-filtro
impregnados com uma solugéo de BSA solubilizada em tampdao PBS (200 pg/mL) foram utilizados
como controle negativo. Ja os discos impregnados com 100 pg de anfotericina B, gentamincina e
ampicilina foram usados como controle positivo.

Uma aliquota da suspenséo de esporos (10* esporos/mL) dos fungos testados foi inoculada
(em triplicata) no centro das placas contendo o meio Agar Sabouraud-Dextrose, que foram
incubadas a 28 °C. Os discos contendo a fracdo proteica impregnada s6 foram adicionados nas
placas quando as col6nias atingiram aproximadamente 40 mm de didametro. Em seguida, as placas
foram novamente incubadas a temperatura de 28 °C numa cadmara de crescimento por até 78 h. No
caso das bactérias, uma suspensdo (com 108 UFC/mL) de cada cepa foi semeada (em triplicada),
com auxilio de um swab descartavel, sobre toda a superficie de meio agar Tryptic Soy Agar. Em
seguida, foram adicionados discos de papel-filtro impregnados com as diferentes concentragdes da
fracdo proteica da microalga. As placas foram incubadas em estufa bacteriana, a 37 °C por até 48h.

A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o halo formado ao redor dos discos
contendo a fracdo proteica, como um indicador da inibicdo do crescimento microbiano. Os
resultados foram expressos pela medida do diametro (mm) de cada halo (Parekh e Chanda, 2007;
Santos et al., 2007).

5.11 Avaliacdo da atividade antioxidante das fracOes proteicas da microalga S. obliquus

O ensaio para avaliar atividade antioxidante das fracOes proteicas (FrPs) foi realizado
utilizando o método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Diferentes concentragdes (0,1; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 e 1 mg/mL) das FrPs 0-20, 20-40, 40-60 e 60-80% foram adicionadas em tubos Falcon de
15 mL. Em seguida, foram adicionados 0,5 mL da solugdo DPPH 0,1 mM e as amostra foram
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incubadas a 37 °C por 30 min. Em seguida, foi determinada a medida da absorbéancia a 450 nm, em
espectrofotébmetro. A medicéo da absorbancia do branco também foi realizada. Os resultados da
determinacdo da atividade antioxidante das FrPs foram comparados com o acido ascorbico, usado

como controle positivo. O valor da atividade antioxidante foi calculado usando a formula:

Atividade antioxidante (%) = Absorbancia controle x Absorbancia da amostra x 100

Absorbéancia controle

(Equacéo 5)

5.12 Determinacédo do perfil de aminoéacidos essenciais presentes na fracéo proteica da

microalga S. obliquus

A andlise de aminoacidos da fragéo proteica FrP4o-60% da microalga S. obliquus foi realizada
no sistema Biochrom 20 (Pharmacia-LKB). Primeiramente a gelatina liofilizada (2 mg) foi
hidrolisada com 2 mL de HCI 6 N contendo fenol 1% (m:v). A hidrolise foi realizada em ampolas
de vidro, seladas sob atmosfera de nitrogénio e mantidas em estufa a 110 °C por 24 horas. Apés a
hidrélise, as ampolas foram abertas e 0 HCI juntamente com o fenol foram eliminados, sob pressdo
reduzida, na presenca de NaOH 1 M. Em seguida, os residuos hidrolizados foram lavados (4 x)
com agua ultrapura (MilliQ) e seco sob pressédo reduzida na presenca de pentdxido de fosforo. Apos
a secagem, as amostras foram redissolvidas em solucdo tampao estéril de citrato de sédio 0,1 M
pH 2,2 e submetidas a andlise de aminoacidos. O conteddo de aminodcidos da amostra foi
determinado pelo método de Spackman, Stain e Moore (1958), modificado e adaptado para o uso
no sistema Biochrom 20. O triptofano foi determinado usando a metodologia modificada por
Goodwin e Morgan (1946). Uma amostra de 1 mg da gelatina foi dissolvida em 1 mL de NaOH
0,1 M e foram realizadas medidas das absorbancias a 280 e 294 nm. O teor de triptofano foi

calculado com base na equacgéo abaixo, utilizando o valor da tirosina obtido no sistema Biochrom:

Miyr/Mirp = (0,592 X Azea — 0,263 X A260)/(0,263 X Azgo — 0,170 X A294)
(Equacdo 6)
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos nas analises realizadas com a microalga

Scenedesmus obliquus.

6.1. Resultados da avaliacédo da densidade celular

Na figura 15 encontram-se os resultados da curva de crescimento da Scenedesmus
obliquus em sistema de cultivo em fotobiorreator sob cultivo descontinuo. O grafico foi construido
a partir dos dados obtidos com a contagem de células a cada dois dias possibilitando a observacéao

do perfil de crescimento dessa microalga no meio de cultivo W.C.

Figura 15 - Curva de crescimento da microalga S. obliquus cultivada em fotobiorreator durante
quatorze dias.
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Fonte: o autor.

A fase lag ndo se prolongou, indicando uma rapida adaptacéo desses microrganismos.
As condicbes de cultivo apropriadas possibilitaram um bom desenvolvimento das células de S.
obliquus no sistema empregado pela pesquisa. O W.C., meio sintético comumente utilizado para o
cultivo de algumas espécies de microalgas, fornece nutrientes necessarios ao desenvolvimento,

contribuindo para uma boa produtividade e composicdo celular adequada para obtencdo de
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subprodutos de interesse industrial. Seu custo elevado e considerado um fator limitante para o
emprego em cultivos de larga escala, por isso, muitos estudos sdo realizados objetivando avaliar
meios alternativos em substituicdo ao W.C., dentre eles estdo os residuos de vinhaca, efluentes
domésticos ou residual da industria de alimentos, entre outros. No entanto, a proposta de uso deste
meio sintético visava observar se o rendimento do crescimento da microalga S. obliquus diferem
dos meios alternativos ja testados com essa espécie.

A fase log, observada do 2° ao 10° dia de experimento, é caracterizada pelo aumento
exponencial de células, pela grande producéao de proteinas e enzimas e pela alta taxa de replicacéo
do DNA, uma vez os microrganismos encontram plenas condi¢Ges de desenvolvimento e nenhum
fator externo ou componente do meio é limitante para o seu crescimento. Observa-se que 0 nimero
de células variou entre 18 e 130 x 10° cél/mL, e ndo apresentou oscilagdo na contagem,
comportamento este que pode ser explicado pelo uso de condi¢es ambientais adequadas.

A fase estacionaria compreendeu um curto periodo entre 0 10° e 0 14° dia. Nessa fase
ocorrem mudangas na composicdo do meio provocadas pela producdo de metabdlitos ou pela
exaustdo de nutrientes essenciais, 0 que faz as células reduzirem a taxa de crescimento progressivo
e entrarem em uma fase de estagnacédo que, sob novas condic6es, passam a ter crescimento lento e
apos alguns dias declinam. Este efeito esta relacionado, em células vivas, a fenbmenos osmoticos
que resultam em plasmolise celular, e as possiveis razdes para que isso ocorra sdo interferéncia nos
sistemas enzimaticos, provocando a repressdo na sintese de enzimas e a desidratacdo desses
sistemas devido a perda de agua da célula ou pela inibicdo do transporte de nutrientes para seu
interior.

O cultivo ndo apresentou fase de declinio, uma vez que a coleta das células foi realizada
durante o estabelecimento da fase estacionaria, periodo este em que as células se encontram
completamente formadas, estabilizadas e em quantidade interessante para colheita e realizacdo das
andlises.

As contagens de células variaram de 2 a 130 x 10° cel/ mL, caracterizando um bom
rendimento do cultivo. Segundo Oliveira (1993) a Densidade Celular Maxima alcangada (DCM)
se refere ao maior valor obtido em ndmero de células por mililitros e o tempo de cultivo se refere
ao periodo transcorrido entre o inicio da cultura (indculo) e 0 momento no qual a cultura alcangou
a DCM. Conforme observado na figura 14, no 12° dia de cultivo foi observada a Densidade Celular
Maxima (DCM) com 130 x 10° cel / mL, porém o cultivo foi mantido por mais dois dias a fim de
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confirmar o periodo mais favoravel para a colheita. Resultados semelhantes foram encontrados por
Toyub et al. (2008) em seus experimentos com Scenedesmus obliquus cultivada em diferentes
meios como 0 BBM (Meio Bold Basal) e 0 SFWM (residuo de industria de piscicultura) diluida
em diferentes concentraces (1,5, 2,0, 2,5 e 3,0%). O padrdo BBM apresentou 0 nimero maximo
de células 136.30 x 10° cél/ mL, valor muito préximo ao encontrado nesta pesquisa. Alam (2004)
encontrou densidade celular 109,73 x 10° a 197.33 x 10° cél/ mL, quando cultivou Scenedesmus
obliquus no mesmo meio empregado por Toyub e colaboradores, SFWM 2,5%, empregando o
BBM como controle (TOYUB et al., 2008).

Almeida et al. (2016) avaliando a produtividade das microalgas Chlorella vulgaris e
Scenedesmus obliquus cultivadas em efluentes de visceras e efluentes domésticos obtiveram um
bom rendimento para ambas microalgas. A despeito da S. obliquus observou-se um crescimento
celular de 120 x 10° cél/ mL em efluentes de visceras e 250 x 10° cél/ mL em efluentes domésticos.
Observa-se, portanto, que os resultados obtidos por Almeida (2016) com efluentes domésticos superam
os valores obtidos nas pesquisas anteriormente citadas. Os autores atribuem seus resultados,
possivelmente, pela menor concentracdo de material orgéanico, sélidos, turbidez e cor, o que,
provavelmente, pode ter favorecido a melhor captura de luz para o metabolismo autotréfico, além das
concentracdes de fosforo e fragcdes nitrogenadas que foram consumidas de forma eficiente pelas
microalgas reproduzindo efeitos superiores de produtividade.

O cultivo em fotobiorreator plano vertical, com iluminacéo distribuida por toda a sua
estrutura frontal vertical, onde as bolhas de ar se distribuiam constante e uniformemente, além da
conducdo do experimento em cadmara B.O.D mostrou-se um ambiente adequado e favoréavel para a
manutencdo da cultura, mantendo-o livre de competidores, propiciando um crescimento sem
interferéncias. Esse manejo revelou-se interessante para cultivos cujo objetivo seja a producéo de
biocompostos ou biomassa para fins farmacéuticos ou para inddstria de alimentos, assim como
laboratdrios pesquisas que dispde de espaco reduzido para cultivo e, portanto, precisa de boa

produtividade para o rapido acimulo desses materiais.

6.2 Resultados da analise da clorofila a

Dentre os principais metabdlitos produzidos pelas microalgas a clorofila foi pouco

investigada por pesquisas exploratorias acerca de compostos bioativos provenientes desses
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microrganismos. Esses pigmentos naturais de coloragéo verde sdo encontrados em abundancia na
natureza, inclusive na Scenedesmus obliquus, porém sua instabilidade ao isolamento tem
restringido a sua utilizacdo como corante natural na industria de alimentos (BERTOLDI,
SANT’ANNA E OLIVEIRA, 2008; HENDRY, 1996; TAYLOR, 1984). Sabe-se que a ingestdo de
clorofila promove efeitos estimulantes no crescimento de tecidos, atuando como uma substancia
promotora da multiplicacdo de fibroblastos, células do tecido conjuntivo responsaveis pelo
processo de cicatrizacdo (TANAKA et al., 1997; YAMAGISHI et al., 1997).

A gquantidade de clorofila a produzida pela S. obliquus, portanto, foi avaliada e os
valores obtidos durante os diferentes dias de crescimento dessa microalga podem ser observados
na figura 16.

Figura 16 - Quantidade de clorofila a avaliada durante os diferentes dias de crescimento da
microalga S. obliquus em fotobiorreator.
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Fonte: o autor.

A concentragcdo do pigmento variou entre 0,1 a 8,5 mg/ L, e apresentou aumento
significativo nos primeiros dias de cultivo, porém gradualmente diminuiu a medida que chegou na
fase estacionaria. Esse fendmeno é considerado previsivel, uma vez que chegada a fase estacionaria
em cultivo descontinuo, ha condi¢bes que desfavorecem o crescimento exponencial dos
microrganismos e, consequentemente, a producdo de certos metabolitos ligados diretamente a

densidade celular, como é o caso da clorofila, também é reduzida.
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O teor de clorofila a foi investigado nas microalgas Chaetoceros gracilis, I1sochrysis
galbana e Thalassiosira weissflogii (MOURA JUNIOR et al., 2006). Os resultados apontaram um
teor de 3,74 £ 0,26 mg/L na microalga C. gracilis, 1,87 + 0,08 mg/L na microalga a microalga 1.
galbana e na microalga T. weissflogii um menor valor, 0,96 + 0,08 mg/L.

Foram investigados por Danesi et al. (2011) os efeitos da intensidade da luz e da
temperatura, bem como os contetdos de biomassa e de clorofila, sobre o crescimento da Spirulina
platensis, cultivada em diferentes meios - um dos meios continha nitrato de potassio e outro ureia
como fonte de azoto. O teor maximo de clorofila apresentado nas microalgas cultivadas no meio
contendo KNO; foi de 1,05 mg/L d*e naquelas cultivada em meio contendo ureia foi de 1,23 mg/L
d. A intensidade da luz mais adequada para obtencdo de alto teor de clorofila a foi de 24 mol
fotons m 2 s ! para esta microalga.

Toyub et al. (2008) obteve uma concentracdo de clorofila a de 6,14 mg/ L em
Scenedesmus obliquus cultivada em meio BBM. Por outro lado, Alam (2004) encontrou um
contetdo de clorofila a de 4,63 - 7,83 mg /L, quando cultivou Scenedesmus obliquus em meio
SFWM 2,5% (TOYUB et al., 2008).

Como observado, a S. obliquus apresentou uma alta capacidade para sintetizar esse
pigmento, colocando-a numa posicéo privilegiada como fonte alternativa microalgal de clorofila
a. A biossintese desse pigmento pela S. obliquus pode ser favorecida devido a composi¢do do meio
de cultivo e as condicdes de iluminacdo, que séo fatores diretamente relacionados com o teor de

clorofila a e biomassa.

6.3 Resultados da anélise da taxa de crescimento especifico da S. obliquus

As analises apontaram uma média de velocidade de crescimento ou Specific
Crescimento rate (SRG) de 0,45 + 0,01 para as células da microalga S. obliquus e de 0,44 + 0,01
para clorofila a evidenciando que ndo houve diferenca significativa entre esses parametros.

Toyub et al. (2008) em seus experimentos verificaram um SGR (ug/dia) de células de
S. obliquus e seus dados apontaram uma variagdo de 0,32 e 0,42 pg/dia para as microalgas
cultivadas no meio SFWM nas diferentes concentragdes empregadas e uma variagéo de 0,33 a 0,41

pg/dia nas microalgas controle, cultivadas em meio BBM. A velocidade média de crescimento
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encontrada nesta pesquisa foi significativamente maior (0,45 £ 1) indicando que houve um melhor
desenvolvimento das células nas condicdes utilizadas.

A influéncia da iluminacdo e da temperatura sobre o crescimento celular e teor de
clorofila a pode estar relacionada com os pardmetros de intensidade luminosa de 50 pmol.m?.s-1 e
temperatura de 271 °C empregados nesta pesquisa. Uma vez que as necessidades de nutrientes e
de temperatura tenham sido satisfeitas, de modo que estas ndo limitam o crescimento, a intensidade
da luz e sua duracédo definem a taxa de crescimento e o rendimento de producdo (DANESI et al.,
2011; VONSHAK et al., 1982). De acordo com Collier et al. (1994) a temperatura 6tima para o
desenvolvimento de microalgas situa-se na faixa de 25 a 35°C, caracterizando-as como mesofilas.
E importante destacar a importancia do borbulhamento de ar/gases no interior do cultivo. Esse
processo de mistura do meio possibilitou as células melhor aproveitamento da luz, ocasionando a
homogeneizacdo dos nutrientes, além de favorecer a troca gasosa e como consequéncia acabou por
aumentar a produtividade de biomassa. O fotobiorreator plano vertical utilizado nesta pesquisa
possui um sistema aeracao bem distribuido ao qual favoreceu a dispersédo das células de forma que
pudessem captar a luz com mais eficiéncia. A Scendesmus obliquus, portanto, encontrou condi¢Ges

ideais de crescimento no sistema de cultivo ao qual foi submetido nesta pesquisa.

6.4 Resultados da avaliacdo de pH do meio durante o cultivo das microalgas

A producdo microalgal em fotobiorreator é considerado vantajoso quando se trata do
monitoramento das condi¢bes de cultivo. O pH, por exemplo, é um dos fatores que mais
influenciam o crescimento das microalgas, pois afeta diretamente a disponibilidade de varios
elementos quimicos presentes no meio. Estes podem cristalizar e precipitar, dependendo do pH do
cultivo. Assim, considera-se importante manté-lo proximo a neutralidade para que os componentes
do meio possam ser efetivamente absorvidos pelas microalgas (CORREA, 2015; LOURENCO,
2006; SCHMIDT, 2007).

A figura 17 mostra a evolucdo do pH durante o periodo em que se deu o cultivo. A
correcao foi feita apenas no inicio do processo, elevando-o a 7,0. N&o houve intervengdo nesse

pardmetro durante o experimento, apenas observou-se a sua evolucao.
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Figura 17 - Monitoramento do pH do meio de cultivo durante os diferentes dias de crescimento da
microalga Scenedesmus obliquus em fotobiorreator.
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Fonte: o autor.

O pH do meio, ao longo dos 14 dias de cultivo, variou entre 7,0 e 8,1, mantendo-se
numa faixa adequada para o bom desenvolvimento da Scendesmus obliquus. Valores semelhantes
de pH foram encontrados por Toyub et al. (2008) e Ukeles (1973), observando uma variacao de
7,03 a 8,07 ao longo dos seus experimentos. Miranda (2011), em seus ensaios de cultivo de S.
obliquus em fotobiorreator e lagoa fotossintética do tipo raceway, observou a alcalinizagdo do meio
de cultura, ao qual chegou a apresentar pH 10,8.

Experimentos feitos com Chlorella vulgaris (Trevisan et al., 2013) cultivada em
diferentes meios como DM, MBM e MC, apresentaram ampla variacao de pH, sendo os melhores
resultados de produtividade observados na faixa de 6,5 a 9,0. Kumar et al., (2010) ao cultivarem
C. vulgaris com efluente de suinocultura identificaram valores altos de pH, sem alteracfes de
produtividade significativas ao longo do periodo de cultivo.

O pH 6timo de crescimento varia com a espécie de microalga cultivada, e com o0s
diferentes fatores envolvidos no processo produtivo. De acordo com Rubio et al. (1989) o pH 6timo
da S. obliquus é de 6,8, porém observa-se que valores de na faixa de pH 7,1 a 7,9 sdo tolerados pela
S. obliguus. Esta demonstrou crescimento acelerado até o 10° dia ao qual foi observado pH méaximo
de 7,8, entrou em fase estacionaria no 12° dia com pH 8,0, ocorrendo uma leve diminuicdo do

numero de células no 14° dia, periodo em que o pH se encontrava acima de 8,0.
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A elevacdo para valores mais alcalinos é um fendmeno decorrente da respiracéo das
microalgas devido a uma maior dissociacdo de carbonato e bicarbonato. A dissociagdo faz com que a
acidez carbbnica seja removida do meio, ocorrendo, assim, a liberacdo de ions hidroxila (-OH),
acarretando um aumento do pH (TREVISAN et al., 2013).

A manutenc¢do do pH em condic¢des de adequadas € significante para a manutencéo do
metabolismo dos microrganismos e, portanto, para determinar a biossintese de produtos bioativos,
bem como metabolitos secundarios (GALVAO, 2011).

6.5 Resultados da precipitacdo das proteinas com sulfato de aménio e dosagem de proteinas

solliveis

As proteinas sdo componentes estruturais de grande relevancia, responsaveis por uma
grande diversidade de funcgdes bioldgicas no organismo vivo. Essas estruturas organicas sdo
formadas por cadeias polipeptidicas de aminoacidos (com 20 ou mais aminoéacidos ligados entre
si) unidas por ligacGes peptidicas (ligacGes covalentes entre carbono e nitrogénio), e correspondem
de 50% a 80% do peso seco dos microrganismos (ANDRADE, 2014; TINDALE, 1988).

As proteinas ocorrem em grande variedade e sdo formadas por unidades monomeéricas
simples, peptideos de tamanho relativamente pequenos até polimeros com pesos moleculares na
faixa de milhdes. S&o elas instrumentos moleculares por meio dos quais a informacdo genética é
expressa, podendo ser observadas propriedades e atividades completamente diferentes pelo simples

rearranjo dos 20 aminoacidos que formam a sua cadeia (LEHNINGER, 1984).

Tabela 3 — Determinacdo da concentracdo e da quantidade de proteinas solGveis totais presentes
no extrato bruto e nas fracdes proteicas precipitadas com sulfato de aménio obtidas da microalga

S. obliquus.

Fracoes Volume da fracéo Concentracéo de proteina Proteina total

(mL) (mg/mL) (mg)
EB! 500 0.828 414
FrPo-209%* 10 0.485 4,85
FrP20-40% 10 0.643 6,43
FrP4o-60% 10 1.042 10,42
FrPeo-soo% 10 0,810 8,10

!Extrato bruto
*Fracdo proteica precipitada com sulfato de aménio
Fonte: o autor.
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Observa-se, que os resultados obtidos nesta pesquisa com S. obliquus cultivada em
meio W.C proporcionou concentracdes de proteinas que variaram entre 0,485 a 1,042 mg/ mL,
representando as fragdes FrPo-20% que apresentou menor concentracdo de proteina e a fragdo FrPao-
60% que apresentou maior quantidade. A precipitacdo de proteinas com sulfato de aménio pelo
método Salting out com diferentes concentragdes de sal demonstrou que, para o complexo de
proteinas presentes na estrutura dessa microalga a saturacdo 40-60% promoveu uma maior
eficiéncia na obtencdo de fracdes mais concentradas. A concentracdo de proteina do extrato bruto
(EB) inferior a fracdo FrPao-60% pode ser explicada pela presenca de compostos polifendis e
polifendis oxidase, que reagem com as proteinas impedindo a formacao do complexo das mesmas
com o corante BG-250 (ZAIA, ZAIA e LICHTIG, 1997).

Quevedo, Morales e Acosta (2008), em seus ensaios com Scenedesmus sp avaliou a
producdo de proteinas em diferentes meios de cultivo, aos quais foram denominados de Estandar
1, Estandar 2 e Algal, utilizando-se como fonte de carbono o NaHCOs. Os resultados de
produtividade de proteina foram de 0,0788 mg/mL + 0,0051 no meio Estandar 1, 0,138 mg/mL +
0,0102 no meio Estandar 2 e 0,0665 + 0,0024 mg/mL no meio algal.

Nunez et al. (2001) obtiveram uma produtividade de 0,0524 mg/mL de proteina de
Scenedesmus obliquus cultivada em reatores de 2 litros de capacidade, em &guas residuais.

O teor de proteinas soltveis também foi avaliado por Moura Junior et al. (2006) o qual
observou nas microalgas C. gracilis, I. galbana e T. weissflogii um teor de 0,030 0,001 mg.L™,
0,01 +0,005 mg.Lt e 0,002 mg.L™, respectivamente. Fabregas et al. (1985) encontrou resultados
superiores para a microalga I. galbana a qual apresentou um contetido de proteinas de 4,1 — 291,8
mg/ L (Fabregas et al., 1985). O cultivo de S. obliquus nas condi¢des ambientais trabalhadas na
pesquisa proporcionou a obtencdo de um contetido de proteinas no extrato bruto de 828 mg/ L,
resultado superior aqueles obtidos em outras microalgas reforcando a importancia dessa microalga

como fonte de proteinas potencialmente ativas.

6.6 Resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

As fracOes proteicas submetidas ao processo de precipitacdo foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS 12,5%). O perfil eletroforético das proteinas é
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uma ferramenta importante para a avaliagdo dos efeitos das varidveis envolvidas no processo de
cultivo das microalgas e sua influéncia na producéo de proteinas, uma vez que os fatores ambientais
podem modificar a composicdo celular desses microrganismos. Na figura 18 observa-se a

distribuicdo das bandas de proteinas pelo gel.

Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS 12,5%) das diferentes fracbes
proteicas obtidas com extrato bruto da microalga Scendesmus obliquus precitado com sulfato de
amonio. MM — marcadores moleculares; 1) Fracdo 0-20%; 2) Fracdo 20-40%; 3) Fracao 40-60%

e 4) Fracdo 60-80%.
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Fonte: o autor.

O perfil eletroforético das fragdes proteicas da microalga S. obliquus delineou-se por
uma ampla faixa de peso molecular que variou entre 14,4 KDa e 116 KDa. Fragdes mais pesadas
e significativamente mais concentradas se encontram na faixa de 21,5 a 45 KDa, em ambas as
fracBes (Fragao o-20%, Fragao 20-40%, Fragao 4o-s0% € Fragao eo-so%). E possivel observar que todas as
fracOes apresentam praticamente o mesmo perfil de proteinas, diferenciando apenas quanto a sua
concentracdo (representada pela coloracdo mais forte do corante). Esses resultados indicam que a
precipitacdo teve efeito sobre todas as proteinas, porém em grau de intensidade diferentes,
verificando uma maior eficiéncia do processo na concentracdo de sulfato de aménio de 40-60%,
confirmando os dados de quantificacdo, indicando um resultado superior em relacdo das demais

fracdes.
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As proteinas de peso molecular intermediario se localizam na faixa de 14,4 e 21,5 kDa,
e as bandas mais leves podem ser visualizadas em todas as fracGes, porém em menor quantidade
na fragdo Fro20%. Duas bandas de proteinas de baixo peso molecular (abaixo de 14,4 kDa,) séo
visualizadas no gel e podem representar fracdes peptidicas ou de aminoacidos.

ConcentracOes de proteinas no intervalo de peso molecular 14,3 a 66,0 kDa foram
encontrados por Venkataraman et al. (1992) em ensaios realizados com a cianobactéria Spirulina
e Jacob-Lopes et al. (2006) em pesquisa com a cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli.
Rouxel et al. (2001), estudou a fragdo proteica das algas Chondrus crispus, Palmaria palmata e
Porphyra umbicalis, utilizadas na alimentacdo humana, e também observou em seus resultados a
predominancia de proteinas que se enquadravam na mesma faixa (JACOB-LOPES et al., 2006).

Observa-se, portanto, que a Scenedesmus obliquus apresenta um perfil de proteinas que
estende-se por uma ampla faixa de peso molecular, apresentando desde a fracdes menores como
também mais pesadas.

Essa extensédo amplia o leque de pesquisas que podem ser realizadas na tentativa de
conhecer melhor essa microalga ainda pouco explorada quanto a presenca de conteddo proteico
biologicamente ativo. A eletroforese além de contribuir para a caracterizacdo das proteinas
produzidas em determinadas condi¢des de cultivo, permite a avaliacdo da eficacia de processos de
purificacdo facilitando a identificacdo das fracOes de interesse.

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas avaliando as possiveis atividades biologicas
das proteinas para emprega-las como matéria prima na fabricacdo de produtos enriquecidos com
compostos de alto valor bioldgico capazes de exercer efeitos diversos como acdo antioxidante,

antienvelhecimento, antitumoral, anticancer, antimicrobiana, etc.

6.7 Avaliacdo das atividades antifungica e antibacteriana das fracdes proteicas da

microalga S. obliquus

As fracOes obtidas apds precipitacdo e didlise foram testadas quanto a atividade
antimicrobiana. Nenhum tratamento teve efeito de inibicdo contra o fungo Colleotricum musae,
causador da antracnose em plantios de banana. Os resultados podem ser observados na tabela 5,

conforme a seguir:
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Tabela 4 — Atividade antifungica das fragdes proteica de microalga S. obliquus avaliada pelo
método de difusdo em disco.

Amostras  C.musae C. albicans C.kefyr  A.niger A. fumigatus
Diametro do halo de inibi¢do (mm)

Controle 9,2+2 1242 10,1+1 13,342 12,4+1
FrPo-2006 - - 5,4+1 41+2 3,5+1
FrP20-400+ - - 7,642 7.4+1 6,2+2
FrP4o-6006* - 6,3+1 11,2+1 10+1 8,6+1
FrPeo-gov+ - - 7,3+2 8,2+2 5,1+2

!Anfotericina B 100 ug
*Fracéo proteica precipitada com sulfato de aménio
Fonte: o autor.

A formacdo de halo de inibicao foi observada apenas no grupo controle, que utilizou
anfotericina B 100 pug. Nos testes realizado com Candida albicans, fungo envolvido em dermatites
e processos inflamatorios em humanos, apenas a fracdo FrPao.s0% apresentou efeito contra o seu
crescimento desenvolvendo halo de 6,3+1 mm, além do controle com halo de 12+2 mm.

Nos ensaios realizados com C. kefyr todos os tratamentos apresentaram halo de
inibicdo, ndo havendo diferenca significativa para as fracdes FrP2o.40% € FrPeo-go%, as quais foram
observados valores de 7,6+2 e 7,3+2 mm. A fracdo FrPo.oo% teve efeito inibitério com
desenvolvimento de halo de 5,4+1 mm, resultado inferior aos demais tratamentos devido ao baixo
teor de proteina na solugdo. Nos discos tratado fragdo FrPso-s00% Obteve-se um halo de inibicéo de
11,2+1 mm, enquanto na amostra controle foi observado halo de 10,1+1 mm. Esses resultados
indicam que o tratamento com a fracdo de proteinas de Scenedesmus obliquus FrPaso.s00 de
saturacdo tem efeito superior ao antibidtico anfotericina B 100 pg, indicando ser esta uma fonte
alternativa de controle antimicrobiano para esse fungo.

Nos ensaios realizados com Aspergillus niger, fungo causador de danos aos cultivos de
soja, 0s halos de inibigéo variaram de 4,1+2 a 10+1 mm. Na fracdo FrPo-20%, resultados, enquanto
halos de 7,4+1 e 8,2+2 mm foram observados nos discos tratados com as fraces FrP20-40% € FrPso-

8o%, respectivamente. Percebe-se que houve uma proporcionalidade entre os efeitos inibitérios no
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crescimento desse microrganismo e as respectivas concentracdes de proteinas em cada fracdo. Os
maiores halos foram observados no tratamento controle com 13,3+2 mm.

Nos ensaios com A. fumigatus, todas as fracOes apresentaram efeito sobre o
crescimento desse fungo, com os tamanhos dos halos variando entre 3,5+1 a 8,6+1 mm, valores
inferiores ao observados no tratamento controle cujo halo mediu 12,4+1 mm. Os efeitos de inibi¢cdo
também foram proporcionais as concentra¢@es de proteinas, portanto, o menor halo foi observado
no tratamento com a fragdo FrPo-200 € @ maior com a fragdo FrPso-so%.

Os ensaios antibacterianos com as fracdes de proteinas da S. obliquus demonstraram

maiores efeitos contra alguns dos microrganismos testados, como pode ser observado na tabela 6.

Tabela 5 — Atividade antibacteriana das fracGes proteicas de microalga S. obliquus contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas avaliada pelo método de difusdo em disco.

Amostras  S.aureus S.epidermidis  B.subtilis E.coli S.typhi P.aeruginosa

Diametro do halo de inibi¢do (mm)

!Controle 19,3+2 16,1+1 23,4+2 - - -
2Controle - - - 125+1 11,3+2 18,8+1
FrPo-2006+ - - 4,3+1 - 45+2 -
FrP20-409* - - 9,242 - 7,6+1 -
FrPa4o-600%* 11,7+1 - 15,3+1 - 12,742 -
FrPso-gooe* 9,4+2 - 8,5+2 - 7,3+1 -

tAmpicilina 100 ug para as bactérias Gram-negativas

2Gentamicina 100 pg para as bactérias Gram-positivas

*Fracéo proteica precipitada com sulfato de ambnio
Fonte: o autor.

As fragcBes com menor teor de proteinas como a FrP o209 € FrP 2040 N80 apresentaram
halo de inibicdo de crescimento contra a bactéria Staphylococcus aureus, enquanto na FrP 40-s0%
observou-se halo de 11,7+1 mm e na FrPeogo% de 9,4+2 mm. Essa bactéria estd comumente
envolvida em DTA (Doengas Transmitidas por Alimentos), devido a producgéo de toxinas capazes
de produzir nauseas, vomitos, diminui¢do da temperatura corporal, dores abdominais e diarreia
aqueles que consomem alimentos contaminados produzidos em condigdes higiénicas deficientes.

Observa-se que nenhum tratamento teve efeito sobre o crescimento da bactéria S.
epidermidis, apenas o controle 1, realizado com ampicilina 100 pg, produziu halo de inibicdo de

16,1+1 mm. O mesmo ocorreu com as bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, as
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quais somente o tratamento controle com Gentamicina 100 pg provocou halos de inibicdo de
12,5+1 e 18,8+1 mm, respectivamente. A Pseudomonas aeruginosa ¢ um patégeno comum em
pacientes de casos criticos em unidades de terapia intensiva, devido a sua capacidade de
colonizacdo e resisténcia, provocando infeccdes epidémicas e endémicas (FERRAREZE et al.,
2007). A E. coli, também envolvida em surtos de DTA pode ser encontrada naturalmente no
intestino de humanos e animais de sangue quente, sendo o sorotipo de importancia destacada o
0157:H7, associado a colite hemorragica, diarreia com sangue e sindrome urémica hemolitica
(HUS) (SOUZA, 2006).

Em todos os tratamentos com fragdes proteicas de S. obliquus foram observados efeitos
inibitorios de crescimento contra o Bacillus subtilis. Os maiores efeitos foram observados pela
fracdo FrPa4o-600% com halo de 15,3+1 mm e do tratamento controle com halo de 23,4+2 mm. O B.
cereus € distribuido naturalmente na natureza, porém pode ser isolado a partir de produtos crus e
processados, como arroz, condimentos, vegetais, preparacOes carneas e laticinios. Esse
microrganismo estd associado a duas doencas transmitidas por alimentos, denominadas de
sindrome emética e sindrome diarreica (KRAMER e GILBERT, 1989 apud SOARES et al., 2008).
A sindrome diarreica esta associada a varias enterotoxinas, dentre elas, a enterotoxina hemolisina
BL (HBL) e a enterotoxina ndo-hemolitica (NHE) (SOARES et al., 2008).

A Salmonella typhi responsavel pela febre tifoide, doenca infecciosa aguda e
transmissivel, teve seu desenvolvimento inibido pelas fracGes testadas. Nao houve diferenca
significativa entre os halos de inibicdo pelas fracbes FrP 20400 € FrPso-so%, que apresentaram 7,6+1
e 7,3+1 mm, respectivamente. A fracéo FrPso-60% apresentou halo de inibicdo de 12,742 mm,
resultado superior ao grupo controle no qual observou-se a formacdo de halo de 11,3+2 mm.
Percebe-se, portanto, que essa fracdo proteica pode representar uma alternativa para o controle da
S. typhi, uma vez que cada vez mais fica cada vez mais evidente a necessidade de alternativas mais
eficientes no combate de algumas enfermidades. Com o desenvolvimento da resisténcia de algumas
espeécies aos antibioticos ja consolidados no mercado e aqueles considerados de ultima geracéo,
vé-se a necessidade de buscar novas fontes de composto antimicrobianos.

As fragOes de proteinas testadas tiveram eficiéncia para a maioria dos fungos testados,
sendo a fracdo FrP4o-600% a mais eficaz. Esses resultados sdo reflexos do contetdo proteico de 1.042
mg/ mL e ao eficiente processo de obtencao dessas moléculas que permitiram a manutencédo da sua

atividade bioldgica.
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Os organismos unicelulares possuem sistemas de defesa eficientes capazes de protegé-
los contra competidores no meio de cultivo, entre eles estdo as proteinas e os peptideos
antimicrobianos. Proteinas ou peptideos antimicrobianos (PAM ou também conhecidos como
AMP) sdo pequenas moléculas proteicas essenciais do sistema imune inato, com atividade letal
rapida e capaz de atuar contra uma ampla variedade de microrganismos. Por tais caracteristicas e
também pelo fato de funcionarem como uma espécie de sistema de defesa de baixa especificidade,
0s PAM sdo considerados importantes na busca por novos agentes terapéuticos (REDDY,
YEDERY e ARANHA, 2004).

6.8 Avaliacdo da atividade antioxidante das fragdes proteicas da microalga S. obliquus

Muitos estudos realizados com microalgas tém concluido que a presenca de compostos
fendlicos explicam seus efeitos antioxidantes. Os antioxidantes podem ser produzidos em resposta
a situacOes de estresse com o objetivo de evitar maiores danos as celulas evitando, assim, a sua
morte. No entanto, sabe-se que as células sdo capazes de se proteger contra ameacas utilizando
recursos endogenos, um exemplo disso é a producdo de compostos proteicos (aminoacidos,
peptideos ou proteinas) que desempenhem a funcdo de protegé-las.

A atividade antioxidante das macro e microalgas marinhas foi investigada por varios
autores através de ensaios in vitro, entre os métodos mais empregados esta 0 método de sequestro
do radical livre DPPH. Os resultados dos ensaios de atividade antioxidante utilizando o método

DPPH estdo ilustrados na figura 19.
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Figura 19 — Atividade antioxidante das fragdes proteicas da microalga S. obliquus usando o &cido
ascorbico como controle positivo.
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Fonte: o autor.

Todas as fragOes, nas diferentes concentragOes testadas, apresentaram atividade
antioxidante, porém em intensidades diferentes, variando de acordo com a concentracdo
empregada. O &cido ascorbico, utilizado como controle positivo, apresentou atividade antioxidante
elevada, notadamente superior aos demais tratamentos. Este € um antioxidante com acdo
conservante empregado pela industria de alimentos para a prevencdo e retardo da oxidacdo dos
alimentos prevenindo alteracBes de odor e da cor natural contribuindo para a manutencédo da
qualidade do produto (REDACAO USP, 2014).

As fracdes FrPo-200, FrP20-400% € FrPeo-gos N0 apresentaram diferenca significativa na
concentracéo 0,1, 0,6 e 0,8 mg/ mL e a atividade antioxidante dessas fragcdes variam entre 20%,
50% e 60%, respectivamente. A fragdo FrPao-60%, Nas mesmas concentragdes testadas, apresentou
resultados superiores alcancando valores como 43%, 75% e 85%, ficando abaixo apenas dos
resultados obtidos no tratamento controle, que apresentou atividade antioxidante de 53%, 88% e
98%, respectivamente.

As fragOes FrPo20% e FrPsogow ndo apresentaram diferenca significativa na

concentragdes 0,2 e 0,4 mg/ mL com uma média de eficiéncia antioxidante de 25% e 40%, sendo
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que FrP20-200 demonstrou efeito superior com atividades de 37% e 47%, respectivamente. A FrPao.
60% apresentou atividade antioxidante de 55% e e 65%, e 0 acido ascorbico de 65% e 75%, nas
concentracgdes 0,2 e 0,4 mg/ mL.

A alga vermelha Palmaria palmati, investigada quanto a atividade antioxidante do seu
extrato proteico, apresentou atividade contra DPPH e radicais peroxil. Esse efeito foi atribuido a
liberacdo de pequenos peptideos ou aminoécidos por hidrélise enzimética pela proteases pode ser
contribuido para a melhoria da sua eliminacdo atividades de ROS (WANG et al., 2010;
SAMARAKOON e JEON, 2012).

Mendes (2011) analisou a capacidade antioxidante dos extratos aquosos com 10 mg/mL de
T. chuii, B. braunii, Scenedesmus sp. e N. oculata, determinadas pelo método DPPH. Seus resultados
apontam uma capacidade antioxidantes desses extratos, aos quais apresentaram inibicdo oxidativa de
73,2+2,4%; 38,6+4,9%; 23,0+3,1% e 18,6+3,0%, respectivamente. Os extratos foram testados quanto
a atividade antimicrobiana porém nao foram observadas propriedades antibidticas sobre L. anguillarum
e P. damselae piscicida.

O extrato metandlico de Spirulina platensis foi avaliado e inativou 53,5% o DPPH
reativo e mostrou acdo antifungica, antimicotoxinas e antioxidante. Esses efeitos foram atribuidos
a presenca de compostos naturalmente presentes em alguns tecidos microbianos, promissores para
substituicdo de antifingicos e outros conservantes quimicos (SOUSA, 2012).

A atividade antioxidante de extratos aquosos de oito algas foram avaliadas por Shaneb
et al. (2012) pelos métodos DPPH e ABTS. Os ensaios revelaram que os maiores resultados foram
obtidos com as microalgas para S. platensis, Oscillatoria sp, Anabaena flous-aquae e Nostoc
muscorum cujo percentual da atividade antioxidante para cada espécie foi 75,9%, 75,6%, 73,6% e
72,8%, respectivamente. Para cada método os valores variaram entre 30,1 - 72,4% e 32,0 - 75,9%,
respectivamente. A Spirulina plantensis apresentou maior atividade antioxidante e essa atividade
foi atribuida a presenca de ficobiliproteinas presentes na sua composic¢do celular.

Recentemente, alguns dos trabalhos relacionados com moléculas biologicamente ativas
provenientes de microalgas focaram na avaliacdo dos hidrolisados de proteinas ou peptideos
antioxidantes do que nas extracdes de solventes organicos a partir de algas marinhas.

Sheih, Wu e Fang (2007; 2009) avaliaram o extrato proteico hidrolisado das microalgas
Chlorella vulgaris e Chlorella pyrenoidosa e observaram o poder antioxidante desses extratos pelo

método DPPH. As amostras apresentaram uma atividade antioxidante dose-dependente, e valores
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acima de 80% de atividade foram observados na concentragdo de 100 uM de hidrolisado de
proteinas da microalga Chlorella vulgaris. Os ensaios com proteinas parcialmente hidrolisadas de
C. pyrenoidosa observou atividade antioxidante dependente da concentracdo, avaliando pelo
método ORAC. O hidrolisado proteico apresentou atividade antioxidante a uma concentracédo de
5,45 mg/ mL de proteina. Ambas pesquisas verificaram a presenca de peptideos com alta
capacidade antioxidante, responsaveis respectivamente, pelo efeito apoptético de células do
hepatocarcinoma humano in vitro e pelo efeito protetor contra danos no DNA.

Proteinas hidrolisadas de trés espéecies de microalgas verdes: Dunaliella tertiolecta,
Tetraselmis suecica e Nannochloropsis sp foram testadas quanto a capacidade antioxidante,
determinada através de diferentes métodos (quanto a capacidade de absorg¢do de radical oxigénio -
ORAC, atividade cétion radical - ABTS e a atividade de eliminacdo de radicais - DPPH). Os
resultados indicaram elevada capacidade antioxidante para as microalgas D. tertiolecta e
Nannochloropsis sp. Esses hidrolisados mostraram capacidade antioxidante mais elevada do que o
RBM (Residuos de Biomassa Microalgal) e suas concentraces testadas (NORZAGARAY -
VELENZUELA et al., 2016).

Os antioxidantes desempenham um papel importante no corpo humano pela reducéo
das reacdes oxidativas que porvocam danos celulares e efeitos deletérios em tecidos. Muitas
enzimas, aminoacidos, peptideos e proteinas sdo capazes de proteger os 6rgaos internos e tecidos
de danos oxidativos causados por varias espécies de oxigénio e nitrogénio reativos toxicos (AHN
et al., 2004; SAMARAKOON e JEON, 2012).

6.9 Resultado da determinacdo do perfil de aminoacidos essenciais presentes na fragdo
proteica da microalga

Os resultados das analises de teor de proteina total e atividade antimicrobiana
demonstraram que a fracdo FrPao.s00 apresentou efeito superior as demais fragcOes avaliadas,
indicando um processo eficiente de concentragéo das proteinas da microalga Scenedesmus obliquus
com atividade bioldgica. Foi realizada a quantificacdo de aminoacidos essenciais dessa fracéo e 0s

resultados encontram-se na tabela 7.
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Tabela 6 — Quantificacdo dos aminoacidos essenciais presentes na fracdo proteica FrPso-s0%
obtida do extrato total da microalga S. obliquus.

Aminoacido mg/g
Cis 245
Fen 101

lle 40
Leu 122
Lis 231
Met 44
Val 60
Tir 74
Tre 86
Trp 14

Fonte: o autor.

Com observado na tabela 7 foram encontrados em maior quantidade os aminoacidos
cisteina, lisina, leucina e fenilalalina, nas concentragfes de 245, 231, 122 e 101 mg/ g de proteina.
O alto teor de proteinas totais podem explicar o elevado contetido aminoacidico, caracterizando a
microalga Scendesmus obliquus como uma fonte rica em proteinas e aminoacidos essenciais.

A acéo antioxidante observada na fragdo FrPa4o.s0% pode estar relacionada com a
presenca dos aminodacidos hidrofébicos, cisteina e leucina, uma vez que estas moléculas podem
interagir diretamente com radicais livres. Além disso, a tirosina (74 mg/ g), o triptofano (14 mg/ g)
e a fenilalanina (101 mg/ g), com residuos aromaticos presentes em suas moléculas podem tornar
estaveis espécies reativas de oxigénio (ROS) através da transferéncia direta de elétrons
estabilizando as moléculas evitando, assim, processos oxidativos (QIAN, JUNG e KIM, 2008).

De acordo com Kurutas (2016) e Qian, Jung e Kim (2008), o grupo tiol da cisteina tem
um papel muito importante na protecdo das células e biomoléculas celulares contra o estresse
oxidativo. O residuo Cys, encontrado em grande quantidade na fragcdo proteica da microalga S.
obliquus tem a propriedade de doar prétons aos radicais peroxil e outros radicais livres na célula e,
portanto, exibe efeito protetor em lipidos e outras biomoléculas (SHEIH, WU e FANG, 2007).
Outras fungdes relacionadas a Cys sdo a ativacdo da proliferacdo celular e as funcbes de
guimiotaxia, fagocitose e citoxicidade natural de células malignas (SANTOS e BURINI, 2005).

Outras microlgas foram investigadas quanto a presencga de composto biolégicos de alto
valor agregado, como Sheih, Wu e Fang (2007; 2009) que avaliaram o extrato proteico hidrolisado

das microalgas Chlorella vulgaris e Chlorella pyrenoidosa.



69

Sheih, Wu e Fang (2009) encontraram um perfil de peptideos que apresentava um
contetdo de aminécidos na seguinte ordem decrescente de concentragdo His > Val > Glu > Asp >
Lys > Gly > Thr > Ser, na microalga C. vulgaris. A atividade antioxidante observada nesses ensaios
e o efeito de inducdo a apoptose de células envolvidas no efeito cancerigeno de células gastricas.
Os resultados foram atribuidos, pelos autores, ao contetdo de histina, aminoéacido com capacidade
para doar hidrogénio, reduzindo os efeitos dos radicais livres. Também observaram que certas
sequéncias de aminoacidos com ligacdes covalentes e estabilidades térmicas estdo associadas a
propriedades antioxidantes eficazes (SHEIH, WU e FANG, 2009).

Sheih, Wu e Fang (2007) encontraram a seguinte sequéncia de aminoacidos na C.
pyrenoidosa, Val-Glu-Cys-Tyr-Pro-Asn-Arg-Pro-GIn-Phe. A presenca de determinados
aminoacidos podem explicar os efeitos antioxidantes observados no extrato hidrolisado de
proteina, como a Tyr, Phe, Val, Pro, Phe e residuos Cys, aminoacidos capazes de interagir com
radicais livres e ROS, estabilizando suas moléculas (QIAN, JUNG e KIM, 2008; SHEIH, WU e
FANG, 2007).

A microalga S. Platensis, muito explorada em pesquisas a despeito da presenca de
moléculas bioativas, demonstrou um elevado teor de lisina (Lys) apresentando um contetido de 50-
55 mg/ g desse aminoacido. Comparativamente, a S. Obliquus demonstrou uma maior concentracao
de lisina apresentando um contetdo de 231 mg/ g, indicando ser esta uma fonte promissora desse
aminoacido. Além disso, foram encontrados os aminoacidos metionina e cisteina (Met + Cis) em
conjunto (15-20 mg/ g de proteina) e treonina (45-50 mg/ g de proteinas), relatados como
aminoéacidos transformados a partir de S. Platensis (MORIST et al., 2001).

A presenca de lisina na concentracdo 231 mg/ g, aponta para uma elevada produgéo
desse aminoécido de grande importancia econémica, utilizado desde a década de 1960 para a
suplementacdo em racdo animal contribuindo para a melhoria da eficiéncia na producdo de
proteinas de origem animal. A producdo de L-lisina por fermentacdo foi iniciada no Japdo para a
suplementacédo de alimentos para aves. Posteriormente a DL-metionina e L-lisina, HCI, L-treonina
e L-triptofano foram introduzidos no final da década de 1980. Com o0s progressos em biotecnologia,
o0 custo de producdo de cada um dos aminodcidos foi diminuindo significativamente, o que tem
sido um dos principais fatores na expanséao de utilizacdo de amino&cidos na alimentacdo animal. O
emprego de amino&cidos nas rac¢fes reduz o custo com farelo de trigo, e com isso contribui para

melhorar o aproveitamento das areas cultivadas (TORIDE, 2016). O cultivo de microalgas tem um
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aspecto vantajoso em relacdo a producéo de biocompostos por meio da producdo tradicional, gragas
a sua forma de cultivo que exige menos apropriacdo de terras, consequéncia da sua alta
produtividade em espaco reduzido.

Os aminoacidos funcionais também conhecidos como AA funcionais, incluem
arginina, cisteina, glutamina, leucina, prolina e triptofano. A suplementagéo da dieta com um ou
uma mistura desses AA pode trazer grandes beneficios a salde contribuindo para recuperacao ou
diminuicdo de problemas de satde em varios estagios do ciclo de vida (por exemplo, restricao de
crescimento fetal, morbidade e mortalidade neonatal, desmame associado a disfuncéo intestinal,
obesidade, diabetes, doenca cardiovascular, a sindrome metabdlica e infertilidade. A eficiéncia das
transformacgdes metabdlicas que promovem o crescimento muscular esta associada a esse consumo,
proporcionando melhoria no desempenho atlético, evitando a deposicdo de gordura em excesso e
reduzir a adiposidade. A suplementacdo de aminoacidos essenciais e funcionais na dieta de animais
também estd relacionada ao aumento na producdo de leite, ovos e carne de qualidade,
demonstrando sua influéncia positiva e a justificativa de maiores investimentos para producao e

obtencdo desses compostos de alto valor biolégico (WU, 2009).
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CONCLUSAO

O cultivo da microalga Scenedesmus obliquus representa uma opcéo atrativa para o
desenvolvimento de complementos nutricionais em virtude do alto teor proteico e de aminoacidos
biologicamente ativos presentes na biomassa celular.

As fragOes proteicas testadas apresentaram efeito antimicrobiano contra os fungos C.
kefyr, A. niger e A. fumigatus, porém somente a fracdo FrPs.s0% € 0 tratamento controle
apresentaram halo de inibicéo para C. albicans. Nenhum tratamento teve efeito sobre o crescimento
das bactérias S. epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Apenas as fragdes FrP
40-60% € FrPeo-go% apresentaram halo de inibicdo para a bactéria Staphylococcus aureus, com halos
de 11,7+1 mm e 9,4+2 mm, respectivamente.

As fracOes proteicas testadas apresentaram atividade antioxidante, com efeito
proporcional a concentracdo de proteinas precipitadas, demonstrando ser dose-dependentes. A
maior atividade foi encontrada na fracdo FrPso.s0% cOm resultados superiores nas atividades
antioxidantes e antimicrobianas em todos os testes realizados alcancando uma atividade
antioxidante maxima de 85% na concentracdo de 0,8 mg/ mL. Esta fracdo foi utilizada para a
quantificacdo de aminodcidos.

O resultado da andlise quantitativa de aminoécidos essenciais encontrou a seguinte
sequéncia de aminoéacidos, por decrescente de quantidade, Cis, Lis, Leu, Fen, Tre, Tir, Val, Met,
lle e Tri. A maior parte dos aminoacidos encontrados tem poder antioxidante sobre radicais livres
e ROS, portanto, também sobre o radical DPPH devido aos grupamentos quimicos caracteristicos
dessas moléculas. Os amino&cidos Cis e Liz tem a propriedade de doar prétons aos radicais peroxil
e outros radicais livres na célula. Aminoéacidos hidrofobicos como a Cis e Leu podem interagir
diretamente com radicais livres estabilizando-os. A Tir, o Tri e Fen possuem residuos aromaticos
em suas moléculas capazes de tornar estaveis espécies reativas de oxigénio (ROS).

Faz-se necessario que mais pesquisas sejam realizadas a fim de explorar a microalga
Scenedesmus obliquus, uma vez revelada sua grande relevancia como alternativa para a producéo
de proteinas e amino&cidos essenciais para alimentagdo humana e animal. Além disso, € importante
que sejam aprofundados os estudos acerca da sua atividade antioxidante uma vez que esses

compostos sdo importantes para a prevencdo de doencas mediadas por radicais livres como artrite,
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choqgue hipovolémico, doengas cardiacas, catarata, disfun¢bes cognitivas, envelhecimento e cancer,
podendo ser a causa ou o fator agravante.

E interessante a continuidade da cooperagdo entre o Laboratdrio de Desenvolvimento
de Processos, coordenado pelo Professor José Oswaldo Beserra Carioca e o Laboratério de
Biotecnologia Molecular, LabBMol, coordenado pelo Professor André Luis Coelho da Silva, além
do o Laboratério de Estudos de Simulagdo Computacional, coordenado pelo Prof. Francisco Savio
Macambira dos Santos no IFCE, por exercerem um trabalho de grande relevancia para a
visibilidade do Ceara como potencial polo de desenvolvimento regional de microalgas no nordeste

brasileiro.
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