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Resumo

Haematococcus pluvialis € uma microalga de agua doce de alto potencial biotecnoldgico,
podendo-se destacar a capacidade de acumular proteinas, cujo crescimento e acumulacao
deste biocomposto torna-se variavel conforme as condic¢des de cultivo, destacando-se a
disponibilidade de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo. Portanto, o presente
trabalho objetivou avaliar a influéncia de diferentes meios de cultura na sintese de
proteina e crescimento da H. pluvialis. O cultivo foi realizado em erlenmeyers de 2 litros,
enriquecida com quatro meios de cultura: BBM, RM, BG11 e KM2 e adi¢éo de vitaminas
do complexo B, em triplicata. Foi inoculada a 10 .10* cél mL™?, temperatura de 24 + 1 °
C, fotoperiodo integral e intensidade luminosa de 40 pmol fotons m s, Amostras diérias
de 2 mL fixadas em formol (2%) foram coletadas para contagem celular e determinacao
das variaveis de crescimento: Tempo de duplicacdo (TD), velocidade de crescimento (K),
taxa de crescimento especifico (U), densidade celular maxima (DCM) e elaboracdo das
curvas de crescimento. Ao fim do cultivo, o volume produzido em cada unidade foi
coletado e centrifugado a 3.500 x g por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
congeladas e liofilizadas para obtencdo da biomassa seca. Para a analise de proteinas,
foram avaliados o conteido em proteina total (PT, %), rendimento em proteina (g L) e
produtividade liquida (g L™ dial). Com base na composicdo dos meios de cultura,
calculos estequiométricos foram realizados para a analise da influéncia das concentragdes
de nitrogénio (N), fosforo (P) e relagcdo N:P. Houve diferenca estatistica (p < 0,05) quanto
a DCM, cuja concentragdo maxima foi verificada em BG11 (142,13 + 29,52 .10* cél mL"
1y e a menor em KM2 (56,67 + 9,09 .10* cél mL™?). Para K, TD e pfoi observada
diferenca estatistica apenas para BG11, indicando um crescimento gradual neste meio de
cultura, assim como observado nas curvas de crescimento. Em relacdo a PT, houve
diferenca estatistica (p < 0,05), com similaridade entre RM, BG11 e KM2, de 55,08 +
5,6, 49,33 = 3,64 e 58,37 + 2,8%, respectivamente, diferindo do BBM, que obteve o
menor conteddo, de 31, 11 £ 2,93%. Quanto ao rendimento em proteina, houve diferenca
estatistica (p < 0,05), em que o maior indice foi obtido em BG11 (0,31 g L), seguido do
RM (0,25 g L), que foi similar a BG11 e KM2 (0,22 g L), sendo menor em BBM (0,13
g LY. A maior densidade celular, duracio da fase vegetativa e rendimento em biomassa
foi alcancada onde houve maior disponibilidade de nitrogénio, em alta N:P, que também
estimularam altos niveis de proteina total. Conclui-se que os meios de cultura influenciam
no crescimento e sintese proteica da H. pluvialis, em que o crescimento, maior densidade
celular, producéo de biomassa e proteina da microalga foi significativamente maior em
meio BG11, que possuia maior conteudo em nitrogénio e maior relacdo N:P comparada
aos outros meios avaliados. Os resultados deste estudo sugerem que H. pluvialis é uma
espécie potencial para a obtencdo de proteinas e que o meio de cultura BG11 é o mais
indicado para maior produtividade em biomassa e proteinas para a microalga.

Palavras-chave: Cultivo. Vegetativo. Autotréfico. Mixotrofico.



Abstract

Haematococcus pluvialis is a freshwater microalgae of high biotechnological potential,
with the ability to accumulate proteins being highlighted, whose growth and
accumulation of this biocomposite becomes variable according to the growing
conditions, highlighting the availability of nutrients, mainly nitrogen and phosphorus.
Therefore, the present study aimed to evaluate the influence of different culture media
on the protein synthesis and growth of H. pluvialis. The cultivation was carried out in 2
liter flasks, enriched with four culture media: BBM, RM, BG11 and KM2 and addition
of B complex vitamins, in triplicate. It was inoculated at 10 x 10* cells mL™, temperature
of 24 + 1 ° C, full photoperiod and light intensity of 40 umol photons m s™. Daily
samples (2 mL) fixed in formaldehyde (2%) were collected for cell count and
determination of growth variables: doubling time (TD), growth rate (K), specific growth
rate (1), maximum cell density (DCM) and development of growth curves. At the end of
cultivation, the volume produced in each unit was collected and centrifuged at 3.500 x g
for 10 minutes. Then, the samples were frozen and lyophilized to obtain dry biomass. For
protein analysis, total protein content (PT,%), protein production (g L) and yield (g L*
day?) were evaluated. Based on the composition of the culture media, stoichiometric
calculations were performed to analyze the influence of nitrogen (N), phosphorus (P) and
N: P ratio. There was a statistical difference (p <0.05) regarding DCM, whose maximum
concentration was verified in BG11 (142.13 + 29.52 .10* cell mL™) and the lowest in
KM2 (56.67 + 9.09. 10* cells mL?). For K, TD and p, statistical difference was observed
only for BG11, indicating a gradual growth in this culture medium, as observed in the
growth curves. Regarding PT, there was a statistical difference (p <0.05), with similarity
between RM, BG11 and KM2, of 55.08 + 5.6, 49.33 + 3.64 and 58.37 + 2.8% ,
respectively, differing from BBM, which had the lowest content, of 31, 11 + 2.93%. As
for protein production, there was a statistical difference (p <0.05), in which the highest
index was obtained in BG11 (0.31 g LY), followed by RM (0.25 g L), which it was
similar to BG11 and KM2 (0.22 g L), being smaller in BBM (0.13 g L™%). The highest
cell density, duration of the vegetative phase and biomass production were achieved
where there was a greater availability of nitrogen, in high N: P, which also stimulated
high levels of total protein. It is concluded that the culture media influence the growth
and protein synthesis of H. pluvialis, in which the growth, higher cell density, biomass
production and microalgae protein was significantly higher in BG11 medium, which had
higher nitrogen content and greater N: P ratio compared to other evaluated media. The
results of this study suggest that H. pluvialis is a potential species for obtaining proteins
and BG11 medium is the most suitable for greater production in biomass and proteins for
microalgae.

Key words: Cultivation. Vegetative. Autotrophic. Mixotrophic.
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1- Introducéo

A Haematococcus pluvialis é uma microalga dulciaquicola, pertencente ao grupo
cloroficea (WAYAMA et al., 2013), € unicelular, com células esféricas, elipsoidais ou
em forma de péra (LIU et al., 2016). O seu ciclo de vida estd compreendido em duas
fases (vegetativa e cisto) e quatro estagios celulares: microzooides, macrozooides,
palmela e aplandsporo (SHAH et al., 2016). Podem apresentar motilidade devido a
presenca de flagelos quando se encontram em fase vegetativa, perdendo esta
caracteristica quando submetida a condicdo ambiental desfavoravel (SHAH et al.,
2016). Estas condicGes, que estimulam o encistamento da microalga, podem ser:
elevacédo ou diminuicdo da temperatura (WAN et al., 2014), irradiagéo, estresse por
adicdo de COz (>5%) (CHENG et al., 2016), deficiéncia em nutrientes, alta intensidade
luminosa (CHRISTIAN et al., 2018) ou por interacao entre os fatores. Assim, as células
aumentam em volume e a parede celular se torna mais espessa, havendo maior acimulo
de carotenoides, principalmente a astaxantina (SHAH et al., 2016).

Esta microalga apresenta grande importancia comercial devido a producédo deste
carotenoide, que apresenta valor de mercado superior a US$200 milhdes, alcancando
US$ 2500/Kg em 2004 (MILLEDGE, 2011) e em 2014 o potencial de mercado global
foi estimado em 280 toneladas, avaliado em US$447 milhdes (PEREZ-LOPEZ et al.,
2014; PANIS e CARREON, 2016). A astaxantina vem sendo aplicada na aquicultura
junto a alimentacdo de algumas espécies de organismos com interesse econémico.
Avaliando o efeito de varios niveis de astaxantina e H. pluvialis na dieta da corvina
Pseudosciaena crocea, Li et al. (2014) observaram melhor ganho de peso e resposta
imune dos animais em comparagdo com a dieta controle (dieta base).

Outros estudos também foram realizados para avaliar o potencial na extracdo e
encapsulagdo de carotenoides, importantes para aplicacdo nas industrias alimenticia e
farmacéutica (MACHADO JR et al., 2016), sendo a astaxantina considerada o
antioxidante mais poderoso da natureza, altamente eficiente na eliminacdo dos radicais
livres acumulados no corpo humano (KOLLER et al., 2014).

Quanto a composicdo da H. pluvialis, em modo geral, podem sintetizar
carboidratos, minerais, acidos graxos e proteinas, além dos carotenoides (SAFI et al.,
2013). Ao longo do desenvolvimento o maior crescimento, divisdo celular e acimulo

de proteinas, clorofilas (a e b) e carotenoides primarios € dado em fase vegetativa.
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Conforme o inicio do encistamento, h4& um aumento da produgdo de carboidratos,
triacilgliceréis e sintese de carotenoides secundarios, como a astaxantina, e
consequente diminuicdo da concentracdo de proteinas e clorofilas sintetizadas, dada a
formacdo completa dos cistos (aplandsporo) (WAYAMA et al., 2013; CARNEY e
SORENSEN, 2016).

Grewe e Griehl (2012) relataram a composicdo tipica, em biomassa seca da
Haematococcus pluvialis, onde pode apresentar de 29 - 45% e 17 - 25% em proteinas,
20 - 25% e 32 - 37% em lipideos totais, 15 - 17% e 36 - 40% em carboidratos e 0,5%
e 2 - 5% em carotenoides totais, em seus estagios vegetativo e cistico, respectivamente.
Assim, pode-se destacar a producao de proteinas em fase vegetativa, devido a potencial
em acumular mais de 40% em seu conteudo celular.

As proteinas sdo constituidas de longas cadeias de ligacbes peptidicas de
aminoacidos, que podem ser essenciais e/ou ndo-essenciais (KOYANDE et al., 2019;
WU, 2016) e estdo localizadas em diferentes partes das células: representam parte da
parede celular, bem como o citoplasma, o cloroplasto e demais organelas dentro do
conteddo celular (SAFI et al., 2015). A maioria dos estudos publicados quanto a
concentracdo de proteinas algais tratam da proteina bruta (proteina total), comumente
utilizada para avaliacdo e aplicacdo em alimentos e ragdes, cujo conteudo pode ser
superior a certas plantas convencionais incorporadas a dieta humana (BECKER, 2007).
Além disso, a producéo de proteinas a partir de microalgas em larga escala pode ser
realizada em semanas, enquanto em culturas de plantas superiores podem ser dadas em
meses ou anos (SPECHT et al., 2010).

As microalgas apresentam perfis completos de aminoacidos essenciais e conteddo
de proteina maior que fontes alimentares convencionais, como aves, carnes e produtos
lacteos (KOYANDE et al., 2019). Ejike et al., (2017) tratam que da proteina microalgal
podem ser derivados peptideos bioativos, que consistem em alimentos funcionais com
propriedades antioxidantes e anti-hipertensivas. Para a Haematococcus pluvialis, Ba et
al., (2016) demonstraram que a aplicacdo da proteina tem mostrado potencial para a
formulacdo de alimentos, cosméticos e apresentacdo de propriedades emulsificantes
importantes para uso industrial, além de conter perfil de aminoacidos de alta qualidade
(SAFI et al., 2013) e potencial aplicacdo na aquicultura. No cultivo de Litopenaeus

vannamei, a utilizacdo de produto desengordurado derivado da H. pluvialis demonstrou
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ser um valioso ingrediente proteico alternativo a farinha de peixe para o cultivo do
camarao, proporcionando taxa de crescimento maior e menor conversao alimentar (JU
etal., 2012).

Quanto ao cultivo das microalgas, este pode ser dado através da utilizacdo de
meios autotroficos, mixotroficos e heterotroficos (KIM et al., 2013). No sistema
autotrdfico utilizam carbono inorganico (COz2), nutrientes e luz como fonte de energia
através da fotossintese, sendo considerada a forma mais comum dentre os tipos de
cultivo (LI et al., 2014). Sob crescimento heterotréfico, as microalgas dispdem dos
nutrientes necessarios para realizacdo das atividades metabdlicas, de modo que estes
processos podem ser realizados sem a necessidade de fornecimento de luz e CO, (HU
et al., 2018), utilizando como Unica fonte de energia o carbono organico (KIM et al.,
2013), como o acetato de sodio (ZHANG et al., 2018), glucose, glicerol (LIANG e
CUI, 2009) e xilose (SONG e PEI, 2018). J&4 em condi¢do mixotréfica podem realizar
fotossintese, porém tanto 0 CO2 como 0s compostos organicos sdo considerados fontes
essenciais de carbono, verificando-se a presenca de caracteristicas autotréficas e
heterotréficas (MATA et al., 2010; LIN e HU, 2015). De acordo com Shah et al.,
(2016), os meios de cultura mais comumente utilizados no cultivo de H. pluvialis séo
BG11l, BBM e OHM, caracterizados como meios autotroficos; e KM1 e suas
modificaces.

Tanto o contetdo bioquimico quanto o crescimento algal podem variar de acordo
com as condicdes fisico-quimicas do cultivo, como: luz, pH, temperatura e aeracgéo,
destacando-se os nutrientes presentes no ambiente (DEMIREL et al., 2018). Assim, a
obtencdo de uma boa produtividade estd diretamente ligada ao meio de cultura
selecionado e ao balanco dos seus nutrientes, onde séo considerados universalmente
necessarios as algas: nitrogénio, fosforo, magnésio, carbono, hidrogénio, oxigénio,
cobre, zinco e molibdénio. Estes nutrientes presentes nos meios de cultura também
consistem em fontes essenciais para as atividades metabdlicas das células, formacao
estrutural, regulacdo osmdtica, entre outros (LOURENCO, 2006). Estudos tém sido
bem aplicados quanto a influéncia do nitrogénio (N), fésforo (P) e relacdo N:P, bem
como as fontes nutricionais em que sdo ofertados, por tratar-se de macroelementos

essenciais, apresentando acdo sobre o crescimento, concentracdo de proteinas e
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clorofilas, agindo sobre a sintese bioquimica da biomassa (XIN et al., 2010;
BEUCKELS et al., 2015).

Além disto, para a obtencao destes compostos bioguimicos, como as proteinas,
torna-se importante a adogdo de métodos de extracdo eficientes. H4 uma grande
diversidade destes: Choque osmotico (YOO et al., 2012), campos -elétricos
(CARULLDO et al., 2018), alta pressdao (JUBEAU et al., 2013), tratamento quimico,
ultrassom, moagem manual (SAFI et al., 2014), entre outras técnicas. As técnicas de
ruptura celular mais importantes utilizam a agdo mecanica, como homogeneizacao de
alta pressdo e moinhos; ultrassons, tratamentos quimicos, choques térmicos ou
osmoticos (URSU et al., 2014). A escolha do método a ser aplicado deve ser adaptada
ao ciclo de crescimento e particularidades de cada espécie, uma vez que composi¢ao
quimica da microalga, suas caracteristicas morfoldgicas e estruturais, principalmente
quanto a composicdo da parede celular, também influenciam na eficiéncia da
solubilizacdo de proteinas (WILLIAMS e LAURENS, 2010; URSU et al., 2014).

Em relacéo a parede da Haematococcus pluvialis, pode-se observar diferencas
quanto a sua estrutura fisica. Na fase vegetativa, quando flageladas, apresentam uma
matriz extracelular gelatinosa distinta, com uma camada cristalina mediana. Durante a
fase de transicdo para a formacdo de cisto, haverd a formacdo de uma nova camada,
formando posteriormente uma bainha trilaminar, tornando-as mais resistentes
(MONTSANT et al., 2001; HAGEN et al., 2002). Sendo a eficiéncia de extragdo
variavel conforme a fase do ciclo de vida em que a microalga se encontra (BA et al.,
2016), diminuindo conforme a entrada da H. pluvialis em fase de cisto.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar o cultivo da
microalga Haematococcus pluvialis em diferentes meios de cultura, com énfase a
influéncia do nitrogénio e fosforo no crescimento e producdo em proteinas desta
espécie em fase vegetativa, citada como fase onde ha maior concentracdo proteica,
como também avaliar os métodos de extracdo mais eficientes para a sua obtencao em

meio aquoso.
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1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de producdo proteico da microalga Haematococcus
pluvialis, através do cultivo em diferentes meios de cultura e aplicacdo de diferentes

métodos de extracdo, promovida pela ruptura da parede celular.

1.1.1 Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento da H. pluvialis em diferentes meios de cultura;

- Quantificar a proteina total da H. pluvialis cultivada em diferentes meios de cultura;
- Avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de extracdo da proteina da H. pluvialis;

- Quantificar a proteina disponivel em meio aquoso da H. pluvialis apds submissao a

diferentes métodos de extracdo;

1.2 Hipotese

Os meios de cultura influenciam na concentracdo de proteina, devido a
composicdo de seus nutrientes, e o seu rendimento € influenciado pelo método de
extracdo aplicado, ja que a respectiva acdo € diretamente ligada a resisténcia da parede

celular da microalga.
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Avaliacéo do crescimento e da producéo de proteina de Haematococcus pluvialis em
diferentes meios de cultura

RESUMO

As proteinas das microalgas sdo consideradas promissoras em aplicacdes na
biotecnologia. A fim de avaliar esta producdo e o crescimento celular sob condicbes
nutricionais diversas, Haematococcus pluvialis foi cultivada em diferentes meios de
cultura. Culturas em triplicata foram realizadas utilizando quatro meios de culturas:
BBM, RM, BG11 e KM2, em frascos de vidro tipo Erlenmeyer de 2L. Os cultivos foram
inoculados a 10 x 10* cél ml! e estavam submetidos a temperatura de 24 + 1°C,
fotoperiodo integral e irradiancia de 40 pumol fétons m2 s, O teor de proteinas foi
determinado usando protocolo de Kjeldahl. O melhor desempenho de crescimento de H.
pluvialis foi observado usando o meio BG11, em contraste, 0 menor desempenho foi
encontrado para 0 meio KM2 (56.67 + 9.09 x 10*cél ml?). Para a velocidade de
crescimento, tempo de duplicagéo e taxa de crescimento especifico 0 meio BG11 também
apresentou vantagens versus os demais meios avaliados. Em relacdo a proteina total,
houve diferenca significativa (p < 0,05), com similaridade entre os meios RM, BG11 e
KM2 com 55.08 £ 5.6, 49.33 + 3.64 e 58.37 + 2.8%, respectivamente; e menor conteddo
encontrado no crescimento usando o meio BBM (31.11 + 2.93%). A maior densidade
celular, duracdo da fase vegetativa e rendimento em biomassa foi alcan¢ada onde houve
maior disponibilidade de nitrogénio e alta relacdo nitrogénio: fosforo. Os resultados do
presente estudo sugerem que H. pluvialis € uma espécie potencial para a obtencdo de
proteinas e que 0 meio de cultura BG11 € o mais indicado, entre os avaliados, para
aumentar a producdo de biomassa e proteinas desta microalga.

Palavras-chave: Biomassa; Fotoautotréfico; Mixotréfico; Produtividade; Vegetativo.
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Introducéo

As microalgas s&o organismos fotossintetizantes, presentes em ambiente Umidos, de
agua doce e marinho, que assimilam nutrientes para a sintese de biomassa que é rica
majoritariamente em carboidratos, lipideos e proteinas, que na maioria das vezes possuem
alto valor bioldgico (Batista et al., 2013). Esses micro-organismos séo considerados fontes
promissoras para diversas aplicacfes, tais como: tratamento de aguas residuais (Oliveira
et al., 2020a), nutricdo humana (Sathasivam et al., 2019), producdo de farmacos (Dantas
et al., 2019), alimentacdo de organismos aquaticos (de Abreu et al., 2019), producao de
pigmentos (Tramontin et al., 2019) e de biodiesel (Rizman et al., 2018).

Entre diversas microalgasja estudadas, Haematococcus pluvialis (Chlorophyta,
Volvocales) ¢ uma espécie de agua doce com um ciclo de vida complexo, compreendido
em formas moveis, sésseis ¢ encistadas, sendo esta denominada aplanosporo (Zhao et al.,
2015; Reinecke et al., 2018). Essa microalga é utilizada principalmente na producao de
astaxantina, um carotenoide que apresenta alta atividade antioxidante, produzido por esta
alga apos submissdo a fatores estressantes (Machado Jr et al., 2016). Além disso, quando
a microalga se encontra na forma vegetativa, é capaz de produzir alto conteido em
proteinas. De acordo com Grewe & Griehl (2012), H. pluvialis pode acumular entre 29%
e 45% de proteina nas células. As proteinas derivadas de microalgas sdo utilizadas na
alimentacdo humana e animal (Becker, 2007; Koyande et al., 2019), além de gerar outros
compostos de alto valor, como 0s peptideos bioativos, com relevancia nutracéutica (Soto-
Sierra et al., 2018). Porém, aspectos funcionais relacionados as proteinas de H. pluvialis
ainda sdo pouco difundidos (Ba et al., 2016).

A concentracdo de compostos bioquimicos, como as proteinas, é influenciada por
diversos fatores fisicos e quimicos, como o0s nutrientes presentes no meio de cultura

(Demirel et al., 2018). Os meios de cultura se diferenciam quanto as fontes e as
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concentragOes, principalmente, de nitrogénio e fosforo, utilizados para 0 metabolismo e
crescimento celular (Kim et al., 2013; Cuellar-Bermudez et al., 2017). Amonia, nitrito e
nitrato sdo as fontes de nitrogénio mais comuns reportadas aos meios de cultura e elas tém
efeitos diferentes na taxa de absorcao, no crescimento celular e na composicao bioquimica
de microalgas — embora em todas estas formas, o nitrogénio esteja ligado a sintese de
aminoacidos e lipidios. O fosforo, por sua vez, é convertido principalmente em acidos
nucleicos pelo armazenamento de energia quimica (principalmente na forma de
carboidratos e adenosina trifosfato) e também participa ativamente nos mecanismos de
regulacdo de proteinas (via fosforilacdo) (Fabregas et al., 2000; Tocquin et al., 2012;
Beuckels et al., 2015; Oliveira et al., 2020b). Ademais, os meios de cultura diferenciam-
se quanto as fontes de carbono, inorganico e/ou organico, e da energia utilizada para o
metabolismo celular, resultando em modos de cultivo autotrofico, heterotrofico e
mixotrofico (Kim et al., 2013).

Neste sentido, 0 presente estudo teve como objetivo determinar a influéncia dos
meios de cultura no crescimento e na producdo de proteinas pela microalga

Haematococcus pluvialis.

Materiais e Meétodos
Delineamento Experimental

Haematococcus pluvialis foi obtida do banco de cepas de microalgas do Laboratorio
de Producéo de Alimento Vivo e cultivos experimentais foram desenvolvidos usando os
meios de cultura: BBM (Bold, 1949), BG11 (Stanier et al., 1971), RM (Rudic &
Dudnicenco, 2000) e KM2 (Tripathi et al. 1999) em triplicata. As composicdes dos meios
de cultura s@o apresentadas na Tabela 1. Os meios de cultura foram preparados usando

agua destilada e autoclavados a 121°C, 1 atm por 20 minutos.
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Com base na composicdo destes quatro meios de cultura, foram calculadas as
concentra¢es dos macronutrientes nitrogénio (N) e fésforo (P) e da respectiva relacéo
N:P (Tabela 2). A maior concentragdo de N é verificada em BG11 (17.700 mmol I'%) e
KM2 (6.128 mmol I'), sequidos de RM e BBM (3.433 e 2.857 mmol I}, respectivamente).
Em relagdo a P, a maior concentragdo encontra-se em BBM (1.705 mmol 1Y), inferiores
em RM (0.605 mmol 1) e BG11 (0.229 mmol I) e ausente em KM2. Assim, pode-se
calcular as respectivas relaces N:P, exceto para KM2.

Culturas experimentais foram realizadas em garrafas de vidro tipo Erlenmeyers de
2 | com é&gua doce filtrada (0.2 micrometros) e autoclavada (121°C, 1 atm por 20 minutos);
todos os meios foram enriquecidos com vitaminas do complexo B: tiamina (B1),
piridoxina (B6) e cianocobalamina, em concentragdo de 0.2 ml I, Células de H. pluvialis
foram inoculadas a concentracéo inicial de 10 x 10* células ml™. As culturas foram
mantidas em 24 + 1°C, sob aeragdo constante, irradiancia de 40 pmol fétons m2 st em
fotoperiodo integral. O pH foi mensurado em intervalos de 72 h.
Avaliacéo do Crescimento

Para avaliacdo do crescimento em fase vegetativa, amostras de 2 ml foram retiradas
diariamente e imediatamente fixadas em formol (2%) para posterior quantificacdo
utilizando um hemacitdmetro em um microscopio éptico binocular (OLYMPUS CH30).
A partir desses resultados, foram calculados os parametros de: Densidade Celular Maxima
(DCM), Velocidade de crescimento (K) (eq. 1), Taxa de crescimento especifico (p) (eq.
2) e Tempo de duplicacdo (TD) (eq. 3) (Stein, 1973). Além disso, foram plotadas curvas

de crescimento de H. pluvialis para cada meio de cultura.

_ 3.322
" (t-t0) x Log (D+DO0)

(eq. 1)

t = Tempo Final (dias); to= Tempo Inicial (dias); D = Densidade Celular Final (cél mI%);

Do = Densidade Celular Inicial (cél ml™?).
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__In(N(t)+N0)
T (t-t0)

(eq. 2)
N(t)= nimero de células no final da fase exponencial (cél mI™); No = nimero de células
no inicio da fase exponencial (cél mI?); t = tempo final da fase exponencial (dia); to =

tempo inicial da fase exponencial (dia).

TD = (eq. 3)

Al

Biomassa Seca

Ao fim dos cultivos, a biomassa produzida foi recuperada por centrifugagédo a 3500
X g por 10 min e em seguida de trés lavagens com agua destilada para retirar residuos dos
meios de cultura, seguidas de novas centrifugacGes. ApoOs estes procedimentos, as
amostras foram congeladas por 24 horas a -80°C (SANYO MDF U33V) e liofilizadas
(ALPHA 1-4 LD PLUS) por 48 horas (Oliveira et al., 2020c). Por fim, a biomassa foi
pesada em balanca analitica (0,001g) para a determinacdo do rendimento de biomassa (g
I1), bem como a produtividade diaria (g I"* dia™).
Quantificacao da Proteina

A partir da biomassa seca, a concentra¢do total de proteina (% PT) foi determinada
por Kjeldahl (AOAC, 2012) eq. (4). O fator de conversédo de nitrogénio (NCF) usado foi

6.25, conforme Safi et al. (2013) para H. pluvialis.

% PT = VA x VBx 0.14 xNCF < 6.25 (eq' 4)

Peso da amostra (mg)

Onde: VA = volume de &cido cloridrico padronizado 0.1N usado na titulacdo da amostra
VB = volume de &cido cloridrico padronizado 0.1N usado na titulagdo da amostra controle
NCF = fator de corre¢do (0.97) da solucdo de &cido cloridrico 0.1N

Determinacgdo do rendimento e produtividade de proteina
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O rendimento de proteina foi calculado usando o rendimento de biomassa (g 1) e
0 conteudo em proteina total (%):
Rendimento em proteina (g I'Y) = Rendimento de Biomassa x PT
A produtividade de proteina foi calculada usando a eq. (5), relacionando a

produtividade de biomassa (g I dia™l) com o teor de proteina total (%):

Produtividade diaria

Produtividade de proteina (g 1™ dia™) = -
Teor de proteina total

Anélise Estatistica

A normalidade e a homogeneidade foram analisadas usando os testes Shapiro-Wilk
e Cochan, respectivamente. Em seguida, os dados foram submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (P <0,05). Todas as analises foram
realizadas usando o software R 3.4 (R core team, 2015; Gross & Ligges, 2015; Wickham,
2016). A curva de crescimento logistico foi realizada usando o programa Curve Expert

1.4 (Hyams, 2010).

Resultados
Crescimento

Os parametros de crescimento de H. pluvialis s&o mostrados na Tabela 3. H.
pluvialis apresentou maior DCM usando os meios de cultura BG11 (142.13 + 29.52 x
10* cél mlY), BBM (101.42 + 14.68) ou RM (104.83 + 5.34 x 10* cél ml%) que em
comparagio ao meio de cultura KM2 (56.67 + 9.09 x 10* cél mlI™%). A biomassa alcangada
ao final dos cultivos foi maior usando o meio BG11 (0.64 + 0.07 g I'Y), enquanto n&o foi
observado diferenca significativa (p > 0.05) para a produtividade de biomassa entre 0s
meios de cultura que permaneceu em aproximadamente 0,04 g I dia™. Quanto ao pH,
também foi observada diferenca significativa (p < 0.05), sendo mais elevado nos meios

BG11(9.23+0.11) e KM2 (9.05 £ 0.08) e mais baixo para BBM (8.48 £ 0.04). O aumento
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do pH ao longo dos dias de cultivo foi observado para todos os meios de cultura avaliados.
Em contraste & producao de biomassa, os valores de K, TD e p foram menores usando o
meio BG11, indicando um crescimento mais lento de H. pluvialis devido ao maior tempo
requerido para estabilizagdo da curva de crescimento — transicdo da fase de crescimento
exponencial para estacionaria. Também se pode observar similaridade para as curvas de
crescimento de H. pluvialis usando os meios BBM e RM, com uma curta fase lag de
crescimento nos trés primeiros dias de cultivo; nestes meios a fase de crescimento
estaciondria foi alcancada ap6s 11 dias. No meio KM2, a microalga apresentou curva de
crescimento menos acentuada, atingindo a DCM aos oito dias de cultivo, onde deu inicio

a fase estacionéria (Fig. 1).

Fig. 1. Curvas logisticas de crescimento de H. pluvialis em diferentes meios de cultura

(BBM, RM, BG11 e KM2). Dados apresentados como média + desvio - padréo (n = 3).
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Proteina

O teor (%) e a produtividade (g I dial) de proteina em H. pluvialis cultivada em
diferentes meios de cultura sdo mostrados na Tabela 4. O meio de cultura também
influenciou o teor de proteina de H. pluvialis, os maiores teores foram encontrados para
0s meios RM, BG11 e KM2 com 55.08%, 49.33% e 58.37%, respectivamente; valores
significativamente superiores ao encontrado para o meio BBM (31.11 £ 2.93%). Como 0s
tempos de cultivo foram diferentes para os meios de cultura, a produtividade de proteina
também variou significativamente (p < 0,05): 0 meio KM2 obteve o melhor desempenho
(0.028 +0.00 g I'* dia®), similar a RM (0.023 + 0.00 g I"* dia™); os meios BG11 (0.02 g L

L diat) e BBM (0.012 g L* dia™) apresentaram os menores desempenho.

As maiores diferencas foram observadas através da analise do rendimento (g I'%) e
da produtividade (g I dia™), uma vez que consideram a producéo de biomassa e os dias
de cultivo. Em relacdo ao rendimento em proteina, foi observada diferenca estatistica (p
< 0,05), com maior indice em BG11 (0.31 g I'), sequido do RM (0.25 g I), sendo
este similar aos resultados obtidos por BG11 e KM2 (0.22 g I'Y). O menor rendimento foi
obtido em BBM (0.13 g LY).

Analise da Influéncia da Composicao de Nutrientes dos Meios de Cultura no crescimento
e proteina

As concentracdes de N e P, assim como a relagdo N:P (Tabela 2), foram relacionadas
com crescimento e producédo de proteina da H. pluvialis (Figs 2, 3). A maior producao de
biomassa e proteina (g I") foram obtidas nos meios em que houve maior contetido de N,
assim como a fase vegetativa, que se tornou mais prolongada. Quanto ao contetido de P,
a menor densidade celular foi observada em KM2, onde este nutriente estava ausente

(Tabelas 3 e 4).
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Fig. 2. Rendimento em biomassa e proteina da microalga H. pluvialis em relacdo as

diferentes concentrag@es de nitrogénio dos meios de cultura (BBM, RM, BG11 e KM2)

Lkik

2. 857 (BBM) 3. 433 (RM) B. 128 (KM2) 17.7 BG‘H
Concentracao de Nitrogénio (mmol 1)

0.6

gl

0.2

0.0

| Biomassa [} Proteina

Letras distintas sdo indicativas de diferenca estatistica entre os tratamentos, analisados

através do Teste de Tukey (p < 0,05).
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Fig. 3. Densidade Celular Média (DCM) e rendimento em proteina da microalga H.
pluvialis em relagdo as diferentes relagdes N:P para os diferentes meios de cultura (BBM,

RM, BG11 e KM2).
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Letras distintas sdo indicativas de diferenca estatistica (p < 0,05), analisados por ANOVA
e Teste de Tukey.

Foi observado crescimento similar entre os meios BG11l, BBM e RM, que
apresentam diferentes proporcdes de N:P, porém a maior densidade celular foi verificada
em BGL11, que apresentou maior relagdo N:P, assim como proporcionou maior contetdo
proteico (Fig. 3).

Discussao

Na producédo de Haematococcus pluvialis, a adocdo de processos de cultivo
eficientes durante a fase vegetativa é crucial para a producdo de biomassa (Shah et al.,
2016). O modo nutricional fotoautotréfico € considerado uma modalidade de cultivo que

resulta em culturas com baixa densidade celular, enquanto os modos nutricionais
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heterotrofico e mixotrofico sdo propostos como alternativas mais rapidas para a producao
de biomassa de microalgas (Yu et al., 2009). Melhores pardmetros de crescimento sob
condi¢cBes mixotrdficas se deve a capacidade das células utilizarem simultaneamente
fontes de carbono inorganico e organico, através dos processos metabdlicos da
fotossintese e respiracdo aerdbica, respectivamente (Yu et al., 2009; D’Imporzano et al.,
2017). Porém, neste trabalho pOde-se observar maior densidade celular no meio sem a
presenca de carbono organico, BG11 (142. 13 + 29.52 x 10* cél mI?), enquanto menor
indice foi obtido em meio contendo carbono organico, KM2 (56.67 + 9.09 x 10* cél ml?),
observados na Tabela 3.

Os resultados de densidade celular foram superiores e divergentes aos reportados
por Tripathi et al. (1999), também em H. pluvialis, que observaram maior densidade
celular usando KM2 (42 x 10* cél mIt), quando comparado a outros meios de cultura apos
12 dias de cultivo. O melhor desempenho neste meio pode estar ligado a capacidade de
seu desenvolvimento atraves da assimilacdo do carbono orgénico e inorganico, enquanto
em condi¢des autotroficas utilizam apenas a fonte inorgénica associada a energia
luminosa, onde no ensaio realizado por Tripathi et al. (1999) essa energia luminosa foi
disponibilizada em baixa intensidade (20.25 pmol fétons m?s—1), comparada com a
presente pesquisa (40 pmol fotons m? s ). A influéncia da luminosidade nos parametros
de crescimento foi observada por Sipauba-Tavares et al. (2015), empregando o cultivo
alternativo  da H. pluvialisem meio NPK, WC e adicdo de extrato
de macroéfita Eichhornia crassipes (M + NPK), que obtiveram melhor desempenho
usando o meio NPK (54 x 10* cél ml™), sob intensidade luminosa de 60 pumol fétons m?s -
Lapos 28 dias. Do 1° ao 19° dia, K foi quase que constante, de 0.16, 0.13 e 0.05 para 0s
meios WC, NPK e M + NPK, respectivamente, sob 20 pmol fotons m?s . Ja quando a

irradiancia foi aumentada para 60 pmol fotons m?s ! o crescimento foi mais acelerado
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nos meios NPK (k = 0.22) e M + NPK (k = 0.13) do que em meio WC (k = 0.06). Em
nossa pesquisa, os resultados de velocidade de crescimento variaram entre 0.24 divises
dia (BG11) e 0.31 divisdes dia™ (RM e KM2) (Tabela 3).

Em relacdo a biomassa produzida, o melhor resultado também foi alcan¢ado usando
0 meio BG11 (0.639 + 0.07 g I'Y) e apresentou similaridade em RM (0.455 + 0.03 g I'}),
BBM (0.437 £ 0.08 g I'") e KM2 (0.382 % 0.06 g I'Y). O maior rendimento de biomassa em
BG11 também foi obtido por Dalay et al. (2007), de 0,64 g 1}, mas sob maior irradiancia
(75 umol fotons m? s) apds 12 dias de cultivo. Rendimento similar também foi obtido
por Cheng et al. (2016), porém utilizando H. pluvialis submetida a irradiacdo por ®Co-y a
4000 Gy, cultivada em BBM, de 0.65 g It ap6s a décima geragdo de cultivo com inser¢io
de 15% de CO,. Comparando estes resultados, seja em crescimento ou producdo de
biomassa, a utilizagdo de 40 pmol fotons m?2s? seria suficiente para o cultivo da H.
pluvialis.

Conforme a analise das curvas de crescimento, um crescimento gradual e mais
acentuado foi observado em BG11, cuja maior densidade celular foi alcangada apés 14
dias de cultivo. Em meio BBM e RM atingiram a méaxima densidade ambos em 11 dias,
enguanto o crescimento menos acentuado e continuo foi verificado em KM2, em 8 dias
(Fig. 1). Minasyan (2018) também observaram que o cultivo de H. pluvialis em meio
BG11 é capaz de atingir maior densidade com taxa de crescimento gradual. Nahidian et
al. (2018), avaliando o desenvolvimento dos quatro estagios celulares da H. pluvialis em
35 dias de cultivo, também observaram um tempo de crescimento mais longo em meio
BG11 quando comparadas ao cultivo com BBM, através da analise da morfologia celular.

As diferentes respostas em crescimento e producdo de biomassa estdo ligadas a
composicdo nutricional dos meios de cultura, que consistem em fatores diretamente

influentes para estes organismos (Demirel et al., 2018). Estes nutrientes sdo normalmente
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divididos em macronutrientes e micronutrientes, baseado na necessidade de maiores e
menores  concentracdes,  respectivamente. O  fosforo é  considerado  um
dos macroelementos que devem estar disponiveis para a assimilagdo pelas microalgas,
uma vez que sdo essenciais para a sintese de estruturas celulares e crescimento (Tocquin et
al., 2012), assim como o nitrogénio, cuja privagao pode impedir a divisédo celular
(Fabregas et al., 2000), além da atuacédo direta na concentracdo de proteinas na biomassa
(Beuckels et al., 2015). Sob este aspecto nutricional, tanto a densidade celular méaxima
quanto o maior rendimento de biomassa observados em BG11, podem estar associados a
maior concentragdo de nitrogénio. Como citado anteriormente, o fosforo também é
essencial para o desenvolvimento das microalgas, onde este elemento estava indisponivel
na formulacdo do meio de cultura KM2, razdo pela qual pode ser considerada responsavel
pela menor densidade celular observada neste meio de cultura. Portanto, é provavel que o
crescimento constatado no meio KM2 foi devido ao fosforo intracelular, armazenado
previamente na producdo do inéculo. Além disso, estes nutrientes também sdo citados
como influentes na producdo de células vegetativas de H. pluvialis (Tocquinet al.,
2012; Nahidian et al., 2018), condicdo esta que justifica as diferentes respostas em
crescimento observadas no presente estudo.

O reflexo da influéncia de diferentes concentragdes e privacao destes nutrientes no
crescimento algal e duracdo da fase vegetativa podem ser observados em alguns
estudos. Nahidian et al. (2018), avaliando diferentes concentra¢des de nitrato e fosfato no
meio de cultura BBM para H. pluvialis, observaram que tanto o crescimento quanto a
produtividade de biomassa dependem do conteudo destes, onde a taxa de crescimento
aumentou conforme o aumento da concentracdo de ambos. Avaliando a influéncia da
deplecéo de nitrogénio em Nannochloropsis salina, Chlorella sp. e H. pluvialis, Baroni et

al. (2019) observaram alterac6es na morfologia, tamanho e densidade destas espécies
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quanto a disponibilidade de nitrato, com aumento lento, mas constante do tamanho celular
e diminuicdo das densidades de células para as trés espécies analisadas, conforme a
diminuig&o do nitrato.

No desenvolvimento das microalgas, outros fatores fisico-quimicos, como o pH,
possuem forte influéncia no cultivo, podendo ser um indicativo do
crescimento algal dentro dos sistemas. Geralmente hd uma tendéncia de aumento deste
indice devido a atividade fotossintética. Cada espécie de microalga apresenta uma faixa
ideal, que favorece o bom crescimento (Qiu et al., 2017). Para H. pluvialis, o pH entre 7
e 8 proporciona melhores condi¢cdes de crescimento (Saradaet al., 2002). No
entanto, Hanan et al. (2013) n&o observaram efeito significativo do pH no crescimento de
H. pluvialis em intervalos de 5 a 9, estando os resultados do presente estudo dentro deste
intervalo, cuja as amplitudes foram de 8.48 (BBM) e 9.23 (BG11) (Tabela 3).

Na analise de producdo de proteinas, pdde ser observada a similaridade na producéo
total (%) entre os meios BG11l, RM e KM2, que possuem maiores concentracdes de
nitrogénio, destacando BG11 como meio que possuia maior relacdo N:P. Quanto ao
rendimento proteico, foi maior em BG11 e RM, porém ao relacionar o rendimento em
proteinas com os dias de cultivo em fase vegetativa, as maiores produtividades foram
verificadas em RM e KM2 (Tabela 4). Assim, foi observado que a maior disponibilidade
de nitrogénio gerou maior rendimento de proteinas e biomassa, verificada em BG11 (Fig.
2).

Essa relacdo nutricional também foi verificada em outros estudos, como por
Ranadheer et al. (2019) no cultivo de Scenedesmus sp., em que a producéo de proteinas e
biomassa é diretamente proporcional a concentracdo de nitrato. Sipauba-Tavares et al.
(2015), avaliando a producdo de proteina em meio NPK, WC e adicdo de extrato

de macroéfita Eichhornia crassipes (M + NPK), observaram que o teor de proteina total
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variou aproximadamente entre 30 e 48% da biomassa seca, onde as maiores concentragoes
foram associadas ao maior teor de nitrogénio. Colusse et al. (2019) observaram a variagdo
do conteido em proteinada H. pluvialisem WC, CHU e BGIl de 10.9+1.09%,
34.2+0.50% e 41.4+2.02%, respectivamente, cuja maior producdo de proteina, assim
como neste trabalho, também foi verificada em meio BG11. Pang et al. (2019), utilizando
0 meio BG11 com adic¢éo de carbono orgénico (D-ribose, acetato de sodio e gluconato de
sodio), sob condi¢des mixotroficas, ndo verificaram efeito significativo das fontes de
carbono organico na sintese de proteina intracelular. Assim, € mais provavel que a
concentracdo em proteinas € diretamente ligada ao contetdo de nitrogénio disponivel nos
meios de cultura.

Além da disponibilidade de fésforo e nitrogénio sobre concentracdes adequadas, a
fonte utilizada, seja organica ou inorganica, também pode surtir efeito no crescimento e
composigdo bioquimica (Shanti et al., 2018). Quanto ao nitrogénio, foi predominante o
uso de nitrato de sodioem BBM, RM e BGIl1, e L-asparagina (C4HgN20z), um L-
aminoacido organico, em KM2.

O processo de utilizacdo dos nutrientes essenciais envolve dois mecanismos: a
captacdo e a assimilacdo. A captacdo consiste no transporte do nutriente através da
membrana plasmatica e a assimilacdo é referente aos processos metabolicos celulares em
que os ions inorganicos sao utilizados na sintese de compostos organicos. Quando a fonte
de nitrogénio empregada é o nitrato, a primeira etapa do processo metabdlico trata-se da
reducdo do nitrato a nitrito, atividade catalisada pela enzima nitrato redutase (Lobban et
al., 1985). Todo o processo de reducdo do nitrato a nitrito ocorre no citoplasma da célula.
Em seguida, o nitrito é reduzido em ion amodnio (NH4"), através da atividade enzimatica
da ferredoxina-nitrito redutase, realizada no cloroplasto celular (Pajuelo et al., 1995;

Giordano & Raven, 2014). Assim, o nitrogénio que foi assimilado é direcionado para a
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sintese de aminoacidos, e por consequéncia de proteinas, ou para o metabolismo
energéetico celular, através da via da glutamina sintase/glutamina 2-oxoglutarato
aminotransferase (Ranadheer et al., 2019), a partir da atuacdo das enzimas glutamato
desidrogenase (GDH), glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOCAT); como
também ¢é direcionado para a producdo de aspartato através da transaminagdo com
oxaloacetato. Através destas vias, aspartato, glutamina e glutamato contribuem para a
producdo de clorofilas, aminoacidos, nucleotideos, alcaloides e poliaminas, compostos
organicos de nitrogénio (Inokuchi et al., 2002). Além de nitrato, outras formas inorganicas
podem ser aproveitadas: nitrito e amonia (Sanz-Luque et al., 2015). Assim como, ha
possibilidade de utilizacdo de nitrogénio através de fontes organicas, como a L-asparagina.
No processo assimilatorio da asparagina ha a hidrolise em aménia e aspartato a partir da
atividade enzimaética da asparaginase (Paul & Cooksey, 1979). Avaliando a utilizacdo de
diferentes L-aminoacidos, entre eles a L-asparagina, como fonte Unica de nitrogénio no
crescimento de Chlamydomonas sp., Paul & Cooksey (1979) observaram resposta em
crescimento similar em comparacgéo ao cultivo utilizando apenas nitrato. Neste trabalho,
0 meio de cultura KM2 também continha L-asparagina como fonte de nitrogénio,
promovendo crescimento celular e proporcionando alta producdo em conteudo proteico.
No presente estudo, as fontes de fdosforo presentes nos meios de cultura foram
KH2PO4 e K2HPO4, contidas nos meios BBM, RM e BG11. O fosfato é a principal fonte
de fosforo inorganico utilizada em formulacdes de meios de cultura. O consumo, além do
crescimento e transferéncia de energia, é direcionado para a constituicdo de compostos
essenciais como acidos nucleicos, fosfolipideos e nucleotideos (Powell et al., 2008). A
captacdo deste nutriente é controlada através de transportadores presentes na membrana
celular (Dyhrman, 2016), sendo incorporado em metabdlitos fosforilados ou estocados

intracelularmente, como em polifosfato (Lobban et al., 1985; Powell et al., 2008), através
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da atividade da polifosfato quinase, e consiste na ligagéo de grupos ortofosfato em cadeia
fosfoanidreto; o fosforo também pode ser encontrado sob as formas de fosfodiéster (C-O-
P-O-C), fosfomonoéster (P-O-C) e fosfonato (C-P) (Dyhrman, 2016). Tocquin et al.
(2012) observaram a presenca de granulos de polifosfato em células vegetativas de H.
pluvialis cultivadas em meio de cultura com baixa relagdo N:P. O acumulo de polifosfato
é realizado quando hé alto contetdo de fésforo no meio, funcionando como reserva, sendo
metabolizado quando este encontra-se em baixa concentragcdo no sistema de cultivo
(Solovchenko et al., 2019).

Os meios de cultura proporcionam diferentes resultados no cultivo, seja maiores
rendimentos de biomassa ou alta producgéo de determinados compostos com aplicagdes
biotecnoldgicas, como astaxantina, proteinas ou lipideos. A utilizacdo de proteinas
derivadas de microalgas tem demonstrado ser essencial por serem constituidas de
compostos de alto valor bioldgico, como os peptideos bioativos e proteinas recombinantes.
Os peptideos bioativos sdo formados por cadeias curtas de aminoacidos, com importante
funcdo na area nutracéutica por apresentar acOes antitumoral, anti-hipertensiva,
imunomodulatoria, entre outras propriedades (Soto-Sierra et al., 2018). A presenca de
proteinas recombinantes, como verificada por Gong et al. (2011) em Chlamydomonas
reinhardtii, apresenta aplicagdes na area farmacéutica, sendo encontrada cerca de 20
proteinas terapéuticas de alto valor para esta espécie. Porém, pesquisas deste ambito
atualmente ainda s@o escassas em relacdo a Haematococcus pluvialis.

Sendo assim, considerando os resultados obtidos no presente trabalho, maior
densidade celular, producéo de biomassa e proteina da microalga foram obtidas utilizando
0 meio BG11 - que possui maior relacdo N:P comparada aos outros meios avaliados no
presente estudo. Portanto, este estudo sugere que o meio de cultura BG11 é o mais

indicado para maior producao de biomassa e de proteinas em H. pluvialis. Com base nestes
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resultados, pesquisas futuras sdo recomendadas para viabilizar a aplicacdo da proteina da
H. pluvialis como fonte nutricional, avaliacdo das propriedades funcionais destas
proteinas, andlise da presenca de peptideos bioativos e proteinas recombinantes, de alta

relevancia para o campo da biotecnologia.
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Fig. 1. Curvas logisticas de crescimento de H. pluvialis em diferentes meios de cultura
(BBM, RM, BG11 e KM2). Dados apresentados como média + desvio - padrdo (n = 3).
Fig. 2. Rendimento em biomassa e proteina da microalga H. pluvialis em relacdo as
diferentes concentracdes de nitrogénio dos meios de cultura (BBM, RM, BG11 e KM2)
Fig. 3. Densidade Celular Média (DCM) e rendimento em proteina da microalga H.
pluvialis em relagéo as diferentes relagdes N:P para os diferentes meios de cultura (BBM,

RM, BG11 e KM2).
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Tabelas

Tabela 1. Concentracdo de nutrientes (mmol 1Y) dos meios de cultura utilizados em

cultivos experimentais de Haematococcus pluvialis.

Nutrientes BBM BG11 RM KM2
NaNO; 29.414 176.482 35.296 -
KH2PO4 12.860 - 0.1470 -

CaClz. 2 H20 0.1700 0.2449 0.3979 0.1360

MgS04.7 H,0 0.3043 0.3043 0.0041 -

K2HPO4 0.4305 0.2296 0.4592 -
NaCl 0.4278 - 0.3422 -
KOH 0.5525 - - -
EDTA 0.1711 0.0034 0.0257 -
FeSOs. 7H,0  0.0180 - - 0.0360
HsBOs 0.1844 0.0463 0.0049 0.0010°

ZnS04. 7 H20 0.0049 0.0008 0.0003 0.0001"
NaMoOs. 2 H,O 0.0008 0.0016 - 0.00005"
MnClz. 4 H.0 0.0010 0.0091 10.106 0.001

CuSO04. 5 H20 0.0008 0.0003 0.0003 0.0001"

CsHsO7 - 0.0312 - -
CeH11FeNO7 - 0.0226 - -
Na.COs - 0.1887 - -
MnSQO4. H20 - - 0.0099 -
(NH2)6M07024.

- - 0.0002 -
4H,0

Co(NOs)2. 6H,0  0.0004 0.0003 0.0014 0.00008"
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NH4VOs3 - - - 0.00001"
FeCls. 6H20 - - 0.0629 -
CH3COONa - - - 242.090
C4HsN203 - - - 30.650

* Concentragdes de elementos-trago baseadas em Renstrom et al., (1981)

45
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Tabela 2. Concentragdo de macronutrientes (em mmol 1Y) dos meios de cultura (BBM,

RM, BG11 e KM2) empregado no cultivo de H. pluvialis, calculado por estequiometria.

Nutrientes BBM RM BG11 KM?2
Nitrogénio 2.857 3.433 17.700 6.128
Fosforo 1.705 0.605 0.229 -

N:P 1.67:1 5674 77.2911 -
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Tabela 3. Parametros de crescimento da microalga H. pluvialis sob diferentes meios de

cultura.
Variaveis Meios de cultura
BG11 RM KM2
DCM
101.42 + 14.68% 142.13+29.52° 104.83+5.34% 56.67 +9.09°
(x10% cél mI?)
K
0.30 + 0.028 0.24 +0.02° 0.31 +0.012 0.31 +0.032
(div dia™®)
TD
3.31+0.208 421 +0.33° 3.25+0.078 3.24+0.332
(dias div?)
dDCM 14 11 8
u (dia ) 0.16 + 0.00? 0.11 +0.03° 0.19 +£0.01° 0.17 £ 0.028
pH 8.48 + 0,04°¢ 9.23+0.118 8.83+0.13° 9.05 + 0.08%
Rendimento em
0.437 +0.08° 0.639 +0.072 0.455 + 0.03° 0.382 + 0.06°
Biomassa (g %)
Produtividade em
Biomassa 0.04+0.01 0.045 £ 0.00 0.041 £ 0,00 0.048 £ 0,01
(g It dia?)

Dados apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). Letras distintas indicam

diferenca significativa entre os tratamentos usando Teste de Tukey (p < 0,05). Densidade

Celular Média (DCM); Velocidade de Crescimento (K); Tempo de Duplicacdo (TD);

Velocidade de Crescimento especifico (u); dia da Densidade Celular Maxima (dDCM).
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Tabela 4. Pardmetros de producdo de proteina da microalga H. pluvialis sob diferentes

meios de cultura.

Meios de Cultura
Variaveis
BBM RM BG11 KM2

Proteina total (%)  31.11+2.93 5508+5.6% 49.33+3.64° 58.37+2.8

Rendimento em

proteina 0.13+0.02° 0.25+0.03* 0.31+0.03* 0.22+0.03"
(gl
Produtividade de
proteina 0.012 £0.00° 0.023 +0.00* 0.022 +0.00°® 0.028 + 0.00
(g It dia™)

Dados apresentados como média * desvio padrdo (n = 3). Letras distintas indicam de

diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos pelo Teste de Tukey.
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Legenda de Figuras

Fig. 1. Curvas logisticas de crescimento de H. pluvialis em diferentes meios de cultura
(BBM, RM, BG11 e KM2). Dados apresentados como média + desvio - padrdo (n = 3).
Fig. 2. Rendimento em biomassa e proteina da microalga H. pluvialis em relagdo as
diferentes concentracdes de nitrogénio dos meios de cultura (BBM, RM, BG11 e KM2)
Fig. 3. Densidade Celular Média (DCM) e rendimento em proteina da microalga H.
pluvialis em relacdo as diferentes relacdes N:P para os diferentes meios de cultura (BBM,

RM, BG11 e KM2).



SILVA, D.L.B. Produgdo de proteina da microalga Haematococcus pluvialis cultivada em... 50

3- Consideragdes finais

Neste presente trabalho, pdde-se observar a diferenca do crescimento celular e da
producdo de biomassa em Haematococcus pluvialis, influenciada pelas diferentes
composicdes dos meios de cultura. Foi verificada a maior producéo, seja em crescimento
como proteina em meio BG1ll. A adocdo de meios de cultura adequados que
proporcionem maiores rendimentos de biomassa é diretamente ligada seja a producédo de
proteinas como de astaxantina ou lipideos para aplicacfes biotecnoldgicas. Porém, para
selecdo mais refinada do meio de cultura, também ¢ indicada a avaliacdo de custo dos seus
nutrientes em relacdo a qualidade do produto final que deseja ser obtido, assim como o
reflexo gerado nas aplicacdes para producdes em larga escala.

Pode ser verificada a alta capacidade de producdo de proteinas da microalga H.
pluvialis, destacando-se a concentracdo de nitrogénio, assim como ja foi constatada a
importancia do fornecimento de proteinas obtidas a partir de microalgas na dieta em
cultivo de organismos aquaticos e como fonte alimentar alternativa. Trabalhos cientificos
publicados demonstraram que microalgas podem conter qualidade e niveis semelhantes
de proteina em comparacdo a fontes tradicionais como ovo, leite, carne e soja. Quanto a
H. pluvialis, ha necessidade de maiores pesquisas quanto a avaliacdo das propriedades
funcionais destas proteinas, como: proporc¢édo, disponibilidade e digestibilidade de seus
aminoacidos, assim como j& vém sendo determinadas em outras espécies de microalgas,
além da andlise de bioatividade e presenca de proteinas recombinantes. Os peptideos
bioativos sdo formados por cadeias curtas de aminoacidos que apresentam importante
funcdo nutracéutica em humanos, como: acdo antitumoral, imunomodulatoéria, anti-
hipertensiva, anticoagulante, entre outras (SOTO-SIERRA et al., 2018). A presenca de
proteinas recombinantes, como verificada em Chlamydomonas reinhardtii, apresenta
aplicacOes nas areas farmacéutica, vacinas e hormonios, e foram encontradas cerca de 20
proteinas terapéuticas de alto valor para esta espécie (GONG et al., 2011). A analise de
métodos de extracdo e purificacdo destas proteinas também tornam-se de grande valor

para que estas possam ser aplicadas em sistemas de producdo industriais.
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