4
-
UFSC
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

&=

2

Camila Nader

Efeito de diferentes condicdes de cultivo na produc¢io de compostos organicos volateis

pelas microalgas Arthrospira platensis e Chlorella sp.

Florianopolis

2020



Camila Nader

Efeito de diferentes condicdes de cultivo na produciao de compostos orgianicos volateis

pelas microalgas Arthrospira platensis e Chlorella sp.

Dissertacao submetida ao Programa de Pos-Graduagao
em Agquicultura da Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtengdo do titulo de Mestre em
Aquicultura.

Orientador: Prof. Roberto Bianchini Derner, Dr.
Coorientador: Biol. Rafael Garcia Lopes, Dr.

Florianopolis

2020



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Nader, Camila

Efeito de diferentes condicfes de cultiveo na producdc de
compostos orgidnicos volateis pelas microalgas Arthrospira
platensis e Chlorella sp. / Camila Nader ; corientador,
Roberto Bianchini Derner, coorientador, Rafael Garcia
Lopes, 2020.

54 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias RAgréarias, Programa de Pos
Graduacdo em Agquicultura, Florianédpelis, 2020.

Incluil referéncias.

1. Aguicultura. 2. Irradidncia. 3. Microalgas. 4.
Compostos orgidnicos voliateis. 5. Fases de crescimento. I.
Derner, Roberto Bianchini. II. Lopes, Rafael Garcia. III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pés
Graduacdo em Aquicultura. IV. Titulo.




Camila Nader

Efeito de diferentes condi¢oes de cultivo na producao de compostos organicos volateis

pela microalga Arthrospira platensis e Chlorella sp.

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca examinadora

composta pelos seguintes membros:

Prof.(a) Roberto Bianchini Derner, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Leonardo Rubi Rérig, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Maria Cecilia Miotto, Dra.
Centro Universitario Leonardo da Vinci

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado

adequado para obtencao do titulo de Mestre em Aquicultura.

Documento assinado digitalmente

Leila Hayashi
Data: 07/01/2021 11:47:11-0300
CPF: 264.594.018-88

Documento assinado digitalmente

Roberto Bianchini Derner
Data: 06/01/2021 15:11:15-0300
CPF:533.081.319-00

Prof. Roberto Bianchini Derner, Dr.
Orientador

Florianopolis, 2020.



Dedico esse trabalho & minha familia e a todos que torcem por mim!



AGRADECIMENTOS

Agradeco pela vida e pela natureza. Agradeco a minha familia, Saliba, Sandra, Marina
e Izabele, por todo apoio, suporte ¢ amor incondicional. Agradeco também a todos que
contribuem e torcem por minhas conquistas!

Ao meu orientador, Roberto Bianchini Derner, pela oportunidade, confianga e todos
os ensinamentos desde o inicio até o fim dessa jornada! Também ao meu coorientador Rafael
Lopes pelas ajudas, paciéncia e ensinamentos!

A Equipe do Laboratério de Cultivo de Algas (LCA) por toda parceria e cumplicidade
ao logo dessa caminhada. Meus sinceros agradecimentos a Yure, Herculano, Julia, Juliana,
Jodo, Jaimet e Marilia, que estiveram sempre ao meu lado e contribuiram direta ou
indiretamente para a realizacdo deste trabalho. Um agradecimento especial ao Herculano por
toda ajuda e ensinamentos desde o inicio até o fim do experimento: montagem, execucao e
analises, sua participacdo foi primordial, muito obrigada. Outro agradecimento especial ao
Yure, que prontamente sempre esteve disposto a me ajudar, de todas as maneiras possiveis,
fosse para ler a dissertagdo, opinar, corrigir, contribuir, ou apenas para me acalmar! Sua ajuda
foi indispensavel e também serei eternamente grata!

Ao Programa de Pos-graduacao em Aquicultura pela oportunidade e contribuicdes. Ao
Laboratorio de Métodos de Extracdo e Separagao (LAMES), em especial ao professor Nelson
Roberto Antoniosi Filho e ao Emmanuel Bezerra D’Alessandro pela infraestrutura e parceria
na realizacdo de analises.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenagdo de Aperfeigoamento de

Pessoal de Nivel Superior Brasil - (CAPES) - Cdédigo de Financiamento 001.



RESUMO

As microalgas sintetizam uma ampla gama de biomoléculas, dentre essas os compostos
organicos volateis (COVs). Os COVs sdo considerados metabolitos secundarios e apresentam
fungdes alelopaticas nos ecossistemas, e¢ diversas aplicagdes nas industrias alimenticia,
farmacéutica e de cosméticos tém sido propostas. A sintese de COVs pode variar de acordo
com a composi¢ao quimica das microalgas, logo, sua sintese pode ser afetada por diversos
fatores, dentre eles, luz e fase de crescimento. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi
determinar os efeitos de diferentes irradiancias e de fases da curva de crescimento no perfil de
COVs nas biomassas de Arthrospira platensis € Chlorella sp. Para isso, foram desenvolvidas
culturas experimentais destas microalgas sob as irradiancias de 200 e 1.000 pmol fétons m™ s~
! e as biomassas foram separadas quando as culturas se encontravam em fase exponencial e
estacionaria de cultivo. O perfil de COVs foi obtido por meio de andlises realizadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e a um headspace. Foram
encontrados 12 exemplares de COVs nas biomassas de 4. platensis e 34 nas biomassas de
Chlorella sp., sendo que variagdes foram observadas em relagdo a sintese e a quantidade de
COVs em cada condicao de cultivo. Dos compostos encontrados, somente cinco foram comuns
para as duas espécies. Em relagdo a 4. platensis, a classe com maior representatividade no perfil
de COVs foi a dos hidrocarbonetos, e o composto octadecano, que apresenta potencial aplicacao
na industria alimenticia, apresentou maiores valores sob 1.000 pmol fétons m™ s na fase
estacionaria de crescimento. Por outro lado, nas biomassas de Chlorella sp., maiores valores
foram encontrados de um constituinte da classe dos éteres sob irradiancia de 200 umol fotons
m s! e na fase exponencial de cultivo, bem como uma variedade de compostos nitrogenados.
Em ambas as microalgas foi relatada a presenca de uma variedade de terpenoides, sendo que
Chlorella sp. apresentou como diferenga a presenga do composto safranal. Em conclusdo, os
resultados obtidos confirmam que tanto a luz, quanto a fase de crescimento, influenciaram o
perfil de COVs das duas espécies de microalgas, ja que diferengas quantitativas e qualitativas
foram observadas nas condigdes de cultivo avaliadas.

Palavras-chave: Aquicultura. Irradiancia. Microalgas. Compostos organicos volateis. Fases de

crescimento.



ABSTRACT

Microalgae synthesize a wide range of biomolecules, among them, volatile organic compounds
(VOCs). These are considered secondary metabolites and have allelopathic functions in
ecosystems, also, many applications in the food, pharmaceutical and cosmetics industries have
been proposed. The synthesis of VOCs can vary according to the chemical composition of the
microalgae, therefore, their synthesis can be affected by several factors, such as, light and
growth phase. In this sense, the objective of this work was to determine the influence of
different irradiances and growth phases on the VOCs profile of Arthrospira platensis and
Chlorella sp. For this, experimental cultures of these microalgae were developed in irradiances
of 200 and 1,000 umol photons m s, and the biomasses were separated in the exponential
and stationary growth phases. The VOCs profile of each biomass was obtained through analyzes
performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and a headspace.
Twelve VOCs were found in the biomasses of A. platensis and 34 in the biomasses of Chlorella
sp., with variations being observed in relation to the synthesis and quantity of VOCs in each
cultivataion condition. Among the compounds found, only five were common for both species.
Regarding A. platensis biomasses, hydrocarbons was the class with the greatest representation,
and octadecane, which may present some applications in the food industry, was the predominant
compound, with higher values under 1,000 pmol photons m™ s’ in the stationary growth phase.
On the other hand, in Chlorella sp., a compound that belongs to the ethers class had the highest
values under 200 umol photons m? s in the exponential phase of cultivation, as well as a
variety of nitrogenous compounds. In both microalgae, the presence of a variety of terpenoids
was reported, and Chlorella sp. presented one difference, the presence of safranal. In
conclusion, the results obtained confirm that both the irradiance and growth phase influenced
the VOC:s profile of A. platensis and Chlorella sp, since quantitative and qualitative differences
were observed in the cultivation conditions evaluated.

Keywords: Aquaculture. Irradiance. Microalgae. Volatile organic compounds. Growth phases.
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1 INTRODUCAO

O grupo das algas ¢ composto por organismos diversos, tendo seus primeiros registros
na era Proterozoica, por volta de trés bilhdes de anos atras (LEE, 2008). As microalgas estao
presentes neste grupo e podem ser encontradas em diversos ambientes, incluindo aquaticos e
terrestres, € em uma diversidade de condi¢cdes ambientais (MATA et al., 2010). Sdo em sua
maioria fotoautotroficas obrigatorias, as quais, através da fotossintese, convertem energia
luminosa em energia quimica, que ¢ empregada na assimilacao e reducao de CO; para a sintese
de compostos como carboidratos ¢ de biomassa (BARSANTI et al., 2008).

As microalgas sdo a base de muitas cadeias tréficas aquaticas e estdo envolvidas na
ciclagem de nutrientes e na transferéncia de energia nestes ecossistemas, realizando grande
parte da fotossintese global e contribuindo para maior parte da produtividade primaria total.
(MURDOCK; WETZEL, 2009). Esses micro-organismos sintetizam uma ampla gama de
bioprodutos, incluindo carboidratos, lipidios, proteinas, compostos volateis e vitaminas, muitos
destes com propriedades bioativas (antioxidantes, por exemplo) (BRENNAN; OWENDE,
2010). Por conta disto, as microalgas t€ém sido empregadas em diversas aplicagdes
biotecnoldgicas como: nutrigdo humana; producdo de compostos bioativos e na nutri¢ao
animal, como ocorre amplamente na aquicultura onde as microalgas desempenham papéis
imprescindiveis na criagdo de moluscos e em fases larvais de crustaceos e peixes (BROWN et
al., 1997; KIRK; BEHRENS, 1999; MULLER-FEUGA, 2000; GROBBELAAR, 2004;
DERNER et al., 2006; GARRIDO-CARDENAS et al., 2018). Ainda, sdo usadas como
bioindicadoras de qualidade de 4dgua, no tratamento de efluentes liquidos e gasosos e também
como biofertilizantes (RIZWAN et al., 2018).

Arthrospira platensis (Figura 1), previamente conhecida como Spirulina platensis ou
simplesmente Spirulina, ¢ uma microalga procaridtica, filamentosa, e que tem sido
extensivamente estudada em diferentes areas como na medicina e na industria alimenticia
(BEHESHTIPOUR et al., 2012). Essa espécie demonstra alto potencial biotecnolégico, uma
vez que sua biomassa pode conter alto teor de proteinas, minerais e vitaminas (SWITZER,
1980), além de pigmentos como a ficocianina, aloficocianina e menores quantidades de
ficoeritrina (WALTER et al., 2011; AJAYAN et al., 2012). Em 1981, a comercializagao de
Spirulina como alimento ou suplemento alimentar foi aprovada pela FDA (Food Drug
Administration), o que garantiu ainda mais visibilidade para essa microalga (COSTA;

MORALIS, 2013).
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Figura 1 - Microfotografia da célula de Arthrospira

platensis. Barra: 20 pm.
- R . -

3 Y T S T U

Fonte - Elaborada pela autora (2020).

Outras microalgas com grande aplica¢do biotecnologica sdo as diversas espécies do
género Chlorella (Figura 2), que sdo cloroficeas, unicelulares e podem acumular em sua
biomassa grandes quantidades de vitaminas, minerais e proteinas (VIJAYAVEL et al., 2007).
Microalgas desse género produzem uma variedade de pigmentos, que estdo relacionados com
a capacidade antioxidante desses organismos, sendo principais os carotenoides e clorofilas -
particularmente luteina e clorofilas a e b (CHA et al., 2010). Além disso, sob condi¢des de
estresse (p. ex., luz), apresentam a capacidade de sintetizar grandes quantidades de lipidios
neutros, revelando um potencial para o uso como matéria-prima para a producao de biodiesel

(LIU; HU, 2013).



13

Figura 2 - Micrografia das células de Chlorella sp. Barra: 10 pm.

&

Fonte - Elaborada pela autora (2020).

1.1 COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (COVs)

Dentre os compostos produzidos pelas microalgas estdo os compostos organicos
volateis (COVs), metabolitos secundérios que apresentam baixa a moderada hidrofilia e baixo
peso molecular. Esses compostos apresentam alta pressdo de vapor em temperatura ambiente
e, devido aos seus baixos pontos de ebulicdo, podem facilmente se transformar da fase liquida
para a fase gasosa ou da fase solida para a fase gasosa (sublimac¢do) (ACHYUTHAN et al.,
2017). Devido a suas caracteristicas, os COVs podem ser dissolvidos em agua e também
dissipados na fase gasosa na interface ar-dgua (FINK, 2007). Diversas classes de COVs sao
produzidas por microalgas, dentre estas: terpenos, compostos sulfurados, hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, acidos carboxilicos, acidos graxos, cetonas e ésteres (WATSON, 2003;
SANTOS et al., 2016).

A ocorréncia de compostos organicos volateis em microalgas ¢ consequéncia do seu
metabolismo, e diversas vias de biossintese estdo envolvidas na formag¢ao desses, podendo ser
formados pela acdo de enzimas ou por reagoes de degradagdo (Figura 3) (PINHEIRO et al.,
2019). Independentemente do modo nutricional, os COVs sdo formados a partir do piruvato,

podendo seguir a via de sintese dos terpenoides, bem como a dos 2-cetoacidos (SANTOS et al.,
2016a).
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Figura 3 - Esquema das possiveis rotas bioquimicas de formagao dos COVs.

v
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A composi¢cdo quimica das microalgas, e, consequentemente, a sintese dos COVs,
pode ser afetada por diversos fatores como luz, temperatura, fase de crescimento, espécie e
concentracdo de nutrientes (CHRISMADHA; BOROWITZKA, 1994; NELSON; COX, 2004;
BONSANG et al., 2010; SHAW; GANTT; MESKHIDZE, 2010; HU, 2013; ZUO et al., 2012a,
b; XU et al., 2017; YE et al., 2018). Esses fatores, quando fogem as condi¢gdes 6timas para
crescimento das microalgas, podem atuar gerando estresse aos organismos. Isso, por sua vez,
pode acarretar em alteragdes no padrao metabodlico e no desenvolvimento de estratégias, como
a producdo de metabdlitos secundarios (p. ex., os COVs), na tentativa de manter as taxas de
crescimento e sobrevivéncia (HU, 2004; MARKOU; NERANTZIS, 2013). Nos cultivos, essa

caracteristica de adaptabilidade das microalgas permite que as condi¢des impostas (p. ex.
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estresse luminoso) possam ser utilizadas como ferramentas para produ¢do de metabolitos de
interesse (PALIWAL et al., 2017).

Alguns estudos ja reportaram a influéncia da luz (SHAW et al., 2003; BONSANG et
al., 2015; MESKHIDZE et al., 2015) e da fase de crescimento (MILNE et al., 1995) na
producdo de COVs por microalgas. As cianobactérias, as diatomaceas e as algas verdes podem
liberar terpenos (isopreno) de acordo com as condi¢des de luz (SHAW et al., 2003; WATSON,
2003; FINK, 2007; SMITH; BOYER; ZIMBA, 2008) ¢ esse ¢ também o fator primario para a
producao de geosmina e 2-metilisoborneol (2-MIB) (SAADOUN et al., 2001; ZHANG et al.,
2009; LI et al., 2012b;). Isoprenos pertencem a classe dos terpenoides, sdo sintetizados por
meio da via metileritritol-4-fosfato (MEP) (ROHMER et al., 1993) e sua emissdo pode ser
atenuada pela luz. Isso, pois a disponibilidade de cofatores energéticos e intermediarios de
carbono aumenta a disponibilidade de dimetilalil pirofosfato (DM APP), precursor imediato do
isopreno e de monoterpenos no MEP (RASULOV et al., 2009; NIINEMETS; SUN, 2015).

Similarmente, os COVs derivados de carotenoides e de acidos graxos sdo produtos de
degradacdo de componentes da membrana, logo, a exposicdo de microalgas a elevadas
irradiancias pode levar ao aumento da producdo desses compostos (WALSH; JONES;
DUNSTAN, 1998). Groene (1995) relatou que as limitagcdes nutricionais, a fase de crescimento
e a exposicao a luz influenciam fortemente o conteudo de dimetil-sulfonico-propionato (DMSP)
em microalgas. Ainda, em um estudo realizado por Mincer e Alcher (2016), a producdo de
metanol por dinoflagelados e cianobactérias foi méxima durante o inicio da fase estaciondria
de crescimento. Por outro lado, Scarrat e Moore (1999) observaram que os niveis de
cloroféormio foram maximos durante a fase exponencial de crescimento de Porphyridium
purpureum. Alguns estudos ja relataram também que as microalgas Microcystis flos-aquae €
M. aeruginosa (tipicas formadoras de floragdes de algas nocivas) cultivadas em meios de
cultura com diferentes formas e quantidades de fosforo e nitrogénio, liberaram diferentes teores
e classes de COVs (XU et al., 2017; YE, 2018; ZUO et al., 2018a; ZUO, 2018b;).

No atual cenario global em que maiores indices de polui¢do sdo observados, a
eutrofizacdo de corpos aquaticos tem se tornado um fenomeno recorrente. Como consequéncia,
um aumento de problemas relacionados ao odor da 4gua devido a floragdo de diversos micro-
organismos tem sido observado. O 2-MIB e a geosmina, ja citados anteriormente e produzidos
por diversas espécies de microalgas, sdo os compostos causadores de odor de terra e lama mais
conhecidos (PAERL, 1988; HAYES; BURCH, 1989; YOO, 1995; STEFFENSEN, 2008;
BLAHA et al., 2009). Esses compostos podem afetar a qualidade do abastecimento de agua

para populacdo, a pesca e também a aquicultura, como no caso de off flavor na carne de animais
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aquaticos (WATSON, 2004; MILOVANOVIC et al., 2015). Logo, a compreensao da influéncia
de fatores ambientais na produg¢do de COVs pode contribuir com monitoramento de corpos
d’agua, auxiliando na institui¢do de medidas corretivas, bem como na reducao de eventuais
prejuizos (ACHYUTHAN et al., 2017; REESE, 2019).

Em microalgas, os COVs podem ser produzidos como mecanismo de detoxificacao,
como por exemplo na conversdao do selénio (Se) em Se-COV, que pode apresentar efeito
benéfico no crescimento e desenvolvimento desses organismos (produgdo de selenoproteinas)
(OBATA et al., 2004). Além disso, esses compostos podem desempenhar papel de protecao
contra a herbivoria, uma vez que as microalgas sdo os principais produtores primarios nos
ecossistemas aquaticos, servindo como alimento de herbivoros (por exemplo, aos moluscos
filtradores e aos crustaceos omnivoros) (JUTNNER, 2001; JUTTNER, 2005; FINK, 2007).

Muitos dos COVs sintetizados por microalgas possuem intensas propriedades
olfativas, motivo pelo qual apresentam potencial aplicacdo comercial para as industrias de
bebidas, alimentos e perfumes, ja que contribuem tanto para o sabor, quanto para o aroma
(ROWAN, 2011). Vale ressaltar que a preferéncia por compostos derivados de fontes naturais
j& permitiu a descoberta de uma variedade de odores produzidos por microrganismos como as
microalgas, o que continuamente leva a exploracdo dessa linha de pesquisa (BERGER, 2009).
Em ostras, por exemplo, Pennarun (2003) relatou que a dieta microalgal modificou o perfil de
acidos graxos e aldeidos do organismo (dos quais grande parte dos COVs derivam), logo, a
incorporacdo de biomassa de microalgas nos cultivos tem a capacidade de influenciar também
as propriedades odoriferas e sapidas. Diversos compostos volateis pertencentes a classe dos
terpenoides, como a f-ionona e o B-ciclocitral, sdo utilizados como aromatizantes, e ja foram
encontrados no perfil de compostos volateis de Arthrospira platensis (MILOVANOVIC et al.,
2015) e de Chlorella sp. (ABDEL-BAKY et al., 2002; VAN DURME et al., 2013). Além disso,
esses compostos despertam interesse também na industria farmacéutica, uma vez que estudos
reportam a existéncia de compostos volateis com atividades antioxidante, anticancer e
antimicrobiana (MBATI et al., 1994; OZDEMIR et al., 2004; MISHRA; SHREE, 2007;
GENOVESE et al., 2009; BRUNO et al., 2015).

Em plantas superiores, a emissdo de COVs pode atuar inibindo o crescimento de outras
espécies competitivas, como por exemplo ervas daninhas (ARIMURA et al., 2010; PUIG et al.,
2018). Similarmente, compostos como geosmina, 2-MIB, B-ionona, B-ciclocitral, alguns
alcoois, acidos graxos e aldeidos de cadeia linear ja foram apontados por apresentarem
propriedades inibitorias do crescimento de outros organismos, o que refor¢a a ideia de que

possam agir como compostos alelopaticos na comunidade fitoplantonica (IKAWA; SASNER;
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HANEY:; 2001). O fenomeno alelopatia, por sua vez, € descrito como o efeito direto ou indireto
(na maioria das vezes negativo) de uma espécie sobre outra através da producao e liberacao de
compostos quimicos no ambiente (RICE, 1984; LAMPERT; SOMMER, 1987). Weir et al.
(2004), Baldwin et al. (2006), Kessler et al. (2006) demonstraram que COVs produzidos em
condi¢des de estresse atuam na transferéncia de mensagens para outras células com objetivo de
defesa e garantia de seu proprio crescimento. Adicionalmente, determinados COVs sintetizados
por C. vulgaris ja foram descritos por apresentarem efeitos inibitorios na atividade da a-amilase
e no crescimento de graos de cevada (ABDEL-BAKY et al., 2002), o que indica que esses
compostos produzidos por microalgas também podem ter efeitos alelopaticos nas plantas
superiores.

Ademais, considerando que projecdes estimam que a producdo de alimento terd que
aumentar ao longo dos proximos anos (FAO, 2017) e que constantemente a indudstria de
fertilizantes enfrenta um esgotamento de recursos e problemas relacionados a seguranca
alimentar e polui¢do ambiental (PENUELAS et al., 2013; CONLEY et al., 2009), o uso de
fontes naturais (p. ex., microalgas) surge como uma interessante alternativa no manejo do
estresse, das pragas e no aumento da produtividade na agricultura.

Sendo assim, considerando que Arthrospira platensis € Chlorella sp. sdo as microalgas
mais cultivadas no mundo, demonstram alto potencial biotecnolégico e, além disso, j4 possuem
um setor produtivo e mercado bem estabelecidos, explorar novos bioprodutos a partir das
mesmas pode propiciar novos mercados e interesses (Switzer, 1980; Vijayavel et al. 2007; Cha
et al. 2010; Walter et al. 2011; Ajayan et al. 2012). Desse modo, e tendo em vista as possiveis
aplicagdes biotecnologicas dos compostos organicos volateis, esse trabalho teve como objetivo
o conhecimento dos efeitos de diferentes irradiancias e de fases da curva de crescimento na

sintese de COVs em culturas das microalgas 4. platensis e Chlorella sp.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral
Determinar a influéncia de diferentes irradiancias e de fases da curva de crescimento

no perfil de compostos organicos volateis presentes nas biomassas obtidas de culturas de

Arthrospira platensis e Chlorella sp.
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1.2.2 Objetivos Especificos

Determinar o efeito de diferentes irradidncias no perfil de COVs presentes nas

biomassas de Arthrospira platensis e de Chlorella sp.;

Determinar o efeito da fase da curva de crescimento no perfil de COVs presentes nas

biomassas de Arthrospira platensis e de Chlorella sp.;
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2.1 INTRODUCAO

Os compostos organicos volateis (COVs) produzidos por microalgas sdo metabolitos
secundarios pertencentes as mais diversas classes como: terpenos, compostos sulfurados,
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, acidos carboxilicos, cetonas e ésteres (Watson, 2003; Santos
et al. 2016). Esses compostos apresentam baixa a moderada hidrofilia, baixo peso molecular,
podem ser dissolvidos em agua e dissipados na fase gasosa na interface ar-agua (Fink 2007).
Além disso, apresentam alta pressao de vapor em temperatura ambiente e, devido ao seu baixo
ponto de ebuli¢do, podem facilmente se transformar da fase liquida para a fase gasosa ou da
fase solida para a fase gasosa (Achyuthan et al. 2017).

A ocorréncia de COVs em microalgas ¢ consequéncia do seu metabolismo, e diversas
vias de biossintese estdo envolvidas na formacdo desses, podendo ser formados, por exemplo,
por acao de enzimas ou por reacdes de degradacao (Pinheiro et al. 2019). Independentemente
do metabolismo nutricional, os COVs sao formados a partir do piruvato, podendo seguir a via

de sintese de terpenoides, bem como dos 2-cetoacidos (Santos et al. 2016a).
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A composi¢do quimica das microalgas, e, consequentemente, a sintese dos COVs,
podem ser afetadas por diversos fatores como luz, temperatura, fase de crescimento, espécie e
concentracdo de nutrientes (Chrismadha e Borowitzka, 1994; Nelson e Cox, 2004; Bonsang et
al. 2010; Shaw et al. 2010; Hu, 2013; Zuo et al. 2012a, b; Xu et al. 2017; Ye et al. 2018). Logo,
a imposicao de diferentes condi¢des de cultivo, que muitas vezes geram estresse ao organismo,
podem levar a producdo de metabdlitos secundarios (p. ex. os COVs) como estratégia de
sobrevivéncia e tentativa de preservar as taxas de crescimento (Hu, 2004; Markou e Nerantzis,
2013). Essa caracteristica de adaptabilidade das microalgas permite que as condigdes impostas
possam ser utilizadas como ferramentas para producido de metabolitos de interesse (Paliwal et
al. 2017).

Muitos dos COVs sintetizados por microalgas possuem intensas propriedades
olfativas, motivo pelo qual sdo explorados comercialmente para industrias de bebidas,
alimentos e perfumes, ja que contribuem tanto para o sabor, quanto para o aroma (Rowan,
2011). Em ostras, por exemplo, Pennarun (2003) relatou que a dieta microalgal modificou o
perfil de 4cidos graxos e aldeidos do organismo (dos quais grande parte dos COVs derivam),
logo, a incorporagdo de biomassa de microalgas nos cultivos tem a capacidade de influenciar
também as propriedades odoriferas e sapidas. E interessante ressaltar que, a preferéncia por
compostos derivados de fontes naturais ja rendeu a descoberta de uma variedade de odores
produzidos por microrganismos como as microalgas, e continuamente for¢a a exploragao dessa
linha de pesquisa (Berger, 2009). Adicionalmente, esses compostos despertam também,
interesse na industria farmacéutica, uma vez que estudos ja reportaram COVs com atividades
antioxidante, anticancer e antimicrobiana (Mbati et al. 1994; Ozdemir et al. 2004; Mishra e
Shree, 2007; Genovese et al. 2009; Bruno et al. 2015).

Uma vez que as microalgas sdo os principais produtores primarios nos ecossistemas
aquaticos, servindo como alimento para herbivoros (moluscos filtradores e crustaceos
omnivoros, por exemplo), a sintese dos COVs pode ser atribuido o papel de protecao contra a
herbivoria (Jitnner, 2001; Jiittner, 2005; Fink, 2007). Esses compostos também podem
apresentar propriedades inibitdrias de outros organismos, o que reforca a ideia de que possam
agir como compostos alelopaticos na comunidade fitoplantonica (Ikawa et al. 2001).

Similarmente, dado que estudos ja relataram indicios de atividade alelopatica de COVs
produzidos por microalgas em plantas superiores (Abdel-Baky et al. 2002), e que
constantemente a industria de fertilizantes enfrenta um esgotamento de recursos e problemas

relacionados a seguranga alimentar e poluicdo ambiental (Pefuelas et al. 2013; Conley et al.
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2009), o uso de fontes naturais (p. ex., microalgas) surge como uma potencial alternativa no
manejo do estresse, das pragas e no aumento da produtividade na agricultura.

Sendo assim, considerando que Arthrospira platensis € Chlorella sp. sao as microalgas
mais cultivadas no mundo, demonstram alto potencial biotecnologico e, além disso, ja possuem
um setor produtivo e mercado bem estabelecidos, explorar novos bioprodutos a partir das
mesmas pode propiciar novos mercados e interesses (Switzer, 1980; Vijayavel et al. 2007; Cha
et al. 2010; Walter et al. 2011; Ajayan et al. 2012). Desse modo, e tendo em vista as possiveis
aplicagdes biotecnologicas dos compostos organicos volateis, esse trabalho teve como objetivo
o conhecimento dos efeitos de diferentes irradiancias e de fases da curva de crescimento na

sintese de COVs em culturas das microalgas A. platensis e Chlorella sp.
2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material bioldgico e condi¢cdes experimentais

Para esse estudo foram desenvolvidas culturas experimentais de Arthrospira platensis
(cepa ATCC 29408) e de Chlorella sp. (cepa isolada de uma lagoa de tratamento de efluentes,
Florianopolis, Santa Catarina, Brasil) ambas disponiveis no Laboratério de Cultivo de Algas
(LCA) da Universidade Federal de Santa Catarina.

As culturas experimentais foram desenvolvidas em frascos tipo Schott de borossilicato
de 2 L contendo meio LCA-AD (Oliveira et al. 2020), sendo que ao meio de cultura de A.
platensis foram adicionados bicarbonato de sodio (10 g L) e carbonato de sédio (5 g L!). As
culturas foram mantidas em temperatura de 24 °C, com agitagdo constante através do
borbulhamento de ar atmosférico enriquecido com 0,2% de CO; (v/v) e em fotoperiodo

continuo (24:0).

2.2.2 Determinacio da biomassa

A biomassa (peso seco) foi estimada indiretamente com o auxilio de um Turbidimetro
(HI 93703, Hanna, 890 nm) pela aplicagdo das equagdes 1 e 2, respectivamente, para as

microalgas A. platensis (R* = 0,9905) e Chlorella sp. (R*=0,9916):

Biomassa (g L™') = ABS890 * 0,0019 + 0,0196 (1)
Biomassa (g L™') = ABS890 * 0,0008 + 0,0795 )
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2.2.3 Delineamento experimental

Duas variaveis independentes foram utilizadas para determinar o efeito das condi¢des
de cultivo na sintese de COVs por A. platensis e Chlorella sp.: (1) irradiancia e (2) fase da curva
de crescimento (Figura 4). Em relagdo a irradiancia, os valores aplicados de 200 ¢ 1.000 pmol

2 57!, foram previamente determinados por conta dos resultados das Curvas de

fotons m’
Fotossintese versus Irradiancia (PxI) realizadas para ambas as espécies, sendo que os valores
indicaram uma irradiancia na qual a producao de oxigénio dissolvido ndo estivesse saturada e
uma quando ja se encontrava em saturagdo. Para a curva PxI foi empregado um painel de LED
(75 W) e as irradiancias foram determinadas com auxilio de um Quantdmetro (LI-250A, LI-
COR). Em relagdo a fase da curva de crescimento, com os dados de curvas de crescimento

realizadas previamente, as biomassas foram coletadas quando as culturas se encontravam nas

fases exponencial e estacionaria.

Figura 4 - Delineamento experimental aplicado para ambas as espécies: culturas submetidas a duas irradiancias
(200 € 1.000 umol fotons m? s!) e separadas em duas fases de cultivo (exponencial e estacionaria).

1.000 pumol fétons m? s

| | I /

Fase Exponencial Fase Estacionaria Fase Exponencial Fase Estacionaria

1.000 pmol fétons m? 5! ‘

200 pmol fétons m? st ‘

200 pmol fétons m? 5! ‘

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

2.2.4 Determinacao do teor de pigmentos

Para a determinagdo do teor de pigmentos da biomassa de Arthrospira platensis e de
Chlorella sp., amostras de 15 mL foram coletadas de cada unidade experimental e filtradas em
microfiltros de fibra de vidro com porosidade de 0,45 um e congeladas a -20 °C para posterior
analise. Os pigmentos de Chlorella sp., clorofila a e carotenoides totais, foram extraidos com
acetona 90% e armazenados a 5 °C por 24 h para completa extracdo. A quantifica¢do foi
realizada utilizando um espectrofotometro (Genesys 10 vis, Thermo) nos comprimentos de

onda 480, 647 e 664 nm, de acordo com as seguintes equagdes (Jeffrey e Humphrey 1975):
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Ca = 11,93 X A664- - 1,93 X A647 (3)
Onde: Ca representa a concentragio de clorofila a (mg L), Ases € Aga7 as absorbancias de 664

e 647nm, respectivamente.

Ct = Augo — 0,0012 X C, X 0,0047 X Cp 4)
Onde: Ct representa a concentragdo de carotenoides totais (mg L) e A4so a absorbancia de 480

nm.

Da biomassa de A. platensis, os pigmentos ficocianina (PC), aloficocianina (APC) e
ficoeritrina (PE) foram extraidos de acordo com Bennett ¢ Bogorad (1973), sendo realizada
apenas uma alteracdo em relacdo ao tempo e temperatura de congelamento das células apos
sonicagdo, que foi de 1 h em -80 °C. Todas as concentragdes dos pigmentos foram normalizadas

como mg g de biomassa seca.

2.2.5 Determinacio dos compostos organicos volateis

Para as analises da identificacdo e quantificagdo dos COVs, amostras (2 L) das culturas
de cada condigao de cultivo foram centrifugadas a 2.950 x g, por 10 min no caso de 4. platensis
e a 15.157 x g, por 15 min, no caso de Chlorella sp. A biomassa sedimentada (separada) foi
coletada, congelada e mantida a -80 °C, e posteriormente liofilizada em um liofilizador (70040,
Labconco, EUA).

Para a identificagdo dos compostos organicos volateis foram dispostas aliquotas de
200 mg de biomassa seca em vials para cromatografia de 20 mL. As analises foram realizadas
em um cromatografo a gas (Agilent 7890B) acoplado ao espectrometro de massas triplo
quadrupolo (Agilent 7000D) e também a um headspace. Géas Hélio foi utilizado como gas de
arraste com velocidade constante de 32,405 cm s™!' e a temperatura do injetor foi de 300 °C no
modo splitless. Foi utilizada a coluna HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) e o forno foi
operado inicialmente a uma temperatura de 40 °C por 3 min, com taxa de aquecimento de 5 °C
min! até 230 °C e permanéncia de 2 min nessa temperatura, seguida de um aumento de 10 °C
min! até 300 °C, totalizando 50 min de analise. A temperatura da interface e fonte de fons foi
mantida em 300 °C e o espectrometro de massas foi mantido em modo scan com faixa
massa/carga (m/z) de 20 a 400. O agitador e a seringa do headspace foram mantidos em
temperatura de 140 °C e 145 °C, respectivamente, durante 15 min de extragdo, com o agitador

em rotacdo até 750 rpm.
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O indice de retengdo (IR) para todos os compostos foi determinado de acordo com o
método de Kovats, usando padrdoes de n-alcanos (C6-40) Sigma-Aldrich LRAB9318. A
identificacao dos compostos foi feita pela comparagdo do IR calculado com o sugerido pela

biblioteca de espectro de massas NIST.

2.2.6 Analise estatistica

Para todas as figuras e tabelas os dados foram apresentados como média = desvio
padrdo (n = 3) das trés réplicas independentes. Os dados quantitativos dos COVss foram testados
quanto a homogeneidade de variancias (teste de Levene) e a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk). Como essas premissas foram atendidas, foi aplicado o teste paramétrico t de Student
(GraphPad Prism 7), com 5% de significAncia. As comparagdes multiplas usando esse teste
foram realizadas entre as diferentes irradiancias (200 e 1000 pmol fétons m2 s') e as fases da
curva de crescimento (exponencial e estacionaria). Foram realizadas analises de componentes
principais (PCA) em software R Studio ® para determinar possiveis padrdes na presenca de
COVs em fungdo da irradiancia e da fase de crescimento, usando uma correlacdo para produzir

uma matriz de produtos cruzados.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Biomassa

Nas Figuras 5 e 6 sdo apresentadas as curvas de crescimento em biomassa de A.
platensis e Chlorella sp. submetidas as irradiancias de 200 e 1.000 pmol fotons m? s'. E
possivel observar nestas figuras que as culturas de A. platensis foram iniciadas com biomassa
de 0,9 g L' e de Chlorella sp. 0,6 g L', sendo que para ambas as espécies o emprego da
irradiancia de 1.000 pmol fotons m? s! permitiu que as culturas alcangassem maiores valores
de biomassa. Em 4. platensis, a maior irradiancia resultou em uma biomassa maxima de 4,12
g L' em nove dias de cultivo, enquanto as culturas submetidas a menor irradiancia alcancaram
3,82 g L''em 12 dias de cultivo. Para Chlorella sp., a biomassa maxima alcangada em 1.000
pmol fétons m2 s ocorreu no 16° dia, 6,04 g L', quase duas vezes maior que em irradiancia
de 200 pmol fétonsm™ s, 3,18 g L "' em 15 dias. Conforme as curvas, as culturas de A. platensis
se encontravam em fase exponencial de crescimento no 6° dia, e em fase estaciondria no 9°

(1.000 umol fétons m? s!) e 12° (200 pmol fotons m s7!) dias. Ou seja, é possivel inferir que,



25

provavelmente, a maior irradidncia levou a uma maior atividade fotossintética, resultando em
maior consumo de nutrientes e a um inicio antecipado da fase estaciondaria. Ja em Chlorella sp.
as culturas entraram em fase exponencial no 9° dia e em fase estaciondria no 17° dia, para ambas
as irradiancias.

Figura 5- Curvas de crescimento de Arthrospira platensis cultivada em duas
irradiancias (200 e 1.000 umol fétons m? s™!). Os valores s3o expressos como a
média £ desvio padrio (n=3).
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Figura 6 - Curvas de crescimento de Chlorella sp. cultivada em duas irradiancias
(200 € 1.000 umol fotons m? s!). Os valores sdo expressos como a média +
desvio padrao (n=3).
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De acordo com Wagner et al. (2006), o aumento da irradidncia leva a uma maior

atividade fotossintética e a uma maior concentragdo de biomassa na cultura, uma vez que ha
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maior fixa¢cdo de carbono e maior sintese de moléculas essenciais para o crescimento, fato que
foi observado nesse estudo. No entanto, vale ressaltar que isso ocorre até 0 momento em que a
intensidade da luz se torna limitante. Em cianobactérias, segundo Laczk6 (1985) e Laczko e
Kaiseva (1987), a alta intensidade de luz que resulta em uma alta atividade fotossintética pode
ser atribuida ao alto estado de agregacdo de complexos de pigmento-proteina, resultando em
maior transferéncia de energia para o fotossistema II.

Novriadi e Proano (2018) observaram que culturas de Chlorella vulgaris submetidas

2 5"l apresentaram maior biomassa quando comparadas ao

a irradiancia, de 796 pmol fotons m
outro tratamento, de 129 pmol fétons m™ s™!, durante o mesmo intervalo de tempo. Esse mesmo
comportamento foi encontrado por Metsoviti et al. (2019), que afirmaram que o crescimento
dessa mesma microalga foi estritamente dependente da intensidade da luz, o que corrobora com
os achados desse estudo.

Além disso, cabe ressaltar que diferentes caracteristicas fisioldgicas estdo presentes
nas distintas fases de crescimento (dias de separagdo das amostras). Segundo Lee et al. (2015),
na fase exponencial as células crescem e se dividem em fun¢ao exponencial do tempo, e ¢
também quando a intensidade da luz e os nutrientes nao exercem tanta influéncia no
crescimento das microalgas. Ainda, segundo os mesmos autores, na fase estacionaria, a taxa de
crescimento tende a chegar a zero, uma vez que ha o esgotamento dos nutrientes do meio de

cultura. Nesta fase, os produtos de armazenamento de carbono, como amido e lipidio neutro,

costumam ser acumulados.

2.3.2 Teor de pigmentos

Com o intuito de confirmar que as microalgas se encontravam em condigdes
fisiologicas diferentes ao serem submetidas as duas irradiancias, os teores de pigmentos de
ambas as espécies foram quantificados. Em A. platensis foram verificadas as quantidades de
ficobiliproteinas, ja que os espectros de agdo da fotossintese mostram que a maior parte da
energia luminosa canalizada para o fotossistema II ¢ absorvida pelas ficobiliproteinas, sendo
baixas as contribui¢des dos carotenoides e clorofilas (Haxo e Blinks, 1950; Fork ¢ Amesz, 1969;
Lemasson et al. 1973; Campbell et al. 1998). Na Figura 7 sdo apresentadas as concentragdes de
ficocianina (PC), aloficocianina (APC) e ficoeritrina (PE) nas células de 4. platensis, e na

Figura 8, as concentragdes das clorofilas a, b e de carotenoides totais nas células de Chlorella

sp.
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Figura 7 - Concentragdes de ficocianina (PC), aloficocianina (APC) e
ficoeritrina (mg g') em células de A. platensis cultivadas em 200 e 1.000
pmol fotons m? s7!. Os valores sdo expressos como a média + desvio
padrdo (n=3).
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Figura 8 - Concentragdes de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) e
carotenoides totais (Cf) (mg g') em células de Chlorella sp. cultivadas em
200 e 1000 umol fotons m2 s™!. Os valores sdo expressos como a média +

desvio padrao (n=3).
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357 —- Cb 200 umol fétons m2 s =®* Ch 1.000 umol fétons m? s
=+ Ct 200 pymol fétons m2s'  -x Ct1.000 umol fétons m2s’

Clorofila a, b e carotenoides totais (mg g'1)

Tempo (dias)

Em relacdo aos pigmentos de 4. platensis, maiores concentracdes foram observadas
no 6° dia de cultivo, em 200 pmol fétons m™ s’ para PC, o que estd em concordancia com
Shyam e Sane (1989) e 1.000 pmol fétons m™ s para APC e PE. Apds o sexto dia, um
decréscimo na concentracao de pigmentos foi observado, sendo esse mais acentuado sob 1.000
umol fotons m™ s, o que corrobora com os achados de Akimoto et al (2012), que observaram

menores teores de pigmentos em culturas sujeitas a elevadas irradiancias.
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Hattori e Fujita (1959), Bennett e Bogorad (1973) e Tandeau de Marsac (1991)
relataram que os tamanhos e composicao dos ficobilissomos das cianobactérias podem ser
alterados conforme as condigdes de crescimento. Nesse sentido, Shyam e Sane (1989) também
mencionaram que, para evitar a reducdo da atividade fotossintética e do conteudo de pigmentos
com o objetivo de mitigar o risco de dano foto oxidativo, os valores de ficocianina e outros
pigmentos podem mudar sob diferentes condi¢des de luz. No presente estudo, o total de
ficobiliproteinas (soma dos pigmentos previamente citados) foi maior sob 200 pmol fotons m”
2 5. Resultados semelhantes foram encontrados por Rizzo et al. (2015) em um experimento
que avaliou a producao de ficobiliproteinas em diferentes intensidades e qualidades de luz, e
foram de acordo com Mur e Elema, (1983) e Grossman et al. (1993) que afirmam que ha maior
producdo desses pigmentos por cianobactérias em menores intensidades de luz. Além disso, as
baixas irradidncias ampliam a faixa geral de absor¢do de luz de maneira que o equilibrio da
distribuicdo de energia luminosa entre os dois fotossistemas seja mantido, otimizando a
utilizagdo de energia luminosa (Wyman e Fay, 1986).

J& nas culturas da microalga Chlorella sp., maiores teores de clorofilas a, b e
carotenoides totais foram encontrados quando essa espécie foi submetida a menor irradiancia
(200 umol fotons m? s™). Isso pode estar relacionado com a necessidade de expansio do aparato
fotossintético para a otimizacao da captacgao de luz, ou seja, a dependéncia da quantidade de luz
na concentracao de pigmentos estd relacionada com a funcdo da célula de aprimorar a captura
de luz sob regimes de pouca ilumina¢do. De modo contrério, em situagcdes em que haja excesso
de luz, ocorre a necessidade de dissipagdo energia (Nikolaou et al. 2016). Resultados
semelhantes em relacao a concentragdo de clorofila @ foram encontrados por Seyfabadi et al.
(2011) em um estudo que avaliou os efeitos de quatro diferentes irradidncias na concentracao
de pigmentos e no crescimento de Chlorella vulgaris, e que relatou que na menor irradidncia
analisada, houve a maior concentragdo de pigmentos.

Ademais, tendéncias similares na variagdo dos pigmentos foram observadas para
ambas as irradiancias - foi possivel verificar uma redugdo gradual nos teores a partir do 6° dia
de cultivo. Ainda, vale ressaltar que a diminui¢do mais acentuada da concentragao de pigmentos
nas microalgas submetidas a irradidncia de 1000 umol fotons m s a partir desse dia pode estar
relacionada ao estresse causado pelo excesso de energia luminosa absorvida, que pode acelerar
a foto inibicao (Takahashi e Badger, 2011).

Tendo em vista os resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que as duas microalgas se
encontravam em estados fisiologicos diferentes em cada irradiancia utilizada durante o

experimento, o que comprova a eficacia das intensidades de luz empregadas.
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2.3.3 Compostos organicos volateis

Nas Tabelas 1 e 2 s3o apresentados o perfil de COVs e os respectivos odores
verificados nas biomassas de 4. platensis e Chlorella sp. Ao total, foram encontrados 12 COVs
nas biomassas de A. platensis e 34 nas biomassas de Chlorella sp. e, destes, somente cinco
compostos: B-ciclocitral, B-ionona, 4-hidroxi-4-metil-ciclohexanona, dihidroactinidiolide e
acetato de ciclooctanol, foram reportados em comum para as duas microalgas.

Em relagdo a A. platensis, os compostos encontrados em grande parte das condigdes
de cultivo foram os mesmos, com excec¢do do acido butanoico, que foi detectado apenas na fase
exponencial sob maior irradiancia, e do hexanal, que ndo foi observado nessa condigdo. Por
outro lado, nas biomassas de Chlorella sp., maiores diferengas foram observadas. O composto
1,5-dimetil-1,5-ciclooctadieno foi observado apenas na fase estaciondria, j& o acetato de
isofitol, apenas em fase exponencial. Um constituinte das diazinas, o 5-cloro-4,6-difenil-

-1

pirimidinona foi relatado apenas na irradiancia de 200 pmol fétons m2 s, enquanto que o

2 o1

acido octadecanoico butil éster somente em 1.000 pmol fotons m™ s™.

Os odores que compuseram as biomassas de 4. platensis foram alcanos para os
hidrocarbonetos; grama, sebo e gordura para aldeidos; e menta, algas, violeta, flor e framboesa
para os terpenoides. Na condi¢ao em que houve a produgdo do acido carboxilico, odor rangoso
e doce foi o correspondente ao composto. Para Chlorella sp., os odores presentes na biomassa
foram de alcanos para hidrocarbonetos; améndoa, acticar queimado e doce para aldeidos; feijao
verde e manteiga para os furanos; ervas, doce, menta, algas, violetas, flores e framboesa para
os terpenoides; cacau, castanha assada e carne assada para diazinas; e azedo para acidos
organicos.

A classe com maior representatividade no perfil de COVs de 4. platensis foi a dos
hidrocarbonetos. O composto octadecano apresentou os maiores valores e diferenca estatistica

significativa (p<0,05) entre fases sob irradidncia de 1000 pmol fétons m™ s’!

, com maior
porcentagem na fase estaciondria de crescimento. O segundo maior constituinte do perfil dessa
microalga, o pentadecano, apresentou valores significativamente maiores (p<0,05) em fase
exponencial de crescimento, também sob a maior irradiancia. O composto dihidroactinidiolide
apresentou diferencas significativas (p<0,05) entre todas as condi¢des de cultivo, € o maior

valor foi observado na fase exponencial sob 200 pmol fétons m? s,
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Tabela 1 - Perfil de compostos orgénicos volateis (% total de COVs) presentes nas biomassas de 4. platensis.

Exponencial Estacionaria
cowrostos  Jomel,  L00mel L, el Do
HIDROCARBONETOS
Pentadecano 11,8 +2,71 15,53 £2,44%* 9,07+ 1,42 8,27+0,67 alcano
Octadecano 56,97 + 8,37 57,27 £ 2,65 65,50 £ 6,21 70,64 £ 1,15%* alcano
7-metil-Pentadecano 2,30+0,78 1,07 £ 0,06 1,23 +£0,11 1,80 £ 0,84 alcano
8-Heptadeceno 1,77 £ 0,40 2,40 + 0,06 3,40+ 1,65 2,62+ 1,56 alceno
ESTER

Acetato de ciclooctanol  3,37+0,58a 2,00+£0,56b 2,17+0,44 1,91 +0,71

ALDEIDOS

Hexanal 1,95+ 0,45 nd 1,02+ 0,07 0,91 +£0,22 grama, gordura

2-Isopropilideno-5-
metilhex-4-enal

CETONAS

4-hidroxi-4-metil-
Ciclohexanona

2,57+0,95 1,80+£0,17** 1,46+0,18 A 0,63+0,15B

4,63+ 1,19 3,10+ 0,26** 2,39+1,11 2,16 0,37

ACIDO
CARBOXILICO

Acido butandico nd 9,60 £+ 1,50 nd nd ran¢oso, doce

TERPENOIDES

B-Ciclocitral 1,57 £0,55 1,27 +0,12 1,03 £0,45 1,05+0,19 menta

algas, violeta,

B-Ionona 8,07+ 1,56 6,17 £0,29 4,45+224 6,24 £ 0,29
flor, framboesa

BENZOFURANO

Dihidroactinidiolide 4,20+0,72a* 247+035b 2,22+0,57B 3,78+0,38 A**

Dados representam a média + desvio padrao de trés réplicas independentes para cada condi¢@o. a de acordo com
Acree e Arn (2004). nd nao detectado. Letras mintsculas: diferenca significativa (p <0,05) entre 200 pmol
fotons m?2 st e 1000 pmol fotons m? s na fase exponencial de crescimento. Letras maiusculas: diferenga

significativa (p <0,05) entre 200 pmol fotons m2 st e 1000 umol fotons m s™ na fase estaciondria de
crescimento. * diferenga significativa (p<0,05) entre fase exponencial e estacionaria de crescimento (200 umol
fotons m2 s7). ** diferenga significativa (p<0,05) entre fase exponencial e estacionaria de crescimento (1000
umol fotons m? s1).
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Tabela 2 - Perfil de compostos orgénicos volateis (% total de COVs) presentes em Chlorella sp.

Exponencial Estacionaria
COMPOSTOS 200 pmol 1.000 pmol 200 pmol 1.000 umol  Descrigdo
fotonsm?2s!  fotonsm?s! fotonsm?s! fotonsm?s! de odores?
HIDROCARBONETOS
2,3-dimetil-Nonadecano 0,82+0,21a 0,34+0,02 b** 0,20+ 0,06 0,24 £ 0,05 alcano
2,6,10,14-tetrametil- 428001 %  486+1,16 241+063 346039  alcano
Hexadecano
Hexadecano 0,97 + 0,06 0,53 +£0,30 0,66 + 0,24 0,54 +0,17 alcano
1,5-dimetil-1,5-Ciclooctadieno nd nd 0,67 + 0,24 1,30 £ 0,41 alcano
ALDEIDOS
améndoa,
Benzaldeido 3,65+0,19 * 3,15+0,96 1,52+ 0,30 B 2,56+0,06 A agucar
queimado
4-etil-Benzaldeido 0,81 +0,34 0,73 £ 0,34 0,32+ 0,04 0,38 +£0,20 doce
cis-9-Hexadecenal 0,76 + 0,23 0,50 £ 0,05 0,44+ 0,18 0,29+0,14
ALCOOIS
1-Octen-3-ol 0,72 £ 0,04 * 0,98 + 0,34 0,29+0,16 0,27 +0,16
Pentadecanol 0,75+0,05b 1,76+0,12 a** 0,41+0,11 0,27 +0,10
E-2-Octadecadecen-1-ol nd 3,86 +0,63 4,97 £0,54 nd
Z,E-2,13-Octadecadien-1-ol nd nd nd 7,61 £0,21
FURANO
feijdo
2-pentil-Furano 1,37+0,29 * 1,90 + 0,65 1,06 £ 0,29 1,30+ 0,41 verde,
manteiga
CETONAS
4-hidroxi-4-metil- 2,100,042 0,84+0,07b 137+038 1,30+0,05 **
Ciclohexanona
Isoforona 2,51+0,89 2,45+0,14 2,63 +0,26 2,43+0,19
1-(14-dimetil-3-ciclohexen-I-y )y, 15 p* 181+020a%* 0870154 052+0,11 B
il)-Etanona
1-(4-methilfenil)-Etanona 0,78+0,14* 0,63+0,19** 0,33 +0,07 0,32 +0,14
TERPENOIDES
Safranal 0,96 + 0,35 1,47+0,36 ** 0,66+ 0,29 0,92 +0,21 ervas, doce
B-ciclocitral 1,10 +£ 0,35 0,55+ 0,01 0,32+0,12 0,25+0,13 menta
algas,
B-Ionona 4,63+£037a 299+090b 3,49+0,88A 1,84+025B Vlgl)‘;ta’
framboesa
, ESTERES
Acido octa(lesf:rnmco, Butil nd 1,87 % 0,40 nd 230+ 0,28
Acetato de ciclooctanol 2,22+0,65a 0,62+£0,08b 1,12+0,12 0,70 £ 0,31
Acetato de isofitol 1,86+048b 552+1,75a nd nd
NAFTALENO
1.2-dihidro-1,5,8-trimetil- 31, 03, 190+0,10a% 0342006 0,28+ 0,09
Naftaleno
BENZOFURANO
Dihidroactinidiolide 1,78 +0,37 1,00+ 048 132+0,08A 0,72+0,05B
PIRIDINA
Piridoxina 3,54+ 1,09 1,85+0,14 483+0,87A 1,73+026B
DIAZINAS
5-cloro-4,6-difenil-Pirimidinona 2,57 + 0,45 nd 4,71 +0,16 * nd
cacau,
castanha
2,5-dimetil-Pirazina 8,12+0,22* 643+142%* 1,03+0,10B 2,02+0,07 A assada,
carne

assada
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Tabela 3 - Perfil de compostos organicos volateis (% total de COVs) presentes em Chlorella sp.

(continua)
ETER
octadecil vinil Eter 10,05 + 1,92 nd 20,10+ 4,44 * 21,46+ 0,93
BENZENOIDES
3-octilundecil- Benzeno 0,28 +0,02 b 1,78+ 0,06 a 1,54+0,35B* 2,84 £0,02 A**
2,5-bis-1,1-dimetiletil- Fenol 3,22+0,88 a 1,18+ 0,68 b 392+0,64A 1,69+0,19B
ACIDO ORGANICO
Acido-2-Butenodidico 7,06+0,86a 0,52+0,12b 19,11 +3,05A 1,24+ 0,15 B**
Acido latico nd 3,53+ 0,90 nd nd
Acido acético 1,35 +0,48 1,39 + 0,33 3,60+0,63 * 2,43 + 0,53 azedo
SILOXANO

1,3,5,7,9-Pentaetil-1,9-
dibutoxipentasiloxano
Dados representam a média + desvio padrao de trés réplicas independentes para cada condi¢@o. a de acordo com
Acree e Arn (2004). nd ndo detectado. Letras minusculas: diferenca significativa (p <0,05) entre 200 umol
fotons m™ s e 1000 umol fotons m s na fase exponencial de crescimento. Letras maitsculas: diferenga
significativa (p <0,05) entre 200 pmol fotons m2 s e 1000 umol f6tons m™ s™ na fase estaciondria de
crescimento. * diferenca significativa (p<<0,05) entre fase exponencial e estaciondria de crescimento (200 pmol
fotons m? s71). ** diferenca significativa (p<0,05) entre fase exponencial e estaciondria de crescimento (1000
umol fotons m2 s1).

0,53+ 0,27 0,70+ 0,03 1,06 +0,21 *  1,09+0,22

Nas biomassas de Chlorella sp., os maiores valores encontrados foram de octadecil
vinil éter, um constituinte da classe dos éteres, sendo que uma porcentagem significativamente
maior (p<0,05) foi observada na fase estaciondria sob irradiancia de 200 pmol fotons m?s™!. O
acido-2-butenodidico também contribuiu com grande parte da composi¢cdo de volateis da
biomassa, com diferengas significativas (p<0,05) tanto para luz, quanto para fase de
crescimento, sendo os maiores teores encontrados na fase estacionaria de crescimento sob a
irradiancia de 200 umol fotons m™s™. Vale ressaltar que na biomassa de Chlorella também foi
constatada uma variedade de compostos nitrogenados, como a piridoxina, a 2,5-dimetil-pirazina
e a 5-cloro-4,6-difenil-pirimidinona. As pirazinas (p. ex., 2,5-dimetil-pirazina) sdo importantes
contribuintes para o sabor de varios alimentos assados e torrados. Além disso, sdo constituintes
comuns dos alimentos e, acredita-se que surgem principalmente de uma condensacdo induzida
pelo calor entre aminoacidos e agucares (Adams et al. 2002).

Os terpenoides B-ciclocitral e B-ionona, caracterizados por baixos limiares de odor
(assim como aldeidos), foram encontrados tanto na biomassa de A. platensis, quanto em
Chlorella sp., sendo que essa ainda apresentou em sua composi¢do outro norisoprenoide, o
safranal. Em Chlorella sp., diferencas significativas (p<0,05) de safranal foram observadas
entre as fases, com maiores teores na fase exponencial sob a irradiancia de 1.000 umol fétons
m™ s, enquanto que a B-ionona apresentou diferencas relativas a luz, com maiores valores
(p<0,05) nas maiores irradidncias. Da mesma forma observada em A. platensis, em Chlorella
sp. o composto dihidroactinidiolide apresentou valor significativamente maior (p<0,05) sob

irradiancia de 200 pmol fotons m2 s™.
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Embora estudos afirmem que grande parte das microalgas de agua doce apresentem
em seu perfil de COVs componentes que geram off-flavor (p. ex., geosmina e 2-MIB) (Steinke
et al. 2002; Watson et al. 2000), esses nao foram detectados nas amostras de biomassa das
culturas neste estudo.

Tendo em vista os resultados apresentados, € possivel afirmar que, tanto a irradiancia,
como a fase de crescimento, geraram efeitos significativos em relagdo a producao de diversos
compostos. No presente estudo pode ser observado que de maneira geral, e com apenas algumas
excecoes, as maiores quantidades de COVs foram obtidas na biomassa durante a fase
exponencial, o que esta em concordancia com Milne et al. (1995), que relataram que variadas
monoculturas de microalgas emitem maiores niveis de compostos (em exemplo, o isopreno)
durante a fase exponencial de crescimento, diminuindo na fase estacionaria. Da mesma forma,
Zhou et al. (2016) observaram esse comportamento relativo a quantidade de pentadecano em
Nitzschia closterium, Platymonas helgolandica e Nannochloropsis sp., o que pode ser
observado para esse composto também em A. platensis nesse estudo.

Aguero et al. (2003) detectaram o hidrocarboneto pentadecano, derivado da
descarboxilagcdo do 4cido palmitico (Schneider, 1970), no perfil de compostos volateis de 4.
platensis e, similarmente, nesse estudo foi verificada a presenca de pentadecano e 7-metil-
pentadecano. Diversos autores descreveram atividade anticancer, antioxidante e antimicrobiana
em extratos dessa microalga que apresentavam em seu perfil de COVs esse composto (Ozdemir
et al. 2004), bem como, em extratos de plantas (Mishra e Shree, 2007; Genovese et al 2009).
Além disso, Mbati et al. (1994) e Bruno et al. (2015) reportaram que um derivado de
pentadecano inibiu a progressao de Leishmaniose, doenga causada por um protozoario, fato
interessante tendo em vista que as infec¢des (muitas delas bacterianas) podem causar grandes
mortalidades dos organismos em diversos setores, inclusive na aquicultura (Kandhasamy e
Arunachalam, 2008). Vale ressaltar que a busca por compostos de origem natural que
apresentem propriedades antimicrobianas tem aumentado, particularmente devido ao aumento
de taxas de infecgdes causadas por micro-organismos resistentes a antibioticos (Kaushik e
Chauhan, 2008).

Em relagdo a intensidade luminosa, Shaw et al. (2003) reportaram que a liberagao de
terpenos por cianobactérias, diatomaceas e algas verdes foi influenciada pelas condic¢des de luz.
Similarmente, Bonsang et al. (2010) evidenciaram que a emissdo de isopreno em
Prochlorococcus apresentou uma relagdo positiva com a intensidade luminosa e, Meskhidze et
al. (2015), relataram que as microalgas Thalassiosira weissflogii, T. pseudonana, Pleurochrysis

carterae € Rhodomonas salina tiveram a producao de isopreno potencializada em condigdes de
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elevada irradiancia. No presente estudo, notavelmente as condi¢des de luz influenciaram a
composicao das biomassas, no entanto, embora o padrao observado pelos autores citados acima
também tenha sido observado, ele foi verificado para apenas alguns compostos.

Nas biomassas de 4. platensis elevados teores de octadecano foram encontrados, o que
estd de acordo com Ramasamy e Gopalakrishnan (2013), que também identificaram esse
composto em grandes quantidades em uma cepa de Arthrospira. E interessante pontuar que esse
hidrocarboneto ja foi detectado em diversos alimentos como mamao (Wu et al. 2019) e coentro
(Shahidi e Perera, 2013), o que ressalta sua utilidade para industria alimenticia. Outro
hidrocarboneto, o 8-heptadeceno, verificado na biomassa de 4. platensis, foi verificado por
Sorigué et al. (2016) na microalga C. variabilis e, esses mesmos autores, mostraram que alcanos
de alcenos de cadeias C15 a C17, que sdo detectados em diversas microalgas, originam do
metabolismo de 4cidos graxos. A sintese de hidrocarbonetos a partir de precursores de acidos
graxos em microalgas ¢ interessante, uma vez que sdo organismos que produzem elevadas
biomassas (Ledn-Bafiares et al. 2004; Beer et al. 2009; Malcata, 2011; Wijffels et al. 2013) e
também possuem alta capacidade de sintetizar e acumular 4cidos graxos (Hu et al. 2008;
Harwood e Guschina, 2009; Liu e Benning 2013). Além das aplicacdes supracitadas,
hidrocarbonetos produzidos por microalgas podem ser utilizados também para produgdo de
energia, em exemplo, o biodiesel (Choi e Lee 2013).

Além disso, tendo em vista que a formacao dos COVs depende da composi¢dao da
biomassa das microalgas, espera-se que a biomassa de espécies com baixas concentragdes de
acidos graxos poli-insaturados apresente significativamente menos aldeidos, cetonas e
carbonilas, quando comparadas a espécies com elevadas concentracdes desses acidos organicos
(Van Durme et al. 2013), uma vez que enzimas clivam os acidos graxos para produzirem esses
compostos (Selli e Cayhan, 2009). Isso pdde ser observado no presente estudo quando
comparadas as quantidades (% da biomassa) de COVs pertencentes as classes dos aldeidos e
cetonas presentes em A. platensis € Chlorella sp., ja que essas espécies apresentam diferencas
na composi¢io de acidos graxos poli-insaturados (Otles e Pire, 2001).

Nas biomassas das culturas de Chlorella sp. com emprego da irradiancia elevada foi
constatada a presenca de pentadecanol, um exemplo de alcool produzido por microalgas. Estes
alcoois sdo provenientes de cetonas ou aldeidos e, em plantas, por exemplo, os alcoois de
cadeias C5 e C6 sao liberados de acordo com a intensidade da luz (Koppmann e Wildt 2007),
similarmente ao que foi relatado nesse estudo. Outro alcool encontrado em Chlorella sp., o 1-
octen-3-ol, ¢ formado a partir da oxidagdo do 4cido linoleico (Grosch, 1987) e ja foi descrito

por contribuir para o aroma de frutos do mar (Selli e Cayhan, 2009; Zhang et al. 2009).
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Os aldeidos lineares de cadeia curta como o hexanal, encontrado na biomassa de A.
platensis, sdo frequentemente derivados da oxida¢do quimica de lipidios, ja os aldeidos
ramificados e aromaticos, como o 2-isopropilideno-5-metil-4-hexanal (encontrado também na
biomassa de A. platensis) e todos os encontrados em Chlorella sp., sao tipicamente formados
devido a oxidacao enzimatica de lipidios e proteinas (Van Durme. et al. 2013). Lee et al. (2017)
reportaram que o odor de peixe em diversos produtos pode ser ocasionado por uma diversidade
de compostos, dentre eles o hexanal. Esse mesmo aldeido ja foi também encontrado no perfil
de compostos volateis das macroalgas Palmaria palmata (Le pape et al. 2004), Ulva pertusa
(Sugisawa et al. 1989) e também em Crassostrea gigas (Piveteau et al. 2000).

O benzaldeido, composto presente no perfil de COVs de Chlorella sp., e que apresenta
aroma semelhante a améndoa, ¢ produzido a partir de fenilalanina em diversos micro-
organismos (Groot e Bont, 1998; Van Durme et al. 2013), logo, a presenca desse composto
pode variar de acordo com o perfil de aminoacidos apresentado pela microalga.

Exemplares das classes dos terpenoides foram encontrados nas biomassas de A.
platensis e Chlorella sp., dentre eles, o B-ciclocitral, a B-ionona e o dihidroactinidiolide, que
estdo entre os terpenoides mais comumente relatados em microalgas (Henatsch e Juetner, 1983;
Chorus et al. 1990; Rashash et al. 1995; Aguero et al. 2003; Watson et al. 2016). Do mesmo
modo, Cuellar-Bermudez et al. (2017) encontraram esses compostos no perfil de COVs da
cianobactéria A. platensis, os quais apresentam uma variedade de odores que sdo utilizados nas
indtstrias de fragrancias e aromas, ja& que sdo agradaveis (p.ex. florais, frutados). Esses
compostos sdo derivados da clivagem oxidativa de carotenos e xantofilas, como o B-caroteno e
a zeaxantina (Scherzinger e Al-Babili 2008; Watson et al. 2016). Mais especificamente, o 3-
ciclocitral pode ser formado a partir da clivagem enzimatica da ligacao dupla entre os carbonos
sete e oito do B-caroteno e a B-ionona € produzida por clivagem enzimatica da ligagdo dupla
entre os carbonos nove e dez do mesmo carotenoide (Donadio et al. 2011; Dudareva et al. 2013).

Ainda sobre os terpenoides supracitados, Ramel et al. (2012), Laloi e Havaux (2015)
constataram que B-ciclocitral e dihidroactinidiolide aumentam a tolerancia de folhas ao estresse
luminoso e desencadeiam a resposta de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas.
Dickinson et al (2019) verificaram que dihidroactinidiolide e B-ciclocitral trazem efeitos
benéficos nas raizes de Arabidopsis thaliana, € que o Gltimo aumenta o crescimento das raizes
dessa mesma planta, de tomates e de arroz, inclusive em situagdes de estresse salino. Esses
resultados indicam que o B-ciclocitral ¢ um composto natural que pode ser uma ferramenta
valiosa para melhorar os cultivos, inclusive em condigdes ambientais adversas. Ainda, Caceres

et al. (2019) demonstraram que a B-ionona tem um forte efeito repelente a insetos causadores
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de pragas, o que destaca a possibilidade da aplicagdo de COVs produzidos por microalgas em
plantas superiores, em exemplo, como ferramenta na dispersao de herbivoros.

O safranal, terpenoide encontrado em Chlorella sp. nesse estudo, foi reconhecido por
apresentar atividade antioxidante (Kanakis et al. 2004; Assimopoulou et al. 2005, Khayyat e
Elgendy, 2018), citotoxicidade para células cancerigenas in vitro (Escribano et al. 1996,
Khayyat e Elgendy, 2018), atividade anticonvulsivante (Hosseinzadeh e Talebzadeh, 2005),
atividade anti-inflamatoéria e efeitos neuropsicologicos (Sadeghnia et al. 2017), o que confirma
as propriedades bioativas de COVs sintetizados por microalgas.

O 4acido acético, observado na biomassa de Chlorella sp. nesse estudo, ¢ considerado
um sinal quimico relacionado a morte celular programada (PCD) (Achyuthan et al. 2017) e
como esperado, foi verificado em maior quantidade na fase estacionaria das culturas.

Portanto, uma vez que diferentes condi¢des de cultivo geram distintos efeitos no perfil
de COVs nas biomassas das microalgas, as condigdes ideais de luz e fase da curva dependem
do proposito de aplicagdo da mesma, e esses fatores podem ser utilizados como ferramentas

para producao de metabdlitos de interesse.

2.3.4 Comparacdes por analise multivariada

Com o intuito de aprimorar a interpretagao do conjunto de dados e correlacionar as
classes de COVs com as irradidncias e fases de crescimento, foram realizadas Analises de
Componentes Principais (PCA) (Figuras 9A e 9B), onde os dados foram categorizados em
fungio da irradiancia (200 pmol fotons m? s e 1.000 pmol fétons m™ s™') e também em fungio
da fase da curva de crescimento (exponencial e estaciondria). Para 4. platensis e Chlorella sp.,
a ordenacdo das PCAs categorizadas de acordo com a irradiancia (Figura 9A) e fase de
crescimento (Figura 9B) foi significativa (F = 383, p-value < 0,001) e explicou 89,9% da
variacao total dos dados. Hidrocarbonetos (r = -0.98), alcoois (r = 0,81) e cetonas (r = 0,71)
foram as principais classes de compostos organicos volateis na composi¢ao da componente 1
(65,56%), enquanto aldeidos (r = 0,65), furano (r = 0,44), foram as principais classes na

composi¢ao da componente 2 (17,34%).
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Figura 9 - Diagrama de ordenacdo da Andlise de Principais Componentes (PCA)
categorizada pela irradiancia (A), 1.000 umol fotons m? s™' e 200 umol fotons m s-
!, e pela fase de crescimento (B), onde EXP corresponde a fase exponencial e EST
estacionaria para Arthrospira platensis e Chlorella sp.
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Quando os COVs foram categorizados de acordo com a intensidade de luz, foi possivel
observar que ha uma distingado clara entre as duas espécies, principalmente relacionada ao teor
de hidrocarbonetos e alcoois. Aparentemente, A. platensis tende a produzir mais compostos da
classe dos hidrocarbonetos. Por outro lado, Chlorella sp. apresenta uma maior variedade de
classes de compostos e um maior teor de aldeidos foi atingido com a irradiancia de 200 pmol
fotons m? s, Ainda, é possivel afirmar que quando categorizados em fungio da fase de
crescimento, para Chlorella sp. parece ter ocorrido um vinculo entre a fase exponencial e os

teores de aldeidos e cetonas, bem como da fase estacionaria e o teor de alcoois. Ainda, cabe
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salientar que entre os dois parametros analisados, a fase de crescimento parece apresentar maior
influéncia do que a luz, uma vez que fica clara a formac¢ao de um padrdo, ndo observado na

Figura 9A.

2.4 CONCLUSAO

Em conclusao, os resultados obtidos confirmam que tanto a luz, quanto a fase de
crescimento, influenciaram o perfil de COVs das biomassas de A. platensis e Chlorella sp., uma
vez que variagdes quantitativas e qualitativas foram observadas nas condi¢des de cultivo

avaliadas.
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