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RESUMO

Manchas decorrentes da acumulacdo de diatoméaceas na zona de
arrebentacdo sdo comuns em praias arenosas de caracteristicas
dissipativas. O seu aparecimento estd correlacionado com fatores
ambientais como a passagem de frentes frias quando ventos promovem
0 aumento da hidrodindmica praial, ressuspendendo estoques bénticos
dessas diatomaceas e acumulando-as préximo a praia. A Praia do
Rincdo, localizada no municipio de Igara - SC, e a Praia de Navegantes -
SC apresentam acumulacGes de Asterionellopsis glacialis . A biomassa
elevada dessa alga e sua importancia central na estrutura tréfica marinha
chamam a atencéo para o estudo dos potenciais da referida alga para fins
aplicados. No presente estudo, cepas de A. glacialis foram isoladas,
cultivadas e avaliadas quanto a aspectos ecofisiologicos como o
comportamento morfolégico, alelopatia e taxas de crescimento em
diferentes condicBes; além de potenciais biotecnolégicos como a
atividade biol6gica de exsudatos e o teor e perfil de &cidos graxos. As
células de A. glacilis em cultivo mostraram deformagcdes, as quais foram
amenizadas pelo uso de meios de cultura mais ricos em silicio e
fésforo. Osexsudatos das cepas ndo apresentaram efeitos alelopaticos.
Os teores de lipideos foram diferentes entre as cepas e entre meios de
cultura. Os valores variaram de 9% a 13,6% em massa seca. Em todas
as cepas foram identificados acidos graxos saturados e acidos graxos
poli-insaturados  (&cido  eicosapentandico - EPA e 4cidos
docosahexaendico — DHA, este Ultimo em uma das cepas). Algumas
hipbteses sdo levantadas para tentar explicar a consideravel variagdo nos
teores de lipideos e no perfil de &cidos graxos entre cepas de uma
mesma espécie, sugerindo possibilidade de direcionamento dos cultivos
para condigdes desejadas em termos de teor de lipideos e perfil de
acidos graxos.

Palavras chave: Zona de arrebentacdo, Asterionellopsis glacialis, acidos
graxos.






ABSTRACT

Spots arising from the accumulation of diatoms in the surf zone
are common on sandy beaches dissipative characteristics. Its appearance
is correlated with environmental factors such as the passage of cold
fronts when winds promote increased praial hydrodynamics,
resuspending benthic diatoms and accumulating these stocks them near
the beach. The Beach Rincdo localized in Igara - SC, and the beach
Navegantes - SC, have accumulations of Asterionellopsis glacialis. The
high biomass of this alga and its central importance in the trophic
structure of marine draw attention to the study of the potential applied to
the same purposes. In the present study, strains of A. glacialis were
isolated, cultured and evaluated for ecophysiological aspects such as the
morphological behavior, allelopathy and growth rates under different
conditions; and potential biotechnological and biological activity of
exudates and the content and fatty acid profile. A. glacilis cells in culture
showed deformation, which were ameliorated by the use of culture
media rich in silicon and phosphorus. Exudates of the strains showed no
allelopathic effects. The levels of lipids were different between strains
and between culture medium. Values ranged from 9% to 13.6% by dry
weight. In all strains saturated fatty acids and polyunsaturated (- EPA
and docosahexaenoic acid - DHA, the latter in one of the strains
eicosapentaenoic acid) fatty acids were identified. Some hypotheses
were proposed to try to explain the considerable variation in the levels
of lipids and fatty acid profiles among strains of the same species,
suggesting the possibility of targeting the desired conditions for crops in
terms of lipid content and fatty acid profile.

Keywords: the surf zone, Asterionellopsis glacialis, fatty acids.
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1. INTRODUCAO

As algas sdo organismos onipresentes e evoluiram como
produtores primarios de biomassa por bilhdes de anos representando,
portanto, uma gama diversa de fisiologias e biomoléculas (PANDEY et
al., 2014) . Estima-se que 50.000 espécies tenham sido descritas, mas
acredita-se que o nOmero real de espécies existentes seja
significantemente superior (MATA et al., 2010). Essa assembleia
extremamente diversificada, predominantemente autotréfica, é um
recurso excepcionalmente rico para a bioprospec¢do (SCHIMITZ et al.,
2012).

As microalgas planctonicas (fitoplancton) sdo responsaveis por
mais de 90% da biomassa marinha, sendo consideradas base da cadeia
trofica por fornecerem matéria organica e oxigénio para Varios
organismos (HALLEGRAEFF, 2003). A producdo priméria do
fitoplancton marinho representa cerca de 50% do total de producéo
primaria do planeta (FIELD et al., 1998). Sao fontes de macronutrientes,
vitaminas e elementos tracos que influenciam o valor nutricional de
herbivoros aquéticos, pois sdo ricas fontes de proteinas, carboidratos e
especialmente 4cidos graxos (ROCHA et al., 2003; VALENZUELA-
ESPINOZA et al., 2002). As diatoméceas pertencem ao filo
Heterokontophyta — Classe Bacillariophyceae e estdo entre as mais
abundantes e produtivas algas dos mares e aguas doces. Apresentam
como principais caracteristicas a presenca de parede celular impregnada
de silica (frastula), clorofilas a e ¢, além de fucoxantina, diadinoxantina
e diatoxantina como pigmentos, sendo a crisolaminarina (glicano f1-3
ramificado em B1-6) e acidos graxos os produtos de reserva (LEE,
2008).

Segundo COX et al. (2011), entre as principais caracteristicas das
diatoméaceas destaca-se a presencade cingulo e frdstula. O contetdo das
células é semelhante a outras algas eucariontes, incluindo o nicleo,
cloroplastos e mitocondria. Entretanto a frastula, que é constituida por
duas partes chamadas de valvas (superior, denominada epiteca, e a
inferior, hipoteca), é impregnada de silica, que fornece rigidez a parede
das células, determina aspectos da reproducéo e auxilia a preservacdo
das frastulas como fosseis - diatomito. Além disso, a construcdo da
parede de silica fornece caracteristicas indispensaveis para a
identificacdo das espécies. As valvas carregam a maior parte das
caracteristicas taxonémicas e o cingulo compreende em um Unico, ou
varias séries de bandas que se formam durante o processo de divisdo
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celular permitindo a formagéo interna das células filhas (WERNER,
1966).

O método mais comum de reproducdo das diatoméceas € a
reproducdo assexuada por divisao celular. Primeiramente ha o aumento
dovolume celular da célula mée (célula original), seguido pela mitose do
nucleo; apds este se dividir, duas valvas sdo formadas no interior da
parede celular da célula original separando o protoplasto em dois. Com a
evolugéo do fechamento da valva é formada a célula filha. Esta consiste,
portanto, no protoplasto, nicleo e uma valva da célula original. A célula
filha, no entanto, possui um tamanho celular menor do que a célula
original. O processo de divisdo celular em algumas espécies promove a
diminuicdo sucessiva do tamanho celular da populacdo. Quando um
tamanho minimo é atingido, a reproducdo sexuada intervém para
restabelecer o tamanho normal das espécies, por meio da formacéo de
um zigoto denominado auxdsporo (LEE, 2008).

As microalgas possuem o metabolismo diretamente relacionado
com a divisdo celular e o aumento de tamanho através da utilizagdo da
luz como fonte de energia (COLEMAN; PROSCHOLD, 2005) e
apresentam um rapido crescimento, podendo produzir grandes
biomassas microalgais de acordo com as condi¢cdes ambientais (MATA
et al., 2010).

As microalgas possuem a capacidade de ajustar ou alterar a sua
estrutura interna, composicdo bioquimica e fisiologica, podendo
sintetizar uma enorme variedade de compostos em consequéncia das
condicbes ambientais ou de cultivo (RENAUD et al.,, 2002). As
conjuncdes dos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos influenciam no
cultivo da microalga e essa interacdo pode ser favoravel ou desfavoravel
ao seu crescimento. Os fatores fisico-quimicos estdo relacionados aos
efeitos provocados pela luz, temperatura, pH e disponibilidade de
nutrientes (RICHMOND, 2004).

A temperatura é um fator determinante para o crescimento das
células. Cada microalga possui caracteristicas distintas na taxa
especifica de crescimento (HU, 2004); enquanto algumas espécies tém
seu crescimento desacelerado a temperaturas inferiores a 18°C, outras
espécies sdo caracteristicas de regides polares com temperaturas abaixo
de zero grau Celsius (BARSANTI; GUARTIERI, 2014). Para algumas
espécies de microalgas a elevacdo de temperatura pode diminuir a
guantidade de &cidos graxos insaturados e aumentar o percentual de
acidos graxos saturados (THOMPSON et al., 1992), o que contribui para
producéo de biodiesel de melhor qualidade com maior nimero de cetano
e maior estabilidade oxidativa.
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O pH do meio de cultura tem tendéncia de aumentar com o
aumento da densidade celular e com a idade do cultivo, devido ao
consumo de CO, por parte das microalgas. No caso de uma elevada
densidade celular na cultura, podera ser adicionado CO, para permitir a
correcdo de pH, podendo este atingir 0 seu maximo durante o
crescimento das microalgas (SAYEGH; MONTAGNES, 2011). A
luminosidade esté relacionada a fotossintese; se 0o aumento de luz for
muito elevado pode resultar em fotoinibicdo e se for deficiente as
células ndo terdo o desenvolvimento desejado. Geralmente utilizam-se
em cultivo fotoperiodos de um ciclo dia/noite, o fotoperiodo ideal varia
entre as espécies (BARSANTI e GUALTIERI, 2014).

O uso da aeracgdo é necessario em cultivos densos ou com grande
volume. O borbulhamento de ar dentro dos frascos de cultivo impede a
sedimentacdo das células; esse processo auxilia as células a
aproveitarem melhor a luz, melhora a distribuicdo de nutrientes de
forma homogénea e favorece a troca de gases devido ao aumento da
produtividade microalgal (LOURENCO, 2006).

Em termos nutricionais, os principais elementos que influenciam
0 crescimento microalgal sdo nitrogénio, fosforo, calcio, magnésio,
enxofre e potéassio e silicato (LOURENCO, 2006; RICHMOND, 2004).
Quanto aos micronutrientes, geralmente as microalgas requerem ferro,
manganés, cobre, molibdénio e cobalto. Algumas também necessitam de
baixas concentra¢des de vitaminas no meio de cultura (GUILLARD,
1975).

Algumas microalgas, além de crescerem fototroficamente, podem
crescer em codigdes heterotroficas, utilizando compostos organicos
como energia e fonte de carbono, ou ainda em sistema de cultivo
mixotrofico. Nesse sistema usam-se simultaneamente a fonte luminosa e
0 substrato organico como fonte de energia, além de CO, e substrato
organico como fontes de carbono (CHOJNACKA; MARQUEZ-
ROCHA, 2004). As microalgas tém demonstrado facilidade em crescer
rapidamente em cultivos heterotréficos e essa possibilidade €
promissora para a biotecnologia, pois os cultivos heterotréficos
permitem altas produtividades e elevado grau de controle do sistema de
cultivo em comparacdo com sistemas fototroficos.

Tecnologicamente, a biomassa gerada pelas microalgas pode ser
processada para a producédo de biocombustiveis e produtos quimicos de
alto valor agregado. Entre os biocombustiveis destacam-se:

¢ Biodiesel - a partir de extracdo e transesterificacdo de lipideo
(RIBEIRO, 2012).
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e Bioetanol — a partir da quebra das paredes celulares das
microalgas com a consequente liberacdo de hidratos de carbono e quebra
das grandes moléculas de carboidrato. Ap6s a quebra um fermento é
adicionado a biomassa e inicia-se a fermentacdo, transformando o
acucar em etanol por meio das leveduras (COSTA e MORAIS, 2011).

¢ Bio-6leo — por cragueamento térmico ou pirdlise (RIBEIRO,
2012).

Atencdo maior temsido dedicada ao biodiesel, devido ao elevado
teor de lipideos de algumas microalgas e sua produtividade.

Alguns estudos concluiram que a capacidade produtiva de energia
dos acidos graxos das microalgas pode ser muito maior do que ao
correspondente melhor acido graxo oriundo de culturas agricolas
tradicionais (DEMIRBAS, 2011; SUALI; SARBATLY, 2012), o que
s&o pontos positivos em relacdo ao fator ambiental, social e econdmico,
fortalecendo o tripé da sustentabilidade.

Entretanto, apesar de ser promissora a producdo de lipideos de
microalgas para biocombustiveis, em escala industrial os custos ainda
sdo altos, superando inclusive o custo de producdo do biodiesel de
plantas oleaginosas, 0 que torna essa pratica ainda inviavel. Para tornar
0 biodiesel de microalgas competitivo no mercado frente ao combustivel
de petrdleo, faz-se necessario procurar estratégias para reduzir custos e
aumentar a produtividade (CHISTI, 2007).

As microalgas, portanto, tém sido foco de inimeras investigacdes
biotecnoldgicas devido a sua relevancia econdmica, nutricional e
ecologica (ANTELO et al., 2010).

A DIATOMACEA Asterionellopsis glacialis

A diatomacea Asterionellopsis glacialis foi utilizada neste
trabalho devido a sua importancia ecoldgica as praias dissipativas da
costasul brasileira, apresentando altas densidades e a alta frequéncia da
ocorréncia na regido (RORIG; GARCIA, 2003). Asterionellopsis
glacialis apresenta 0 seguinte enquadramento sistematico abaixo
(ALGAEBASE, 2014).

Reino: Chromista

Filo: Ochrophyta (= Heterokonthophyta)
Classe: Fragilariophyceae

Ordem: Fragilariales

Familia: Fragilariaceae
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Género: Asterionellopsis
Espécie: Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round

Essa espécie pertence a um grupo ecoldgico restrito de
diatoméceas, chamadas de diatoméaceas de zona de arrebentacdo, que
formam densas acumulagcdes em certas praias arenosas (TALBOT et
al.,1990). Emtodo 0 mundo ha apenas seis espécies de diatomaceas de
zona de arrebentagdo: Aulacodiscus kittonii Arnott, Aulacodiscus
africanus Ehrenberg, Anaulus australis Drebes at Schulz,
Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round, Asterionella socilis
Lewin et Norris e Attheya armatus (T. West) Crawford, (CAMPBELL,
1996).

Primeiramente acreditava-se que as acumulagdes fossem
floracdes de microalgas, entretanto estudos demostraram que se trata de
um fendmeno natural e ndo possui relacdo com floragdes (que sdo
dependentes de poluicdo ou mudancas das condicbes ambientais). As
acumulagdes de diatomaceas ocorrem pelo acimulo de células na
superficie da agua aderidas a bolhas de ar que sdo formadas durante a
arrebentacdo das ondas (LEWIN; SCHAEFER, 1983; TALBOT et
al.,1990). Essas diatomaceas possuem um mecanismo que lhes permite
aderir a bolhas e dessa forma flutuam na superficie da agua (SLOFF et
al., 1984).

Foi descrito por BROWN E MCLACHLAN (2006), para a
espécie Anaulus australis, o rebuscado mecanismo de migracdo nos
ambientes de praia. Durante o dia, as células deixam o sedimento e
entram na coluna da agua aderidas a bolhas das espumas. Nesse
momento ocorre a divisdo celular; a maioria das células se divide assim
gue a espuma alcanca a superficie da &gua. No meio da tarde a divisdo
celular estd completa e as diatoméceas comecam a produzir um muco
que lhes permite aderir aos grdos de areia, perdem a flutuabilidade e
comecam a sedimentar junto aos grdos de modo que durante a noite a
maioria das células esta aderida ao substrato. Essa migracdo vertical é
caracteristica de diatoméaceas epibentdnicas.

Segundo BROWN E MCLACHLAN (2006), além desse sistema
de migracdo vertical as diatomaceas de zona de arrebentacgdo apresentam
mais dois sistemas caracteristicos: migracdo on/offshore e migragéo por
eventos de tempestade. No caso da migracdo on/offshore, as células
sobem para a superficie durante o dia, sendo levadas pelas ondas, e a
tarde, quando as células afundam, podem ser transportadas para fora da
zona de arrebentacdo por correntes de retorno e depositadas além da
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zona de arrebentacdo, tornando-se disponiveis para a reentrada na zona
de arrebentacdo na manha seguinte. Trata-se, portanto, de um padréo de
migracdo horizontal sobreposta & migracdo vertical didria. No caso da
migracdo por eventos de tempestade, uma grande proporcdo das
diatomaceas que estdo alojadas no sedimento séo ressuspendidas com o
aumento da energia das ondas. Por este motivo os eventos de
acumulagdes sdo associados a eventos de frente fria.

Asterionellopsis glacialis € uma espécie cosmopolita, encontrada
ndo sé nas acumula¢des de zona de arrebentacdo, mas também em zonas
costeiras do mundo todo, especialmente onde ha aportes continentais
proximos. As células formam coldnias em forma de estrelas helicoidais
conectadas pelo apice da extremidade da valva alongada (p6lo basal) por
blocos de mucilagem secretado. Esse muco € composto por
polissacarideos (KOOISTRA et al., 2007). AlteracBes na agua do mar
podem influenciar na ligacdo entre as células, assim como na secrecao
de muco, afetando a formacdo da cadeia. 1sso, no entanto, pode
influenciar na flutuabilidade, facilitar a predacéo, dificultar a absorcéo
de luz e de nutrientes (KOOISTRAetal., 2007). Além disso, células em
cadeias espirais de A. Glacialis podem desenvolver um microambiente
com altas concentracbes de CO, ou pH mais elevado no centro da
cadeia. Segundo Barcelos e Ramo e colaboradores (2014), ambientes
com elevada concentracdo de CO, promovem o aumento das cadeias de
A. Glacialis diminuindo, portanto, a sua flutuabilidade e capacidade
competitiva (Figura 1).

Figura 1. Detalhe de cadeias de células de Asterionellopsis glacialis.

algaeBs

Wik

Fonte: Algaebase

Asterionellospsis glacialis é comumente dominante em
acumulagdes de diatoméceas na América do Sul (GIANUCA, 1983;
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ODEBRECHT et al., 1995), Argentina (GAYOSO; MUGLIA, 1991,
SUNESEN; EUGENIA, 2007), Uruguai (BAYSSE et al.,, 1989),
Australia (MCLACHLAN; HESP, 1984) e sub-dominante na Africa do
Sul (DUPREEZ etal., 1989), Tasmania (MCLACHLAN; HESP, 1984)
e Nova Zelandia (RAPSON, 1954). Geralmente estdo presentes em
abundancia no final da primavera e no verdo nos mares da Europa
(KRABERG, 2010).

No Brasil, Asterionellopsis glacialis é a espécie mais registrada
nas acumulacbes de diatoméceas de zona de arrebentacdo da costa sul
brasileira mas Anaulus australis também ocorre, sendo que em muitos
locais ambas as espécies co-ocorrem (AGUIAR; CORTE-REAL, 1973;
RORIG et al., 1997; 2003;: RORIG; GARCIA, 2003; RORIG et al.,
2006; ODEBRECHT et al., 2010).

As acumulagGes de A. glacialis promovem alteracdes na
coloracdo da agua devido a liberacdo de compostos organicos pelas
células fitoplanctbnicas, resultado do crescimento exponencial na
biomassa das microalgas (CAMPBELL; BATE, 1997). Este exsudato
apresenta grande variedade de produtos bioguimicos de baixo peso
molecular (SONDERGAARD; SCHIERUP, 1982) e é composto
principalmente por acido glicolico, polipeptidios, aminoéacidos, lipidios
e varios polissacarideos (AARONSON, 1971; IGNATIDES; FOGG,
1973).

Estudos também comprovam que o aparecimento de manchas de
A. glacialis promove uma reducéo drastica na abundéncia de bactérias, o
gue indica uma forte dissociacdo entre o aparecimento de diatomaceas e
0 crescimento bacteriano. Além disso, A. glacialis é conhecida pela
producdo de um antibiético com propriedade antimitotica (AUBERT et
al., 1970).

Segundo SPOLAORE e colaboradores (2006), a biotecnologia
associada as microalgas comecou realmente a se desenvolver em
meados do século XX. Atualmente existem inimeras aplicacdes
comerciais de microalgas. Por exemplo,

e podem ser usadas para melhorar o valor nutricional de produtos
alimenticios e ra¢Ges para animais, devido a sua composi¢do quimica;

o desempenham um papel crucial na aquicultura;

e podem ser incorporados em produtos cosméticos.

Além disso, elas sdo cultivadas como uma fonte de moléculas
altamente valiosas como os lipideos, que compreendem acidos graxos,
gorduras e ceras, etc. (VOET; VOET, 2007). Nos sistemas biol6gicos,
os lipideos funcionam como componentes de membrana, produtos de
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reserva, metabélitos e como fonte de energia. Sendo assim, os lipideos
se classificam em: lipideos de armazenamento (lipideos neutros),
triacilglicerdis (TAGs) e lipidios de membrana (lipideos polares),
fosfolipidios, glicolipidios e esterdis (NELSON; COX, 2002).

Os acidos graxos geralmente sdo monocarboxilicos e podem ser
representados pela forma RCO,H. Namaioria das vezes, o0 grupamento
R é uma cadeia carbdnica longa, ndo ramificada, com ndimero par de
atomos de carbono, podendo ser saturada — que ndo possui insaturagdes
(duplas ligagbes) na molécula - ou conter uma ou mais insaturacdes —
gue possuem uma (monoinsaturados) ou mais de uma (poli-insaturados)
insaturacdes na molécula. O grupo carboxila constitui a regido polar e a
cadeia R, a regido apolar da molécula. (GRAZIOLA et al., 2002)

Os acidos graxos presentes nas microalgas podem ser de cadeia
molecular curta, contendo 2 a 4 atomos de carbono, ou de cadeia
molecular longa, contendo acima de 12 4&tomos de carbono. Os acidos
graxos de cadeia curta sdo fluidos em temperatura ambiente, enquanto
que, nas mesmas condigdes, os de cadeia longa fornecem gorduras
solidas (GRAZIOLA et al., 2002).

O conteudo lipidico da biomassa microalgal pode variar entre 1 -
40% do peso seco, podendo chegar a 85% dependendo das alteracdes
nas condicBes de cultivo e sinergismo entre as condi¢cdes (BECKER,
2004), como intensidade luminosa (CAMPENII et al.,, 2013),
temperatura (THOMPSON et al., 1992; JIANG et al, 2014) e
principalmente nutrientes adicionados (RADMANN; COSTA, 2008) .

A maior parte da composicdo lipidica das microalgas esta na
forma de triacilglicerdis, que podem ser considerados a principal fonte
energética da maioria dos organismos (NELSON; COX, 2011). Os
triacilgliceréis sdo moléculas apolares formadas por trés acidos graxos
esterificados ao glicerol, na estrutura desses triglicerdis os principais
acidos graxos encontrados sdao os de cadeia longa, entre os quais
podemos destacar: saturados — acido palmitico (C16:0) e o é&cido
estedrico (C18:0); insaturados — acido oleico (C18:1, ®-9) e 0 acido
linoleico (C18:2, w-6) (OLIVEIRA; GAZZOLA, 2002).

A formacdo de acidos graxos de cadeia carbdnica curta é
semelhante em células de plantas superiores, animais, fungos, bactérias
e microalgas, entretando nas microalgas a insaturacdo da cadeia
carbbnica ocorre a partir do C18 e o elongamento da cadeia carbonica
gera acidos de cadeia longa, que ndo sdo habituais em acidos graxos de
plantas (ROBLES-MEDINA et al., 1998).

Acidos graxos de cadeia longa (C20-C22) geralmente estdo
presentes em microalgas e o teor varia de espécie para espécie
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(ROBLES-MEDINA et al., 1998). Cada espécie produz diferentes
teores de lipideos, pois tem a habilidade de alterar seu metabolismo de
acordo com as mudancas nas condicdes do meio de cultura (BEHRENS,
1996). Normalmente, os acidos graxos de cadeia curta (C14-C18) sdao
maioria em Chlorella spp., mas elevado teor de acidos graxos de cadeia
longa e de hidrocarbonetos também ocorrem em algumas espécies de
microalgas (HUANG et al, 2010), por exemplo, o é&cido
eicosapentaenoico (C20:5w-3) representa a maior fracdo entre os acidos
graxos encontrados na diatomacea Phaeodactylum tricornutum
(REITAN et al., 1994).

Dentre os acidos graxos produzidos por algumas espécies de
microalgas destacam-se os acidos graxos poli-insaturados, pertencentes
a familia émega-6 como os &cidos linoleico (182w-6, LA) e o
araquidénico (20:4m-6, AA), e a familia dmega-3 como os acidos alfa-
linolénico (18:3w-3, LNA), eicosapentaenoico (20:5w-3, EPA) e
docosahexaenoico (22:6w-3, DHA). Dentre as espécies conhecidas de
microalgas que apresentam quantidades significativas de AGPI das
familias 06mega-3 e 0mega-6, encontram-se representantes
Prymnesiophyceae (Isochrysis sp. e Pavlova lutheri) , Bacillariophyceae
Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira sp. e Odontella aurita),
Dinophyceae (Crypthecodinium cohnii) e Chlorophyceae (ZHUKOVA,
AIZDAICHER, 1995). Segundo Pulz e Gross (2004), os AGPI de
origem microalgal ttm um mercado muito promissor na biotecnologia,
em especial na indistria de alimentos funcionais. A composicdo de
acidos graxos de algumas espécies de microalgas é apresentada nas
Tabelas 1 e 2.
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Atualmente varias espécies de microalgas sdo cultivadas visando
a obtencdo dos chamados acidos graxos essenciais - essenciais ao
funcionamento do organismo humano, porém néo sdo sintetizados por
este devido a auséncia de enzimas especificas responsaveis pela
formac&o das duplas ligagbes nesses compostos (CURI etal., 2002). S&o
considerados &cidos graxos essenciais 0 EPA e DHA. A maior parte das
microalgas possui enzimas necessarias para a sintese de &cidos graxos
poli-insaturados, essa sintese ocorre no estroma do cloroplasto (GILL;
VALIVETY, 1997; NELSON; COX, 2002).

Os 4cidos graxos sdo essenciais para funcdes celulares normais e
atuam como precursores para a sintese de acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa como é&cido araquiddnico (AA), acido
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexapentaendico (DHA). A presenca
desses compostos no organismo evita distlrbios neuroldgicos e visuais,
também desempenham papel preponderante no sistema nervoso e na
funcionalidade de diversos drgdos (POMPEIA, 2002). A auséncia de
tais nutrientes a dieta esta associada a aceleracdo do processo de
envelhecimento, sindromes cardiovasculares (LIMA et al., 2000),
colorretais (DE CAMPOS et al., 1999); arteriosclerose (RAPQOSO,
2010), doencas autoimunes (SIMOPOULOS, 2002), céancer
(SOARBIERI; PACHECO, 1998) e que podem em casos mais Sérios
levar & morte.

O consumo de acidos graxos essenciais, como 6mega-3, promove
vasodilatacdo, tem efeito anti-inflamatorio, diminui os niveis de
colesterol e triacilglicerideos e inibe a agregacdo de plaquetas. O
consumo de acidos graxos essenciais dmega-6 promove vasoconstricao,
aumenta a agregacdo de plaquetas, regula os niveis de colesterol e
possui efeitos anti-inflamatérios (LIMA et al., 2000; DE CAMPOS et
al., 1999; MOREIRA et al., 2002).

Em relacdo ao biodiesel, nem todos os lipideos produzidos por
microalgas sdo satisfatérios para a producdo de biocombustiveis. No
entanto, segundo CHISTI (2007), uma grande quantidade de
triacilglicerdis adequados para este fim pode comumente ser encontrada
nesses organismos. Estudos comprovam que é possivel alterar a
concentracdo de lipideos em células fitoplanctbnicas através da
manipulacdo dos meios de cultivo (SHEEHAN et al., 1998). Durante
periodos de estresse ambiental, incluindo o crescimento sob deficiéncia
de nutrientes, os 4cidos graxos das microalgas podem variar em sua
concentragdo e qualidade (PEREZ, 2007).
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A sintese de &cidos graxos pode ser dividida em trés etapas
principais: sintese de acetil coenzima A (acetil CoA) no citoplasma;
sintese de é&cido graxo saturado com 16-18 carbonos e posterior
dessaturacdo e elongacdo da cadeia de carbonos e sintese dos acil
glicerois (triacilglicerois) (HUANG et al., 2010).

A chave para a sintese de acetil-CoA nas microalgas é o
gliceraldeido fosfato (GAP). A formacdo de GAP ocorre nos
cloroplastos e inclui as reacdes, fase clara e ciclo de Calvin. O
gliceraldeido fosfato é exportado para o citoplasma e direcionado para a
sintese de acUcares ou ¢é oxidado através da via glicolitica até piruvato,
onde podem produzir energia ou servir de substrato para a sintese de
outros compostos, entre eles os acidos graxos. Nas microalgas a
principal via de obtencdo de acetil-CoA ¢ a via glicolitica (HUANG et
al., 2010). Entdo, a acetil-CoA é convertida a malonil-CoA, sendo esta
reacdo catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase, a qual é utilizada
a fim de direcionar a reacdo de condensacao para estender os grupos acil
a acido esteérico (C18:0) e uma dessaturase forma o &cido oléico
(C18:1) (WEN; CHEN, 2003). Os compostos finais sdo acidos graxos
saturados com 16-18 carbonos, que se formam através de ciclos de
acidos graxos saturados. A sintese de acidos graxos insaturados nas
algas acontece da mesma forma que nas plantas, animais, fungos e
bactérias. O elongamento da cadeia e posterior dessaturacdo acontece a
partir de acidos graxos com 18 carbonos (saturados ou ndo) através de
elongases e dessaturases, cujo produto final com C20-C22 carbonos
varia de espécie para espécie nas microalgas (HUANG et al., 2010)

As microalgas, assim como outros organismos, sdo capazes de
sintetizar e estocar acil-gliceréis como fonte de energia e carbono.
Geralmente, a sintese se da a partir do L-o-fosfoglicerol, oriundo da via
glicolitica e acil-CoA. A transferéncia de residuos de acilas se daa partir
da acil-CoA transferase, que forma o acido lisofosfatidico que, através
da L-acilglicerol-3-fosfato-aciltransferase, transfere outra acila
formando o &cido L-a-fosfatidico. Este composto é a origem dos
fosfolipidios ou depois da acdo de uma fosfatase e incorporacdo do
terceiro residuo de acila, através da diacilglicerol aciltransferase, se
transforma em triacilglicerol (HUANG et al., 2010).

Os acidos graxos das familias ®-9, ®-6 e ®-3 sdo formados a
partir dos precursores oleato (acido oléico, C18:1®-9), linolenato (acido
linoléico C182w-9,12) e o-linolenato (acido o~ linolénico, C18:3w-
9,12,15), respectivamente, e de uma série de reacdes de insaturacéo e
elongamento. O 4&cido oléico (C18:1w-9) é dessaturado por uma
dessaturase A12 para formar o acido linoléico (C18:22 w-6) e uma
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dessaturase A15 para formar o acido a-linolénico (C18:3 ®-3). Em
especial, a biossintese dos &cidos graxos da familia 6mega-3, tal como o
EPA, ocorre através de uma serie de reacGes, a qual pode ser dividida
em 2 etapas distintas. A primeira é a sintese ““ de novo” do &cido oléico
(C18:1 ®-9) a partir de acetato. Essa etapa é seguida pela conversdo do
acido oléico em é&cido linoléico (C18:2, ®w-6) e acido o-linolénico
(C18:3, »-3) (WEN; CHEN, 2003). Este Gltimo é dessaturado por uma
dessaturase A6, formando o acido estearidonico (C18:4, »-3). A sequir
ocorre um elongamento da cadeia com adi¢do de 2 atomos de carbono
formando o 4cido eicosatétraenoico (C20:4, ®-3). Este, por sua vez, €
dessaturado por uma dessaturase A5, formando o 4cido
eicosapentaendico (C20:5, ®-3). Ap6s nova reacdo de elongamento
forma-se o &cido gordo docosapentaenoico (C22:5, ®-3), que é
dessaturado por uma dessaturase A4, formando o acido docosaexanoico
(C22:6, w-3) (WEN; CHEN, 2003).

Em geral, as microalgas apresentam altas concentracfes de
lipideos, que podem servir de matéria-prima para a fabricacdo de
detergentes, borracha, compostos graxos nitrogenados, graxa, tecidos,
aditivos alimentares, cosméticos e medicamentos. A utilizacdo desses
lipideos podera reduzir o uso de derivados do petr6leo como fonte de
energia e de gorduras animal e vegetal para o consumo humano
(AARONSON; DUBINSKY, 1982).

Aproximadamente 75% da producdo anual de biomassa
microalgal foi direcionada para a fabricacdo de suplemento alimentar.
Esses produtos sdo manufaturados principalmente na forma de po,
tabletes e capsulas (BECKER, 2004). Alguns produtos a base de
extratos microalgais vém sendo lancados no mercado de alimentos
funcionais como, por exemplo, bebidas, iogurtes e massas (PULZ;
GROSS, 2004).

O maior interesse associado aos produtos derivados de
microalgas se deve a composicdo bioquimica das microalgas, que esta
associada a processos envolvidos na captacdo e assimilacdo de
nutrientes. Quando ha deficiéncia de alguns nutrientes ha a tendéncia de
0 organismo aumentar a captacdo desse nutriente, modificando a sua
eficiéncia metabdlica. Essa captacdo esta associada ao aumento dos
sitios de captacdo no plasmalema e a inducdo de isoenzimas com
diferentes propriedades cinéticas, que aumentam a afinidade por esses
nutrientes (BEARDALL, YOUNG, ROBERTS, 1991).

Alguns fatores nutricionais podem aumentar ou diminuir a
producdo lipidica das microalgas (Tabela 3), como a concentracdo de
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nitrogénio (SPOLAORE, 2006), deficiéncia em silicio e em fésforo
(WERNER, 1977), concentracdo de ferro (LU, WANG, ZHOU, 2008) e
presenca de fontes de carbono para microalgas heterotroficas (CERON
GARCIA, 2000).

Tabela 3. Efeitos no perfil de lipideos diante alteragdes nas condicdes de
cultivo.

Tipo de cultura Efeito no perfil graxo
Alta concentragdo de nitrogénio Diminuicdo da quantidade de C22
Aumento na intensidade luminosa Aumento de acidos graxos
Baixa temperatura Aumento de &cidos graxos insaturados
EPA; DHA

Presenca de manganés Aumento do contetdo lipidico
Alta concentragdo de CO2 Aumento de acidos graxos insaturados

Baixa concentragdo de potassio Aumento do contetdo lipidico

Fonte: Modificado de Behrens, 1996.

A disponibilidade de luz, nutrientes e CO, séo conhecidas por
apresentarem efeito inverso a composicdo e ao contetdo lipidico. Saob
condicdes limitantes de nutrientes, a taxa de crescimento diminui e o
metabolismo celular é redirecionado para a acumulacdo de
triacilglicerideos como reserva energética, ao invés da sintese de
fosforolipideos ou proteinas, como normalmente ocorre em condi¢des
Otimas e altas taxas de crescimento (BEHRENS, 1996). A composicéo
de triacilglicerideos se faz em sua maioria por acido palmitico e
palmitoléico; os fosforolipideos sdo compostos principalmente por
acidos graxos poli-insaturados. Esses resultados levam a crer que a taxa
de crescimento determina o teor de &cidos graxos e sua propor¢do na
biomassa; como o perfil de &cidos graxos tende a ser mais rico em EPA,
as taxas de crescimento sdo mais elevadas (GRIMA, CAMACHO E
FERNANDEZ, 1999).

A reacdo das diatomaceas na deficiéncia de nitrogénio e de
fosfato é caracteristicamente diferente da deficiéncia de silicato -
Si(OH),. As células sem o suprimento de fosfato externo continuam a se
dividir por mais de trés geracfes e em seguida comegam a acumular
carboidratos. O teor de lipideos ndo aumenta durante essa primeira etapa
(WERNER, 1966).
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Nos primeiros estagios da deficiéncia de nitrogénio ocorre um
acimulo de lipideos mais evidente, durante varios dias uma taxa de
apenas 14 - 16pg lipideos.mg.proteina™.hora™®, que é de apenas 10% da
taxa produzida pelas células diante da deficiéncia em Si(OH) 4. No geral
pode-se dizer que muitas espécies de diatomaceas reagem mais
rapidamente a deficiéncia de Si(OH), do que a deficiéncia de qualquer
outro nutriente (exceto agua e fonte de carbono) (WERNER, 1966).

Os &cidos graxos encontrados em muitas células de diatomaceas
em seu ambiente natural sdo uma reacdo da deficiéncia de silicato. Da
mesma forma, porém em menor proporc¢éo, a producéo de acidos graxos
também ¢ resultado da deficiéncia de nutrientes como nitrogénio e
fosfato. Portanto, os acidos graxos sdo produtos de armazenamento de
diatomaceas que crescem sob condicBes de estresse, alterando o
metabolismo microalgal e preparando a célula para o periodo de
privacdo e ndo sob condicdes ideais (WERNER, 1977).

A deficiéncia de nitrogénio pode aumentar o contetdo lipidico de
algumas microalgas; isso acontece devido a mudanga do metabolismo
microalgal, que, diante da limitacdo de nitrogénio, passa a produzir
componentes de reserva como acidos graxos saturados (ALONSO et al.,
2000). A limitacdo de nutrientes reduz severamente a taxa de
crescimento de Nannocholoropsis sp. O contetdo de clorofila-a diminui
com a reducdo de nitrato e a reducao de nitrogénio promove o aumento
de &cidos graxos saturados e a diminuicdo de &cidos graxos poli-
insaturados como EPA (SUKENIK et al., 1993).

Macedo e Alegre (2001) cultivaram a microalga Spirulina
maxima em meios com 2,5 g.L ™ KNO; (2,5N) considerando como meio
padrdo o meio com 2,0 g.L™* KNOs (0,2N) e em auséncia de nitrogénio
(0,0N) nas temperaturas de 25°C e 35°C. A composicdo da biomassa
celular seca apresentou a 35°C um aumento médio de 2,9 vezes do meio
0,2N e de 2,8 vezes do meio com auséncia de nitrogénio, em relacdo ao
meio padréo. A 25°C o aumento foi de 3,2 vezes do meio 0,2N e de 3,1
do meio com auséncia de nitrogénio em relacdo ao meio padréo,
concluindo que, para a espécie Spirulina méxima, a produgdo de
biomassa é maior a temperaturas amenas e sob a auséncia de nitrogénio.

SUKENIK (1991) testou a resposta da taxa de crescimento de
Nannochloropsis sp. cultivado a diferentes temperaturas. A taxa de
crescimento maxima foi registrada a temperatura de 25°C. Acima e
abaixo dessa temperatura 6tima, a taxa de crescimento diminuiu. O
conteudo celular dos acidos graxos totais e EPA diminuiu a medida que
a temperatura aumentou. No entanto, a distribuicdo relativa de EPA
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apresentou valor maximo a temperatura ligeiramente abaixo do 6timo
para o crescimento. A produtividade de acidos graxos poli-insaturados
aumenta ligeiramente com o aumento da temperatura. Porém, acima da
temperatura étima de crescimento, a produtividade de EPA tende a
declinar devido a baixa sintese de &cidos graxos e a reducéo na taxa de
crescimento.

XIN et al. (2010) estudaram o efeito da limitac&o de nitrogénio e
fosfato na acumulacdo de lipideos da microalga de &gua doce
Scenedesmus sp. Foi utilizado a concentracdo de 2.5 mg.L™ de
nitrogénio e de 0,1mg.L ™ de fosfato. As microalgas submetidas a baixas
concentracdes de nitrogénio e fdsforo apresentaram acumulacéo lipidica
de 30% e 53%, respectivamente, por biomassa seca.

O fésforo tem importantes func¢Bes na célula, estando envolvido
com a transferéncia de energia e constituicdo de moléculas como o ATP,
acucares fosfatados, acidos nucléicos e fosfoenzimas (LOURENCO,
2006). COHEN; KHOZIN-GOLDBERG (2006) observaram os efeitos
da limitacdo de fosfato na produtividade de &cidos graxos em Monodus
subterraneus. Os cultivos foram realizados com meio cultura Blue
Green (BG11). As concentragdes de fosfato testadas foram 175 pM
K,P O, (cultivo controle) e 52,5 uM, 17,5 uM e 0,0 uM K,P O, (restricdo
de fosfato). A proporc¢éo de &cidos graxos poli-insaturados, EPA, decaiu
de acordo com a limitacdo do nutriente no meio, as concentragdes
encontradas foram de 28,2 %, 20,8 %, 19,4% e 15,5% (total de acidos
graxos), respctivamente. Por outro lado, houve um incremento da
proporcdo de lipideos polares e triacilglicerideos.

A deficiéncia de fosforo no meio afeta o perfil lipidico da célula
com mais intensidade do que afeta a quantidade de lipidios produzidos,
ja que o fosforo faz parte dos fosfolipidios. A limitacdo deste nutriente
direciona o metabolismo da microalga para a producdo de
triacilglicerideos saturados e lipideos neutros, e ainda causa uma
diminuicdo de 4cidos graxos poli-insaturados (SIRON, GIUSTI,
BERLAND, 1989).

Segundo JUSTIC etal. (1995), a razdo de Redfield ideal para o
fitoplancton é Si:N:P= 16:16:1, especialmente para diatoméaceas, que
sdo constituintes abundantes do fitoplancton costeiro. As diatomaceas
possuem demanda alta por silicio tanto quanto de nitrogénio,
recomendando-se a propor¢ao igual desses dois elementos. Em situacfes
de limitagdo por silicio, verifica-se a diminuicdo da espessura da parede
celular dessas algas (LOURENCO, 2006). A baixa disponibilidade de
silicio induz nas diatoméceas 0 aumento na producao de lipidios (KYLE
et al., 1986). Possivelmente, por ndo conseguir construir a frastula,
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devido a falta de silicio, a diatomacea, sob estresse metabdlico, passa a
produzir substancias que permitam a sua sobrevivéncia, como lipideos
de reseva.

O carbono é o elemento necessario em maiores quantidades para
algas, pois constitui em torno de 50% da biomassa seca. Algumas algas
autotroficas fixam apenas carbono inorganico, enquanto outras
assimilam outras fontes de carbono, como CO, e carbono organico. Se a
alga consegue assimilar mais carbono, aumenta sua produgdo de
carboidratos, proteinas e lipidios (DERNER, 2006).

A irradiancia também promove efeito indireto sobre a producéo e
conteudo lipidico da microalga. As células sdo expostas a diferentes
valores de irradiancia. Os valores maximos atingem as células
localizadas na superficie e os valores minimos ou zero no centro. As
células expostas & alta irradidncia sofrem fotoinibicdo enquanto as
células localizadas no centro sofrem fotolimitagcdo; esses dois
fendmenos sdo responsaveis pela taxa de crescimento microalgal. Um
estudo realizado com cultivos controlados de Isochrysis galbana
mostrou que altos valores de irradiancia promoveram alta fotoinibicéo,
diminuindo a porcentagem de &cidos graxos por biomassa seca,
principalmente EPA (MOLINA-GRIMA et al., 1995).

Portanto a taxa de crescimento determina ndo somente a
producdo de biomassa, como também a composicdo lipidica dessa
biomassa. Quando a taxa de crescimento é alta, o contetdo lipidico
formado por acidos graxos poli-insaturados € realtivamente baixo
(&cidos graxos estruturais). Em condicGes ideais de crescimento o teor
de lipideos é alto e constituido em maioria por acidos graxos saturados.
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2. Hipoteses de trabalho

O presente trabalho considerou estudos prévios realizados em
Santa Catarina e Rio Grande do Sul sobre a ecologia e ecofiosiologia da
diatoméacea de zona de arrebentacdo Asterionellopsis glacialis, para
explorar de forma experimental as possiveis aplicabilidades dessa
espécie. Trata-se de um trabalho de bioprospeccdo, baseado em
informacdes ecoldgicas fundamentais j& estabelecidas na literatura ou
nos bancos de dados de laboratorios regionais.

Assim, sabendo-se;

¢ Da ocorréncia frequente de eventos de floracdo/acumulacéo da
espécie em praias arenosas dissipativas e intermediarias da regido
(RORIG, 1997; RORIG et al., 1997; RORIG; GARCIA, 2003; RORIG
et al., 2006; ODEBRECHT et al., 2010)

eDa extrema dominancia dessa espécie nesses ambientes
(RORIG; GARCIA, 2003; RORIG et al., 2006; ODEBRECHT et al.,
2010);

e Da reconhecida influéncia dessa alga sobre populagdes
bacterianas ambientais (ABREU et al., 2003);

e Da possibilidade de cultivo da espécie em laboratorio
(RIQUELME et al., 1988; ABREU et al., 2003);

e Do fato de essa espécie ser o principal item alimentar de
importante recurso pesqueiro regional (tainha) (VIEIRA SOBRINHO,
1985);

e Do, em geral, relativamente alto teor em lipideos das
diatomaceas (GRAHAM et al., 2012); formularam-se as seguintes
hipoteses de trabalho:

e A. glacialis apresenta elevada taxa de crescimento, sendo
exigente quanto & concentracdo de nutrientes e mostrando elevado
potencial para produgdo de biomassa Util em cultivos com condigdes
controladas e otimizadas.

¢ A. glacialis produz exsudatos com potenciais atividades anti-
microbianas (fungos e bactérias) e/ou alelopaticas capazes de explicar,
ao menos em parte, a sua extrema dominancia no plancton das praias
onde ocorre.

e A. glacialis apresenta teor de lipideos relativamente elevado, o
qual pode ser otimizado manipulando-se as condi¢des de cultivo, para
considera-la um recurso importante na obtencdo de lipideos para
biodiesel e &cidos graxos para propdsitos nutracéuticos.
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Para testar essas hipGteses, foram adotadas abordagens
experimentais convencionais, envolvendo o isolamento, cultivo e analise
da biomassa e exsudatos produzidos pela espécie.
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3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Caracterizar aspectos ecofisioldgicos de cepas da diatomacea de
zona de arrebentacdo Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round e
caracterizar sua composicdo bioquimica sob diferentes condi¢bes de
cultivo.

3.2. Obijetivos especificos

e Verificar se células em cultivo apresentam alteracGes
morfoldgicas na fristula e reproducdo sexuada com a presenca de
auxésporo.

e Comparar o crescimento das células cultivadas em meio de
cultura F/2 (GUILLARD, 1975) e meio de cultura IMR (EPPLEY etal.,
1967) sob condicGes de cultivo padrao.

o Verificar se Asterionellospsis glacialis promove efeito de
inibicdo ao crescimento de bactérias heterotroficas, fungos e sob a
diatomacea Phaeodactylum tricornutum.

e Determinar o teor de lipideos e o perfil de acidos graxos da
biomassa de Asterionellopsis glacialis obtida em cultivo.
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4. METODOLOGIA

No presente trabalho, duas cepas de Asterionellopsis glacialis
foram estudadas:

I. Cepaisolada a partir de uma floracdo na praia de Navegantes —
SC, no ano de 2009.

Il. Cepaisolada a partir de uma floragdo na praia do Rincdo Igara—
SC, em 2013.

Ambas sdo praias arenosas expostas, intermediarias a
dissipativas, com registro frequente de floracdes ou acumulacbes de
diatomaceas de zona de arrebentacdo (surf diatoms). No caso da praia de
Navegantes, duas espécies foram registradas: Asterionellopsis glacialis
e Anaulus australis. Na acumulacao registrada na praia Rincdo, somente
A. glacialis foi registrada. Na Tabela 4 sdo apresentados os dados da
localizacdo das duas praias citadas, dos pontos de coleta do material,
além de caracteristicas morfodindmicas no momento das coletas.

Tabela 4. Caracteristicas dos locais onde foram coletadas as amostras das quais
foram isoladas as cepas de Asterionellopsis glacialis utilizadas nesse trabalho.

Carcateristicas Cepa (a) - Navegantes Cepa (b) - Rincédo
Localizacdo Praia de Navegantes, litoral Praia do Rincdo litoral
centro-norte de SC sul de SC
Coordenadas 26°51°34”°S e 48°38°04”°W 28°42°12”S e
49°16°54”W
Extensdo da praia 9,7 km (dos molhes do rio 62 km (da barra do rio
arenosa Itajai até promontério da Ararangua até o Cabo e
Ponta Negra) Santa Marta)
Dados ambientais durante a coleta
Data Setembro de 2009 Julho de 2013
Largura da zona 200 m 260 m
de arrebentacdo™
Altura de onda* 100 cm 120ncm
Periodo de onda* 12s 14s
Salinidade” 29 30
Vento Sul, moderado Sudeste, moderado

*Determinagdo visual, conforme RORIG (1997).
*Determinado com refratometro.

Para facilitar a compreensdo, 0s procedimentos sequenciais estao
apresentados na Figura 2. O isolamento, condi¢Ges de cultivo padréo e
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manutengdo das cepas foram realizados no Laboratério de Ficologia
(LAFIC) da UFSC, assim como as taxas de crescimento e morfologia
em diferentes meios de cultivo (F/2 e IMR). A inibicdo da
bioluminescéncia bacteriana (LUMISTOX) foi testada no Laboratério
de Microbiologia Aplicada (LAMA) da UNIVALI, no municipio de
Itajai. Os testes de inibicdo do crescimento de microrganismos foram
realizados no Laboratorio de Produtos Naturais da UFSC. A atividade
alelopética sobre a diatomacea Phaeodactylum tricornutum foi avaliada
no LAFIC da UFSC. A liofilizagdo da biomassa microalgal foi feita no
Laboratorio de Algas Marinhas (LCA) da UFSC. O teor e caracteriza¢éo
do perfil de lipideos foram realizados na EPAGRI — Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina, no
municipio de Itajai. Com a cepa Rincdo foram aferidos dados
ambientais, coleta de agua para isolamento unialgal, para posterior
producdo de cultivo estatico e aerado para producdo de taxa de
crescimento, biomassa, testes antimicrobiano, antibacteriano e
antimicroalgal e para producao de cultivo aerado para extragdo lipideos,
coleta de biomassa ambiental para a realizagdo de testes
antimicrobiologicos e extracdo de lipideos. Com a cepa Navegantes
foram aferidos dados ambientais, coleta de &gua para isolamento
unialgal, a fim de posterior producédo de cultivo estatico para producao
de taxa de crescimento e teste antibacteriano e para producéo de cultivo
aerado para extracdo de lipideos.






51

Figura 2. Sequéncia de procedimentos executados desde a coleta até os

processamentos. Obs.: o0s procedimentos em cor azul foram executados com

ambas as cepas (Rincdo e Navegantes); os procedimentos em cor vermelha
foram realizados apenas com a cepa Rincéo.
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4.1. Amostragens

Foram realizados estudos com cepas de origens diferentes: cepa
Navegantes, previamente coletada na praia de Navegantes no municipio
de Navegantes no ano 2009, e cepa Rincéo, coletada na praia do Rincéo,
no municipio de I¢ara, no ano 2013 (Figura 3).

A cepa Rincéo foi mais intimamente trabalhada. Com a cepa
Rincdo a coleta de agua foi realizada com balde em superficie na zona
de arrebentacdo a profundidade de 50 cm. Imediatamente ap6s a coleta
foram determinadas temperatura e salinidade para fins de ajuste do meio
de cultura a ser posteriormente confecionado para as tentativas de
isolamento de Asterionellopsis glacialis. Abiomassa microalgal da cepa
Rincdo foi coletada com arrasto de rede de plancton com malha de
20pm com sucesivos arrastos para concentracdo do material. A
biomassa da cepa Rincéo foi acondicionada em potes, disposta em caixa
térmica e levada ao Laboratério de Ficologia (LAFIC) da UFSC para
posterior processamento.

Ao chegar ao LAFIC, a biomassa foi dividida em trés porcdes.
Uma parte foi lavada com agua e passada por peneira € 0 excesso de
agua foi retirado; essa biomassa foi denominada “biomassa lavada”.
Outra parte foi somente passada por peneira para retirada do excesso de
agua; essa por¢do foi denominada “biomassa ndo lavada”. A terceira
parte ndo sofreu tratamento posterior a coleta, portanto esta parte foi
denominada “biomassa bruta”. Todos os potes foram acondicionados em
freezer, até 0 momento da utilizacdo do material para as analises.

A coleta da cepa Navegantes foi realizada em 2009 e previamente
isolada pelo Laboratério de Microbiologia Aplicada (LAMA) da
UNIVALI. Os dados apresentados neste trabalho foram previamente
processados, porém ndo foram divulgados até o presente momento.
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Figura 3. Acumulacbes da diatomacea Asterionellopsis glacialis na zona de
arrebentacdo e sobre a areia na praia do Rincdo, municipio de Balneério Rincdo
- SC.

Fonte: Honorato, 2013.
4.2. Metodologia da analise morfologica

Para a verificacdo das possiveis alteracfes morfol6gicas, uma
aliquota do cultivo de Asterionellopsis glacialis era colocada em uma
lamina de vidro, fixada com uma laminula e levada ao microscopio
Optico. Apb6s essa observacdo prévia, a amostra era levada ao
microscépio LEICA (MODELO DM 2500) para fotografar as células
desejadas. Para parametros de comparacdo, células de A. glacialis
oriundas do ambiente natural foram fotografadas assim que a amostra
chegou da coleta.

4.3. Teste inibicdo da bioluminescéncia da bactéria Vibrio fischeri —
lumistox

O lumistox é um bioensaio baseado nas alteracBes da
bioluminescéncia da bactéria Vibrio fischeri quando exposta a algum
estressante ou toxico. Quanto maior for a inibicdo da emissdo de luz, em
relacdo a um controle, maior é a toxicidade da amostra (ISO 11348-1,
1998). O teste lumistox foi realizado em triplicata em diferentes
concentracdes dos exsudatos dos cultivos das duas cepas e no caso da
cepa Rincdo foi realizado também com o exsudato retirado do ambiente
natural (Acumulacdo Rincdo). Esses testes foram realizados no



55

Laboratério de Microbiologia Aplicada - LAMA (UNIVALI), sob a
responsabilidade do Oceandgrafo César Augusto Stramosk.

Para a conducédo dos testes foram utilizadas diferentes dilui¢fes
do exsudato, conforme a tabela 4, além de controles constituidos pelos
meios de cultura da bactéria V. fisheri. A tempeartura era mantida pelo
termobloco experimental do sistema lumistox. O inéculo de bactérias
constituia a cultura principal, que foi adicionada as amostras
(exsudatos). Apdsa ambientacdo das amostrase do controle, era feita a
inoculacdo do cultivo padrdo (500 pL) de bactérias e determinada a
luminescéncia inicial de cada amostra e do controle utilizando-se um
Luminémetro lumistox 300 Hach-Lange, e a final ap6s 30 minutos de
exposicao de células (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas dos testes lumistox realizados com os exsudatos de
cultivos e do ambiente natural (floragdo de Asterionellopsis glacialis).

Origem Exsudato Diluicbes Temperatura
Cepa Navegantes Cultivo 3%; 6%; 15°C
12%; 25%;
50%
Cepa Rincédo Cultivo F/2 50%:; 80% 15°C
Cultivo IMR
Acumulacdo Rincdo Ambiente Natural 50%; 80% 15°C

4.4. Teste inibicdo de crescimento microalgal — Phaeodactylum
tricornutum

Para o teste de inibicdo do crescimento microalgal, aplicado para
verificacdo de efeito alelopatico, utilizaram-se apenas os exsudatos
enriquecidos oriundos do cultivo de Asterionellopsis glacialis em meio
f/2. Foram realizados 5 tratamentos com triplicatas cada, conforme
Tabela 6, totalizando 15 frascos. Em cada frasco foi colocado o volume
determinado e inoculado 5 mL de cultivo de Phaeodactylum
tricornutum. No momento da montagem do teste (T0O) uma aliquota foi
retirada, apds o indculo ser realizado e cultivo ser homogeneizado,
fizeram-se as leituras de clorofila-a in vivo e turbidez no
espectrofotdmetro (750 nm) (ANEXO I1I1). Apds as leituras essa
aliquota foi fixada com lugol 4% para posterior contagem de células. Os
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frascos foram depositados em bancada, no cepario, sob condi¢cdes de
cultivo padrdo. As mesmas leituras foram feitas nos tempos T72 e T96.

Tabela 6. Caracteristicas do teste de inibicdo do crescimento microalgal, teste
realizado em triplicata (A, B, C).

Volume de

Identificagdo  exsudato Volume de

das amostras  enriquecido meio (mL)
(mL)

100 A 100 0

100B 100 0

100C 100 0

50 A 50 50

50B 50 50

50C 50 50

25A 25 75

25B 25 75

25C 25 75

10 A 10 90

10B 10 90

10C 10 90

0A 0 100

0B 0 100

0C 0 100

4.5, Taxa de crescimento dos cultivos

Para determinar a taxa de crescimento do cultivo foram montados
dois sistemas. Um sistema feito com auxilio de um shaker, a fim de
analisar a diferenca da taxa de crescimento das células sob sistema de
agitacdo. E outro sistema estatico, feito em bancada. Foram montados
dezesseis frascos erlenmeyer de 250 mL, boca larga. O teste foi feito em
quatro réplicas, totalizando em oito frascos com meio de cultura f/2 e
oito frascos com meio de cultura IMR, sendo quatro frascos de cada
meio de cultura dispostos em shaker e quatro frascos dispostos em
bancada . Foram inoculados em cada frasco, 5mL de cultura de A.
glacialis, sendo 4 frascos semeados em meio f/2 e quatro frascos
semeados em meio IMR. Estes ficaram depositados em bancada dentro
do cepario, nas condicGes de cultivo padrdo. Da mesma forma 4 frascos
semeados, em meio f/2 e 4 frascos semeados, em meio IMR foram
colocados em agitagdo em um shaker na cadmara de cultivo do LAFIC —
macroalgas. Os frascos ficaram sob agitacdo 24h por dia, sob condi¢des
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de cultivo padrdo. No TO (dia da montagem do teste) 3mL de amostra
dos cultivos foram retirados, apds homogeneizacdo, para leitura de
turbidez e clorofila a in vivo. Apos as leituras, essa amostra foi fixada
com duas gotas de lugol 4% para posteriores contagens. As leituras € a
fixacdo de amostra foram feitas nos tempos, TO, T48h, T72h, T96h,
T120h e T144h. As contagens foram feitas no microscopio Optico
(200x) em cémara de Sedgewick-Rafter.

4.6. Quantificacdo do fitoplancton

A quantificacdo foi efetuada por contagem dos organismos
presentes num volume conhecido, usando cdmaras de contagem de
Sedgewick-Rafter com volume de 1 mL (50 x 20 mm x 1 mm de
profundidade). Faz-se a contagem do quadrado central, a fim de contar
100 células, caso esse valor ndo seja atingido, contam-se 5 campos a
direita ou a esquerda para fazer a proxima contagem e assim
sucessivamente até atingir as 100 células necessarias. Adotou-se como
critério a contagem de células com 50% ou mais da area para dentro do
campo de contagem.

A partir dos dados obtidos foram calculadas as taxas de
crescimento e duplicacdo conforme COOMBS; HALL (1989), através
das equacdes exponenciais:

Equacdo 1. Equacdo para cdlculo da taxa de crescimento de Asterionellopsis
glacialis.
{In."u} —InN,)
u T,

Onde:

u é a taxa de crescimento celular exponencial;

N, é a densidade de células inicial (cél.mL™);

N¢ é a densidade de células final (cél.mL™);

T¢ é o intervalo de tempo entre a medida inicial e final (48h).

Foi calculada também a taxa de crescimento diaria através da
equacdo (2):

Equacdo 2. Equagdo para calculo da taxa de crescimento diario de
Asterionellopsis glacialis.
Mp = U x24
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Onde:

Hp é a taxa de crescimento celular exponencial diario;
U é a taxa de crescimento celular exponencial por hora;
24 é o tempo em horas referentes a um dia.

Por fim, foi calculado o tempo de duplicagdo diaria (G) — tempo
necessario para a populacdo duplicar a sua densidade, conforme a
equacao (3):

Equagdo 3. Equacdo do tempo de duplicacdo da populacdo de Asterionellopsis
glacialis.

In(2
;@
Up

Onde:

G ¢ o tempo de duplicacdo da populacéo;

Ln (2) é o logaritmo natural de 2 a base 10;

Hp é a taxa de crescimento celular exponencial diério;

4.7. Teste inibigdo ao crescimento microbiano

A atividade biol6gica anti-microbiana foi realizada no
Laboratorio de Produtos Naturais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
UFSC. Esse teste foi feito com a biomassa lavada da floracdo de
13/07/2013; ametodologia foi seguida de acordo com DE ALMEIDA et
al. (2012): 10g de biomassa, os quais foram lavados com formiato de
amonio (0,5M) na proporc¢éo de duas partes de formiato de aménio para
uma parte de biomassa, a fim de remover o sal. Deixou-se o formiato
agir durante 5 minutos, centrifugou-se a amostra durante cinco minutos
a 4.000 rpm, retirou-se o sobrenadante e a biomassa sedimentada no
tubo foi ressuspensa com mais formiato de amonio (2:1). Repetiu-se
esse processo por mais trés vezes. A biomassa dessalinizada foi
exaustivamente extraida com etanol 92%. O extrato resultante foi
concentrado sob presséo, resultando em uma fracdo aquosa, uma fragdo
de hexano e uma fragdo de butano. Todas as fracGes foram testadas para
propriedades antifingicas, antibacterianas e antiprotozoa. As atividades
antimicrobianas foram avaliadas por difusdo de disco (OLIVEIRA et al.,
2005 ) com algumas modificacdes. Os discos de papel de filtro (6mm)
foram impregnados com 20ul das solucBes de extratos e em seguida
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colocados em placas agar Muller-Hinton (HIMEDIA), os quais foram
inoculados com o microrganismo a ser testado de acordo com o
protocolo padrdo descrito por CLSI/NCCLS (2002). As placas foram
incubadas a 35 + 1°C, e depois de 18h os didmetros da zona de inibicdo
foram medidos. Discos de papel contendo somente os solventes foram
usados como controle negativo. Os organismos testados foram:

o Clostridium sporogenes,

e Staphylococcus aureus,

o Staphylococcus epidermidis,

e Enterococcus faecalis,

e Streptococcus pneumonie,

e Streptococcus pyogenes,

¢ Enterobacter cloacae,

e Escherichia coli,

¢ Enteroccocus faecalis,

o Klebsiella pneumoni,

¢ Salmonella typhimurium,

e Shigella flexneri,

o Pseudomonas aeruginosa,

e Candida albicans,

o C. tropicalis.

4.8. Lipideos

As biomassas dessalinizadas das cepas foram colocadas em
placas de petri, devidamente identificadas e liofilizadas. A biomassa
liofilizada foi transferida para tubos falcon de plastico (15mL),
identificados e congelados. Para a extragdo dos lipidios, 100mg de
liofilizado foram solubilizadas em 5mL de uma solucdo 5% de HCl em
metanol, mantidos a 80°C por uma hora. Em seguida, foi adicionado 1
mL de agua e 2mL de hexano, com forte agitagdo dos tubos das
amostras e deixado para separacdo de fases. A fase de hexano foi
transferida para outro tubo e o processo foi repetido 3 vezes. Em um
bloco aquecido a 60°C e sob fluxo de ar, o hexano foi evaporado até a
secura. A massa de lipideos resultante do processo serviu entdo para a
determinacdo de lipideos totais e ja se constituiu na amostra a ser
utilizada no processo de derivatizagdo para determinacdo do perfil de
acidos graxos, utilizando-se a metodologia proposta por HARTMAN;
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LAGO (1973), com pequenas modificagdes. No tubo contendo os
lipideos, adicionou-se 1mL da solucdo de saponificacdo (KOH a 0,5N
em metanol), sendo deixados para reacdo em bloco de digestdo a 80°C
por uma hora. Apos esta etapa, adicionaram-se 2,5 mL de solucdo
metanolica acida 1M (H,SO,) nos tubos onde foram levados novamente
ao bloco e deixados por mais uma hora a 80°C.

Apds a esterificacdo os tubos foram deixados para resfriar e
posteriormente adicionaram-se 2mL de n-hexano, para extrair os esteres
metilicos de &cidos graxos. ApoOs agitacdo dos tubos no vortex,
aproximadamente 1mL da fase n-hexano foi transferida para um tubo
adequado ao injetor automatico do cromatégrafo gasoso.

Para a determinacdo do perfil de &cidos graxos foi utilizado
cromatografo a gas Shimadzu 17A, equipado com o detector de
ionizagdo de chama (FID) e coluna capilar Supelco SP2340 (60m x
0,25mm x 0,2um). As temperaturas do detector e injetor foram de 260°C
e 240°C. A temperatura da coluna inicia-se com 120°C por 5 minutos e
aumenta gradualmente 4°C.min* até a temperatura final de 240°C,
permanecendo assim por 5 min. O gas de arraste (H,) apresenta
velocidade linear de 17cm.s™, o que corresponde ao fluxo na coluna de
0,67mL.min%. O volume de injecdo — 1 uL — foi normalmente utilizado
com razao de split de 1:100, podendo tanto o volume quanto a razdo de
split serem alterados em funcdo da concentracdo da amostra. A
identificacdo dos picos é efetuada pela comparacdo dos tempos de
retencdo dos picos caracteristicos com o padrdo de ésteres metilicos
(Supelco 37 components FAMEs Mix, ref. 47885-U). A quantificacdo
foi realizada pela razdo da area do pico do éster metilico de interesse,
em relacdo a 4area total dos picos identificados, expressa em
percentagem.
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5. RESULTADOS

5.1. Morfologia celular de Asterionellopsis glacialis no ambiente
natural e em cultivo

As amostras coletadas durante o evento de floracdo/acumulacéo
de 07 de julho de 2013 mostraram composicdo monoespecifica, sendo
constituida basicamente por Asterionellopsis glacialis. A densidade de
células alcancou 6,3x10” cél.L™?. As células apresentavam grandes
colénias, espiculo longilineo e sem deformac@es (Figura 5 A e B).

Com o acompanhamento microscépico dos cultivos ja isolados,
verificou-se que 0s mantidos em meio F/2, apés 15-20 dias,
apresentaram alteracGes morfoldgicas, entre elas, encurtamento da
fristula, contorcdo do espiculo (torna-se curvo) e presenca de
auxésporos. A quantidade de células por colbnia diminuiu, resultando
em aproximadamente 3-5 células por colbnia, aumentando o nimero de
células isoladas. O cultivo em meio F/2 teve também grande ocorréncia
de grumos de células (Figura 5 C, D e E).

Os cultivos mantidos em meio de cultura IMR apresentaram
pouca modificacdo morfoldgica com o passar do tempo, auséncia de
auxosporos e pouca ocorréncia de grumos de células. As células se
encontravam em forma de coldnias, formadas por aproximadamente 6-8
células; chegando a 12 células, notou-se que o ndmero de colbnias
aumentava com o desenvolvimento do cultivo, ou seja, no final da fase
estaciondria as células se agrupavam em col6nia com maior nimero
celular (Figura5 F, G e H).
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Figura 4. Fotomicrografias Opticas em campo claro de Asterionellospsis
glacialis. (A) células em cadeia espiralada, coletadas em campo. Escala: 20um;
(B) célula individual de ambiente natural, escala: 8 pum; (C) células em cadeia
em meio de cultura F/2, escala: 20 pm; (D) células em grumos em meio de
cultura F/2, escala: 20 pm; (E) possivel auxdsporo em meio de cultura F/2,
escala: 20 pm; (F, G e H) células em cadeia em meio de cultura IMR, escala: 20

pm
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5.2. Parametros ecofisiolégicos das cepas de Asterionellopsis
glacialis.

As curvas de crescimento foram obtidas através da média da
triplicata. Observando as curvas de crescimento microalgal obtidas
(Figura 6), nota-se que o meio de cultura IMR possibilitou um grande
incremento celular nas primeiras 48h do cultivo. A densidade celular no
cultivo estatico chegou a maxima de 4,4 x 10* céls.mL™* e a densidade
celular no cultivo com aerado chegou a maxima de 6,7 X 10* céls.mL ™.
Em ambos os sistemas, logo ap6s o pico de incremento celular, apés 48h
do inicio, o cultivo comecou a decair; entre 48h e 96h ocorreu o declinio
da densidade celular e ap6s 96h houve a estagnacao do sistema.

Diferentemente do meio IMR, o meio de cultura F/2 gerou
melhor resultado quando aplicado a sistemas de cultura estaticos (Figura
6). A densidade celular do cultivo com aeracéo alcancou o pico de 1,3 x
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10* cél.mL™ em 48h, decaindo até o 72h e estabilizando apés este
periodo, mantendo o nimero de células estavel; entretanto, observou-se
qgue apdés 144h ocorreu a juncdo das células em grumos, o que
inviabilizou a contagem celular.

No cultivo realizado sob sistema estatico, a densidade celular
chegou a 2,2 x 10* cél.mL™ em 48h, decaindo progressivamente até
144h, chegando a minima de 1,2 x 10* cél.mL™, quando n&o foi mais
possivel realizar a contagem celular devido aos grumos formados.

Figura 5. Graficos da densidade celular de Asterionellopsis glacialis (céL.mL™)
comparativa entre meios de cultura F/2 e IMR. (azul) densidade celular em
meio de cultura IMR em sistema estatico e aerado (vermelho); (b)densidade
celular em meio de cultura F/2 em sistema estatico (verde) e aerado (roxo).
Barras de erro padrdo calculado através do desvio padrdo das médias das
réplicas.
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A taxa de crescimento, ou taxa de divisdo diaria variou de acordo
com o meio de cultura e com o método empregado ao cultivo. A taxa de
crescimento das células de A. glacialis, por hora (p), por dia (Up) € 0
tempo necessario para uma divisdo completa (G), cultivadas no meio de
cultura F/2 e IMR em sistema estatico e aerado sdo apresentadas na
tabela 7. As taxas foram calculadas pela media das triplicatas,
considerando como tempo final o periodo de maior densidade celular
registrada em 72h.
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Tabela 7. Taxas de crescimento de Asterionellopsis glacialis em meio de cultura
F/2 e IMR, em sistema de cultivo estatico e aerado. Taxa de crescimento por
hora (u (h™); Taxa de crescimento por dia (i, (d™V)); Taxa de divisio (G(dias)).
Valores referentes ao tempo de maior densidade celular, 72h.

p(h?) po(d) G (dias)

F/2 - estatico 0,03 0,85 0,81
F/2 - aerado 0,02 0,57 1,24
IMR - estatico 0,02 0,68 1,00
IMR - aerado 0,03 0,88 0,78

A taxa de crescimento de A. glacialis oriunda da cepa Navegantes
foi obtida com cultivos & salinidade 28 PSU devido as condicGes de
aclimatacédo da cepa. A taxa de crescimento obtida foi de 0,4 diat. Taxa
semelhante a encontrada na cepa Rincdo cultivada em meio de cultura
f12.

5.3. Inibicdo da bioluminescéncia bacteriana

Os resultados dos testes LUMISTOX realizados com o0s
exsudatos livres de células e enriquecidos com nutrientes referentes aos
meios de cultura empregados no crescimento das células mostraram que
tanto o exsudato produzido pelo cultivo direto das células coletadas no
ambiente (Exsudato Rincdo) quanto os obtidos de cultivos (Navegantes
e Rincdo; meios F/2 e IMR) apresentaram inibicdo negativa, ou seja,
estimularam a luminescéncia das bactérias. De maneira geral, quanto
maior a concentra¢do do exsudato, maior foi a estimulacdo (Tabela 8).
Para esta bactéria, portanto, o exsudato ndo exerce efeito negativo.
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Tabela 8. Resultados dos testea de inibicdo da luminescéncia de Vibrio fischeri
utilizando exsudatos de Asterionellopsis glacialis obtidos do ambiente e de
cultivos em diferentes meios.

Exsudato Dilui¢do (%) Inibicdo da fluorescéncia

Bloom Rinco 50 -533
80 -9,55

o 50 -7,90

F/2 - Rinco 80 -4.59
. 50 -8,96

IMR - Rincéo 80 -10,69
3 -12,23

6 -57,31

F/2 - Navegantes 12 -90,24

25 -110,28

50 -226,38

5.4. Teste inibicdo de crescimento microbiano (Bactérias gram
positivas, gram negativas e fungos) e microalgal (Phaeodactylum
tricuornutum)

A solucdo de exsudato obtido através do cultivo direto das células
de ambiente natural (Exsudato Rincdo) ndo mostrou efeito inibitério
sobre quaisquer microrganismos testados.

Analisando o0 comportamento de Phaeodactylum tricornutum em
contato com o exsudato enriquecido com nutrientes em diferentes
concentracgdes (Tabela 9) nota-se que em 72 horas houve um estimulo ao
crescimento celular em todas as concentracdes de exsudato, sendo que,
na concentracdo 100% de exsudato, foi observada a menor densidade
celular, de 7, 9 x 10* cél. mL™ e no exsudato com 0% de concentracéo
foi observado a maior densidade celular, chegando a 3,9 x 10° cel.mL™.

No tempo final, passadas 96 horas do inicio do teste, nota-se que
houve uma estabilidade na densidade celular nas concentra¢fes 100%,
50% e 25%. Na concentracdo 10% houve uma menor densidade celular
de 9,2 x 10° cél.mL™, e na concentragio 0% de exsudato foi constatada a
maior densidade celular de 1,4 x 10° cél.mL™.
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Tabela 9. Densidade celular de Phaeodactylum tricornutum sob diferentes

concentracdo de exsudato enriquecido com nutrientes referentes a composicdo
do meio de cultura F/2.

Densidade celular (céls.mL™)
Meio F/2

Concentragdo exsudato (%0) TO T72 T96
0 100 24x10*° 39x10° 14x10°
10 90 1,1x10° 2,1x10° 92x10°
25 75 36x10° 1,4x10° 1,2x10°
50 50 36x10* 1,3x10° 1,2x10°
100 0 53x10* 7,9x10° 1,2x10°

Calculando-se as taxas de crescimento celular (1) para o intervalo
total de tempo (96h), percebeu-se uma taxa maior na concentracdo 0%
de exsudato e menores taxas nas demais concentra¢fes, mas nao sendo
proporcionais as concentracGes (Tabela 10).

Tabela 10. Taxas de crescimento por hora, por dia e taxa de duplicagdo de
Phaeodactylum tricornutum sobre diferentes concentragdes de exsudato.

Concentracio de exsudato (%) uph' pd”

0,042 1,02

10 0,021 0,52

25 0,036 0,88

50 0,036 0,87

100 0,033 0,79

Analisando-se as plotagens de densidade celular de P.
tricornutum nos trés tempos e nas cinco concentragfes de exsudato,
nota-se novamente que ndo houve um padrdo nitido de inibigdo ou
indugcdo no incremento celular entre os diferentes tempos de
amostragem sob as concentragdes de exsudato testadas (Figura 8).
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Figura 6. Grafico da densidade celular (célmL™) de Phaeodactylum
tricornutum sob a influéncia do exsudato de Asterionellopsis glacialis em
diferentes concentragBes durante 96 horas. (azul) 0% de exsudato; (vermelho)
10% de exsudato; (verde) 25% de exudato; (roxo) 50% de exsudato; (azul claro)
100% de exsudato. Barras de erro calculadas através do desvio padrdo das
médias das réplicas.
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5.5. Lipideos

A analise de acidos graxos da cepa Rincéo foi feita em duplicata
para as células cultivadas em meio IMR e em triplicata para as células
cultivadas em meio /2. Com as células provenientes do campo nao foi
possivel realizar a extracdo de lipideos.

A porcentagem de &cidos graxos totais foi maior em meio IMR
do que em meio F/2, entretanto a porcentagem de EPA foi maior em
meio /2 do que em meio IMR, ao contrario dos &cidos graxos saturados,
gue obtiveram maior rendimento em meio IMR do que em meio f/2. Em
ambos foram identificados os acidos graxos saturados, miristico (14:0),
pentadecanoico (C15:0), palmitico (C16:0), estearico (C18:0). E acidos
graxos polinsaturados, oleico (C18:1w-9), linoleico (C18:2w-6) e EPA
(C20:5m-3).

A Tabela 11 apresenta o teor de acidos graxos por massa seca,
quais acidos graxos foram identificados e a sua porcentagem. A cepa
Navegantes apresentou 9,02% de teor de lipideos por massa seca.
Também foram identificados acidos graxos saturados, miristico (14:0)
palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1) , araquiddnico (C20:4»-6) e
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acidos graxos insaturados, EPA (C22:4) e DHA (C24:6), sendo que a
guantidade encontrada de EP A foi 10 vezes superior a quantidade obtida

com as cepas Rincéo.

Todas as cepas foram lavadas anteriormente com formiato de
amonio para retirar o sal presente na amostra, da mesma forma todas as
cepas foram secadas através de liofilizador. Os padrdes quimicos
utilizados na identificagdo dos acidos graxos foram 0s mesmos.

Tabela 11. Valores médios comparativos entre a composicdo e teor de &cidos
graxos de Asterionellopsis glacialis cultivadas em diferentes meios de cultura.

Acidos graxos IMR F/2  Navegantes
Miristico (C14:0) 34,18 40,80 20,2
Pentadecanoico (C15:0) 2,64 240 -
Palmitico (C16:0) 23,05 15,00 9,3
Palmitoleico(C16:1) 3495 32,20 32,2
Estearico (C18:0) 0,80 1,20 -
Oleico (C18:10-9) 164 280 -
Linoleico (C18:2w-6) 1,34 2,00 -
Araquidbnico (C20:4®-6) 45
EPA (C20:50-3) 1,40 360 321
Lipideos totais 13,66 11,22 9,02
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6. DISCUSSAO

6.1. Morfologia celular de Asterionellospsis glacialis no ambiente
natural e em cultivo

Em ambiente natural essas células apresentam valvas
arredondadas (p6lo basal) em vista valvar ou triangular em vista
cingular, que se afunila abruptamente formando uma secc¢éo longa e fina
(haste), muitas vezes apresentando 3-4 vezes o comprimento do polo
basal. As células de A. glacialis cultivadas (condigdes de cultivo padréo)
apresentaram algumas mudancas morfoldgicas com o passar do tempo,
como diminuicdo do tamanho celular, atrofia e entortamento da haste
alongada, aumento do tamanho do polo basal, tornando-se triangulares e
perda de cloroplastos (MANN, 1988). Segundo Korner (1970) A.
glacialis cultivadas durante algum tempo tendem a perder a haste
alongada e passam a apresentar uma forma triangular ou quase circular.

Entretanto, as células cultivadas em meio IMR apresentaram
alteracBes morfologicas menos evidentes ou praticamente nulas. As
células mantiveram a haste alongada e reta, o pélo basal se manteve em
forma arredondada, e as células ndo diminuiram significativamente de
tamanho.

Além disso, com o passar do tempo, as células de A. glacialis
passaram a formar cadeias celulares maiores, ao passo que as células
cultivadas em meio f/2 ndo formaram cadeias celulares, ao contrério,
com o passar do tempo as cadeias celulares desmanchavam, aumentando
0 numero de células isoladas. BARCELOS E RAMOS e colaboradores
(2014) concluiram que, quanto maior a concentracdo de diéxido de
carbono (CO,) no meio de cultura, seja por resultado da alta biomassa
ou introduzido artificialmente, maior era o nimero de células formando
cadeias. Isso possivelmente ocorre porque mudancgas quimicas na dgua
podem influenciar a forca ou a secrecdo de polissacarideos de ligacdo
(as células anexar nos apices de valvulas por polissacarideos que
formam exalavam blocos de mucilagem), especialmente quando
carregados, e, potencialmente, afetar a formacdo de cadeias
(KOOISTRA et al., 2007). A alta biomassa produzida no ambiente de
cultura aumenta a concentracdo de CO, no meio, o meio de culura IMR
promoveu maior producdo de biomassa, possivelmente alta
concentragdo de CO, no meio e maior numero de longas cadeias
celulares.
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As células cultivadas em meio IMR também néo apresentaram a
formacdo de auxdsporos, enquanto que células cultivadas em meio /2
apresentaram formacao de auxdsporo. A forma morfoldgica das células
em cultivo muitas vezes tende a mudar com o tempo, fazendo com que
as células em algum momento cheguem a sua menor dimenséo. Quando
esse fendmeno acontece, ha uma restituicdo abrupta do tamanho original
das células em pouco tempo através da reproducdo sexual, o qual
envolve a formagao de células especiais, chamado auxdsporos (MANN,
1988).

No meio F/2 pode-se observar a formacdo dessas células,
devido ao fato de elas surgirem também quando as condi¢cGes ambientais
ndo estdo favoraveis (MANN, 1988).

Um dos principais diferenciais das diatoméaceas em relacdo as
outras microalgas é o fato de que elas requerem silicio para o seu
desenvolvimento. Existem algumas formas de calcular a concentracéo
requerida de SiO, pelas diatomaceas como a area de superficie celular,
volume celular, peso de SiO, por pm? ou pela porcentagem de Si por
volume celular. Este ultimo pardmetro considera que a concentracao de
0,25a 1,1 pg Si.um™ por células de diatomaceas é considerada um valor
relativamente alto, por exemplo, o Si contida em Cyclotella glomerata,
gue possui um tamanho celular de 7 x 5 pum, foi calculado em 100 pg
Si.célula™. Cyclotella cryptica, espécie de maior tamanho do que a
citada anteriormente, possui uma concentracdo de Si de 7 a 11 pg
Si.célula, valor que corresponde a 20 a 30% de SiO, por peso seco.
Estima-se que células menores de diatoméceas requerem uma maior
concentracdo de silica ao seu desenvolvimento do que células grandes
(WERNER, 1966).

A concentracdo final de silicato de sédio em meio de cultura f/2
equivale a 0,005 Molar, enquanto a concentracdo de silicato de sédio em
meio de cultura IMR equivale a 0,012 Molar. Portanto hd mais duas
vezes mais silicato no meio IMR do que no meio f/2. Outra diferenca
importante é a razdo molar entre os nutrientes Si:N:P nesses meios, que
é de 15:5:1 no meio IMR e 4,5:11:1 no meio f/2. Ou seja, além de mais
silicio, 0 meio IMR apresenta mais fosforo que o f/2. O meio f/2 é
reconhecido com um meio de manutenc¢do de diatomaceas. Ja o IMR
tem sido citado como meio para producdo de biomassa, especialmente
em espécies de crescimento rapido, que requerem mais silicio e pouco
tempo para a formacao das frastulas (LOURENCO, 2006).

As diatomaceas ndo se desenvolvem na auséncia ou baixa
concentracdo de SiO, no meio de cultura, pois hd a inibicdo do
crescimento, inibicdo da sintese de DNA e de proteinas, entre outros
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(WERNER, 1977). Asterionella formosa, por exemplo, é uma
diatomacea exigente em termos de concentracao de silica na agua, e sua
biomassa abaixa abruptamente em concentracdes abaixo de 140 pg.I?,
enquanto outras espécies ainda crescem bem nestas concentragdes
(VIEIRA, 2000). Estudos indicam que o elemento germanio (Ge(OH),)
promove a inibicdo do crescimento de diatoméceas devido a inibicdo da
fotossintese, mas ndo influencia no crescimento de outras microalgas. O
germanio apresenta alta toxicidade e promove alterages quimicas e
morfoldgicas nas células. (LEWIN, 1966; WERNER, 1966). O
germanio possui propriedades quimicas semelhantes ao silicato e pode
atuar como seu substituto quando a relacdo molar entre Ge:Si apresentar
uma limitacdo por silicato. Lewin(1966) mostrou que o crescimento de
Navicula pelliculosafoi completamente inibido quando a relagdo molar
Ge:Si foi >1.

Outro fator determinante para a morfologia celular foi o uso de
aeracdo no sistema de cultivo. A turbuléncia foi fundamental para a
melhora do aspecto morfol6gico. Segundo TALBO E BATE (1988), a
diatomacea de zona de arrebentacdo Anaulus birostratus possui um
mecanismo conhecido como falsa flutuabilidade, que auxilia na
migracdo vertical das diatomaceas epibénticas, com a liberacdo de
mucilagem que adere as células em bolhas de ar durante o dia e as
células ao sedimento no final da tarde, podendo assim chegar a uma
profundidade de luz étima para a producdo primaria (DUPREEZ et al.,
1990). Portanto, sdo dependentes da turbidez para realizar essa migracdo
vertical diéria.

Provavelmente A. glacialis € uma espécies muito exigente em
silicato e dependente de fatores ambientais, os quais ndo puderam ser
reproduzidos em cultura, resultando em crescimento menos expressivo,
mas ndo menos eficientes, e tendéncia a alteracbes morfoldgicas.
Portanto as células cultivadas em meio de cultivo IMR apresentaram
menores deformacBes morfoldgicas do que as células cultivadas em
meio de cultura f/2. As células cultivadas em meio de cultura IMR n&o
apresentaram a formg&o de grupos e ndo houve registro de auxasporos,
0s quais indicam a ocorréncia de reproducdo sexuada ou de condi¢des
de estresse, entretanto em cultivo com meio de cultura /2 foi observada
a formacdo de grupos e de auxdsporos.

6.2. Parametros ecofisiologicos das cepas de Asterionellopsis glacialis
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A taxa de crescimento de A. glacialis foi maior em cultivo com
meio IMR e com aeracdo, quando comparado aos outros sistemas de
cultivo (meio IMR/estatico; meio f/2/estatico; meio f/2 aerado). A
aeracdo lancada no fundo do frasco se deu através de mangueiras de
silicone e pipetas, que permitiam a entrada de ar no meio de cultura.

Esse processo de mistura do meio de cultura ajuda as células no
melhor aproveitamento da luz, promove uma distribuicdo homogénea de
nutrientes, favorece a troca de gases e como consequéncia aumenta a
produtividade microalgal (LEE et al., 2006; LOURENGCO, 2006). Para
um bom cultivo, a aeracdo € um fator muito importante para a
homogeneizacdo dos nutrientes evitando, assim, a sedimentacdo das
microalgas (COLLA et al., 2002).

KAIN E FOGG (1958) concluem que a aeracdo no meio de
cultura também foi fator decisivo para 0 aumento da taxa de crescimento
de Asterionella japbénica. Com a utilizacdo da aeracdo, a taxa de
crescimento foi de 1,18 dia™, enquanto que no sistema estatico a taxa foi
de 0,695 dia™. KAIN E FOGG (1958) concluiram também que a taxa
de crescimento de A. japdnica é maior em ambiente natural 0,442 dia™
do que em condicBes de cultura 0,331 dia™.

A. glacialis € uma diatomacea de tamanho relativamente
pequeno e possui crescimento rapido. Outras diatomaceas que possuem
biovolumes pequenos como Synechococcus subsalsus e Chlorella
minutissima tambémapresentamtaxa de crescimento alta, ao passo que
Prorocentrum minimun, espécie de maior volume celular, apresenta
baixa velocidade de crescimento (LAVIN; LOURENCO, 2005).
Espécies com biovolume baixo necessitam de maiores quantidade de
silicato biodisponivel e de boa qualidade quando comparado a espécies
maiores, pois apresentam taxas de crescimento mais elevadas.

Nitrogénio, fosforo e silicio sdo geralmente necessarios pelo
fitoplancton numa proporc¢do de 16N: 16Si: 1P (PARSONS et al., 1984).
Alguns meios de cultura ndo atingem a proporcdo de 16N: 16Sl: 1P
necessario para o crescimento de microalgas. Por exemplo, o meio f tem
N: P> 16, o que torna o meio fdsforo-limitada na fase senescente
(BERGES et al,, 2001). Como os nutrientes tornam-se limitantes
durante o crescimento, as alteracbes na composicdo biogquimica do
fitoplancton assim como a taxa de crescimento, ocorrem de forma
frequente (MORRIS; MCCARTNEY, 1983).

Wolmarans (2012) verificou o crescimento das seis espécies
caracteristicas de zona de arrebentacdo de praias da Africa do Sul, sob
diferentes concentracdes de nitrato, aménio e silicato. A diatoméacea
Asterionellopsis glacialis mostrou-se exigentes a altas concentracGes de
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silicato biodisponivel, atingindo 0,7 divisdes. dia™, em concentrages de
silicato acima de 30 uM, e ndo se desenvolveu em concentracdo abaixo
de 1 uM. Com a cepa Navegantes foi realizada a taxa de crescimento de
A. glacialis em meio f/2 em salinidade 28. Obteve-se uma taxa de
crescimento por dia de 0,456.

A maioria das diatomaceas tem taxa de crescimento maior a
salinidades de 20 — 30 %0. GARCIA e colaboradores (2012) verificaram
gue a diatomacea Thalassiosira weissflogii apresentou maiores taxas de
crescimento quando cultivadas a salinidades 25%o0 ¢ 30%.. Lee e Kim
(2002) realizou um estudo comto o espécies de diatoméceas, cultivando-
as em diferentes concentracdes de nutrientes, temperatura e salinidade.
Concluiram que, das oito espécies testadas, seis obtiveram maiores taxas
de crescimento em salinidades entre 20 ¢ 30%eo.

As células apresentaram melhor desenvolvimento em meio de
cultura IMR. Entre os sistemas de cultivo (aerado e estatico), as células
se desenvolveram mais rapidamente em sistema aerado possivelmente
pela homogeneizagdo do meio de cultura, aumentando a disponibilidade
de nutrientes e pelas caracteristicas da espécie por serem especializadas
a viver em ambientes de turbuléncia.

6.3. Inibicdo do crescimento de micro-organismos (bactérias, fungos e
diatomacea Phaeodactylum tricornutum)

Com a cepa Rincéo isolada e trabalhada neste projeto foram
realizados testes preliminares para prospectar possiveis atividades
biologicas dos exsudatos de Asterionellopsis glacialis sobre
microrganismos e sobre a diatomacea Phaeodactylum tricornutum.

Os exudatos das duas cepas ndo reportaram atividade bioldgica
inibidora ao crescimento dos organismos testados. Porém, a cepa Rincédo
apresentou uma breve inibicdo ao crescimento da diatoméacea
Phaeodactylum tricornutum e um estimulo ao crescimento da bactéria
Vibrio fischeri.

Possivelmente os resultados foram influenciados pela baixa
concentracdo do exsudato de cultivo se comparado ao exsudato
produzido por A. glacialis em ambiente natural. Provavelmente, se
possiveis compostos estivessem mais concentrados, 0s testes
apresentariam mais efeitos. Leva-se em consideracdo também que a
diatomacea P. tricornutum utilizada no teste de inibicdo de crescimento
era a Unica disponivel para o teste, porém sabe-se que esta espécie
possui efeito alelopatico comprovado (SHARP et al., 1979), ndo sendo,
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portanto considerada a espécie mais indicada a este teste. A espécie
Skeletonema costatum, que € sensivel a uma série de compostos
guimicos e utilizada em testes ecotoxicoldgicos, poderia ser uma boa
alternativa para esse teste, entretanto, o laboratério néo dispunha de cepa
dessa espécie no momento dos experimentos.

Algumas diatoméaceas tém demonstrado possuir atividade
bioldgica, principalmente atribuida aos derivados de &cidos graxos
livres. No entanto, um grupo de compostos interessante denominado
Asterionellina foi encontrado em uma espécie de diatomacea marinha de
Asterionella, género hoje mudado para Asterionellopsis, ou seja,
provavelmente os autores se referem a mesma espécie estudada no
presente trabalho. As estruturas até entdo sem precedentes precisam de
mais estudos para confirmacdo, porém ha o grupo diazotato, que é
encontrado em varios antibioticos, tais como a neomicina e,
provavelmente, tem origem biossintética semelhante (SHIMIZU, 1993).

As bactérias desempenham papel crucial para o funcionamento
do ecossistema, por exemplo, na transferéncia de energia para os niveis
tréficos superiores através da alca microbiana (AZAM et al., 1983).
ABREU e colaboradores (1997) verificaram a relacdo entre A. glacialis
e bactérias heterotrdficas na Praia do Cassino (RS). Primeiramente foi
detectadaa inibicdo do crescimento de bactérias no momento em que A.
glacialis apresentava elevado crescimento populacional e produzia altos
niveis de carbono organico dissolvido (DOC), seguido pelo aumento das
bactérias apés o inicio da morte das células de A. glacialis (fase
senescente da floragdo). RIQUELME e colaboradores (1989) testaram a
atividade bioldgica do exsudato de A. glacialis coletada durante o
evento de acumulacdo na Baia de Maizuru sobre duas bactérias —
Pseudomonas e Vibriofischeri. Verificaram que A. glacialis promoveu
efeito estimulante ao crescimento de Pseudomonas, entretanto inibiu o
crescimento de Vibrio sp.

A diferenca na resposta do crescimento bacteriano associado a
presenca de A. glacialis pode ser dependente da composicdo quimica
liberada pela diatoméacea através do exsudato ou extrato.

De fato A. glacialis produz mais aminoacidos dissolvidos
combinados (DCAA) do que aminodcidos dissolvidos livres (DFAA). A
concentracdo desses aminoacidos produzidos por microalgas varia de
acordo com a espécie e algumas espécies de bactérias preferem assimilar
diferentes grupos de aminoacidos conforme as condices ambientais.
Com o passar do tempo, durante o ciclo de vida da diatoméacea a
producdo majoritaria de aminoacidos pode mudar e isso pode explicar
diferentes interacGes, positivas e negativas entre microalgas e bactérias
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(RIQUELME et al.,1989; RIQUELME; ISHIDA, 1988). LEE E BADA
(1975) reportaram que no oceano aberto a concentracdo de DCAA é 10
vezes superior & concentracdo de DFAA. A alta concentracdo de um
aminoacido pode ndo promover grandes respostas tanto quanto a baixa
concentragdo do outro grupo. Entretanto ndo se descarta a possibilidade
de, em algum periodo do ciclo de crescimento, o exsudato produzido por
A. glacialis ter efeito inibidor. Além de que, diferentes condicGes
ambientais e de cultivo podem determinar exsudatos com caracteristicas
diferentes.

Phaeodactylum tricornutum € uma diatomacea de tamanho
relativamente pequeno e crescimento répido, porém com pouco
requerimento em silica, uma vez que sua frustula ndo sofre grande
impregnacdo de silicato e por isso consegue sobreviver em baixas
concentragdes de silica (D’ELIA et al, 1979). P. tricornutum
geralmente é dominante em ambiente natural, possivelmente por ser
tolerante a pH alto em torno de 9 - 9,5 e por ser tolerante a poluentes
organicos como DDT (diclorodifeniltricoloetano) e MDA
(Malondialdeide) (SHARP et al., 1979).

SHARP e colaboradores (1979) verificaram que P. tricornutum
tinha uma acao inibidora ao crescimento de Thalassiosira pseudonana
possivelmente pela producéo de susbstancias alelopaticas, uma vez que
P. tricornutum ndo é uma espécie que produz toxinas. Da mesma forma,
Chan e colaboradores (1980), utilizando a técnica de plagueamento de
algas, descobriram que o filtrado a partir de culturas na fase estaciondria
de trés cepas de P. tricornutum reprimia o crescimento da diatomécea
Cylindrotheca sp. Portanto P. tricornutum ja possui dados anteriores de
inibicdo ao crescimento de diatomaceas e possivelmente os compostos
alelopaticos produzidos por essa diatomacea sejam mais influentes do
que os possiveis compostos alelopaticos liberados por A. glacialis.

Acumulagbes de A. glacialis podem ser acompanhadas pela
ocorrénciade Skeletonema costatum e Pseudo-nitzchia spp. (VILLAC;
NORONHA, 2008). Sabe-se que filtrados de S. constatum exercem
efeito alelopatico (PRINCE et al., 2008; YAMASAKI et al., 2010) de
carater inibitorio ou estimulante ao crescimento de A. glacialis, de
acordo com a densidade celular inicial. Da mesma forma, os estudos
verificaram que o crescimento de Skeletonema costatum € inibido por
complexos de polissacarideos e proteinas liberadas da rafidoficea
Heterosigma akashiwo (YAMASAKI et al., 2009). Portanto, uma das
espécies que supostamente seria mais adequada para a realizacdo deste
teste é Skeletonema costatum, que possui o ciclo de vida bem estudado,
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assim como comprovadamente produz compostos alelopéticos de baixo
peso molecular.

6.4. Lipideos

A cepa Rincdo apresentou consideravel teor de lipideos, sendo
que a A. glacialis cultivada em meio IMR apresentou maior teor de
lipideos comparado as células cultivadas em meio f/2, sugerindo que as
condicbes de cultura podem influenciar no teor e na composicdo de
acidos graxos produzidos.

Na cepa Navegantes foram encontrados &cidos graxos saturados
e &cidos graxos polinsaturados, entre eles EPA e DHA. Na cepa Rincéo
foram detectados os &cidos graxos saturados e EPA. As proporg¢des de
acidos graxos encontrados neste trabalno foram superiores porém
coerentes aos encontrados no trabalho de Viso e Marti (1993). A Tabela
(11) apresenta os dados comparativos.

Tabela 11. Comparagdo entre os acidos graxos (% massa seca) encontrados nas
cepas isoladas no presente trabalho e os acidos graxos encontrados no trabalho
de VISO E MARTI (1993).

Acidos graxos IMR F/2 Navegantes VISO; MARTI
Miristico (C14:0) 34,18 40,80 20,2 29,2
Pentadecanoico (C15:0) 264 240 - 0,9
Palmitico (C16:0) 23,05 15,00 9,3 20,8
Palmitoleico(C16:1) 3495 3220 322 28,7
Estearico (C18:0) 080 1,20 - 2,3
Oleico (C18:10-9) 164 280 - 2,3
Linoleico (C182w-6) 134 200 - 1,7
Araquiddnico (C20:40-6) 4,5

EPA (C20:5w-3) 1,40 360 321 3,2
DHA (C22:6 »-3) - - 15 15

O contetido de lipideos da biomassa microalgal pode variar
entre 1 a 40% do massa seca e, em certas condigdes de cultivo, pode
alcancar até 85% (BECKER, 2004). Algumas diatomaceas ja sdo
conhecidas por produzirem altos teores de &cidos graxos, principalmente
polinsaturados (6mega-3 e 6mega-6) como Isochrysis spp., Pavlova
lutheri, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira spp. e Odontella



77

aurita (YONGMANITCHAI; WARD, 1991). Neste trabalho o teor de
lipideos na cepa Rincéo variou entre 11 % a 13% e, na cepa Navegantes,
o total foi de 9%.

Acidos graxos saturados e polinsaturados — EPA ja foram
encontrados em A. glacialis por VISO E MARTI (1993), porém em
guantidades menores que as identificadas neste trabalho para a cepa
Navegantes. Curiosamente, a cepa Rincdo mostrou teores menores de
EPA, similares aos descritos por esses Ultimos autores.

O tempo de cultivo pode influenciar na quantidade e nos &cidos
graxos produzidos. A cepa Rincdo foi processada para a obtencéo dos
AG durante a fase exponencial do cultivo, enquanto os processamento
dos lipideos na cepa Navegantes foi realizado durante a fase
estacionéria.

A classe de acidos graxos, EPA, DHA, e TAGs, assim como a
guantidade desses 4acidos graxos, tende a mudar com a fase de
crescimento da espécie alvo, fase estacionaria e fase exponencial.
Segundo TONOS e colaboradores (2002), em um experimento realizado
com Phaeodactilumtricornutum, conclui-se que a acumulacdo de EPAe
DHA ¢é maior durante a fase estacionaria do cultivo, indicando que o
processamento de extracdo de AGs, se realizado na fase estacionéria,
possivelmente resultaria em maiores concentracdes de EPA e DHA em
comparagdo com 0 mesmo processamento realizado durante a fase
exponencial, a qual seria mais rica em trigliceraldeideos. Outro fator que
contribui para essa mudanca é a limitacdo de nutrientes no meio de
cultura. Um desses nutrientes limitadores € o nitrogénio. A limitacdo por
nitrogénio no meio de cultura aumenta a taxa de crescimento celular e a
producdo de acidos graxos totais. Com o passar do tempo ha o aumento
da limitacdo do nitrogénio; no inicio dessa limitagdo ocorre uma maior
producdo de EPA e DHA e, no final, uma maior producéo de TAGS.

COHEN E KHOZIN-GOLDBERG (2010) enfatizam que a
acumulacdo de 6leo em microalgas € um processo bifasico. O
crescimento populacional rapido continuara desde que as condicGes de
crescimento ndo sejam limitantes. Na fase chamada lipogénica, o
excesso de carbono e um fator de crescimento limitante (geralmente
nitrogénio) podem resultar na acumulacédo de lipideos (LEMAN, 1997).
Limitacdo de nitrogénio quando a luz estd em excesso resulta em
interrupcdo do crescimento algal. Desde que a fixacdo fotossintética de
carbono continue, a proporcao celular de C:N aumenta (MAYZAUD et
al., 1989) e carbono pode ser canalizado na producdo de materiais de
reserva ndo-nitrogenados, como os triacilglicerdis (T AGS), que servem
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como um sink para o carbono fotossinteticamente fixado. De acordo
com as interpretacGes predominantes, TAGs sdo acumulados em algas
para armazenamento de carbono e energia para suportar o crescimento,
guando as condi¢bes se tornam favoraveis, ou seja, em situacdes de
crescimento exponencial (POHL; ZURHEIDE, 1979). Nesse sentido,
porcBes acilo-saturadas devem ser preferiveis, porque exigem menos
energia para serem produzidas do que &cidos graxos poli-insaturados e
fornecem mais energia para oxidacao.

Energeticamente, portanto, ha muito pouco sentido na producéo e
acumulacdo de TAGs ricos em &cidos graxos poli-insaturados. Talvez
por isso, a cepa Rincdo, crescida e analisada em fase exponencial, teve
menor teor de EPA do que a cepa Navegantes, analisada em fase
estacionaria.

Em condicBes 6timas de cultivo, as microalgas sintetizam
principalmente &cidos graxos de membrana (polares) formados
principalmente por acidos graxos polinsaturados (THOMPSON
JUNIOR, 1996). Mas, em situa¢Oes desfavoraveis ao crescimento, as
microalgas sintetizam acidos graxos de reserva (apolares); a deficiéncia
de nutrientes leva ao decréscimo nas taxas de crescimento, algumas
espécies ainda continuam a sintetizar 4cidos graxos, e a sua nao
utilizacdo na formacéo de lipideos de membrana levaria ao acumulo de
lipideos de reserva (triacilglicerideos) (GUSCHINA & HARWOOD,
2009).

O teor de lipideos, assim como os tipos de lipideos, pode ser
alterado de acordo com alteragdes do meio de cultivo. RODOLFI e
colaboradores (2009) cultivaram Nannochloropsis sp. em um meio de
cultura limitado em nitrogénio; depois de alguns dias verificaram que
houve um incremento de acidos graxos saturados (miristico, palmitico,
palmitoleico e oleico). Um estudo realizado com a mesma microalga
testou o efeito da salinidade, intensidade de luz e disponibilidade de
nitrogénio, e também concluiu o aumento de &cidos graxos, palmitico e
oleico em condicdes limitantes em nitrogénio; por outro lado, em
condicdes ricas em nitrogénio houve um aumento dos acidos graxos
poli-insaturados (linoleico, araquidénico e eicosapentanoico — EPA)
(PAL et al., 2011). Para Scenedesmus rubescens a limitacdo de
nutrientes com o passar do tempo de cultivo aumentou a acumulacéo de
acido oleico (16% - 54%) e diminuiu os acidos linoleico e linolénico
(TAN; LIN, 2011).

O aumento da intensidade luminosa aumenta o metabolismo
microalgal, favorecendo o crescimento em biomassa contendo &cidos
graxos saturados e monoinsaturados; assim como o fosforo tem efeito
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similar ao nitrogénio, a limitag&o de fdsforo no meio de cultivo aumenta
o teor de lipideos de 13,2% a 50,1%, composto principalmente por
triglicerideos (RODOLFI et al., 2009).

Cultivos realizados com a adicdo de CO, tendem a aumentar a
acumulacdo de EPA (HOSHIDAZ et al., 2005). Um estudo realizado com
Nannochloropsis oceanica verificou que o meio de cultura influencia no
teor de EPA produzido, a alimentacdo do cultivo com uma fonte de
nitrogénio (NaNOj) duplicou o teor de EPA, da mesma forma as
culturas iluminadas com LED vermelho aumentaram o teor de EPA de
2,38% para 5,5%, enquanto que nas culturas iluminadas com LED azul
houve um aumento de 5,0% do teor de EPA (CHEN et al., 2010).

Os &cidos graxos ideais para a producdo de biocombustiveis, sdo
0s acidos graxos saturados, que permitem diminuir as emiss@es toxicas e
melhora as propriedades dos biocombustiveis (nimero de cetanos,
estabilidade oxidativa), sem comprometer as caracteristicas do fluido,
viscosidade e lubricidade (KNOTHE, 2005; KNOTHE, 2008; CHISTI,
2007).

A variacdo do teor de lipideos também pode estar relacionada
com as diferencas gendmicas entre as células. KACZMARSKA e
colaboradores (2013) realizaram um estudo gendmico de isolados de A.
glacialis dos oceanos Atlantico e Pacifico e encontraram cinco grupos
geneticamente distintos, dos quais quatro sdo novos a ciéncia.
Entretanto, devido ao fato de o sistema internacional de unidades
determinar que o nivel de diferenciagdo molecular deva ser de 2% para
gue seja considerada a existéncia de uma nova espécie, este estudo ndo
resultou na descricdo de novas espécies, e sim na afirmacdo da
ocorréncia de espécies cripticas. Portanto, pode ser que essas espécies
tenham metabolismos diferentes e produzam diferentes teores e tipos de
lipideos. Algo similar pode explicar as diferencas acima apontadas entre
as cepas Rincdo e Navegantes.

Outro fator a ser considerado quanto a composicdo de acidos
graxos saturados e acidos graxos poli-insaturados de A. glacialis sdo as
vias metabolicas pelas quais esses acidos graxos sdo produzidos. A
sintese de lipideos em microalgas depende da presenca de enzimas
dessaturases (que promovem a adicdo de ligacfes duplas) e elongases
(promovem a adicdo de dois atomos de carbono) (SAYANOVA;
NAPIER, 2004). Ha diversas rotas biossintéticas de acidos graxos poli-
insaturados, as quais podem ser por via convencional, linear ou Sprecher
(PEREIRAZetal., 2003). Entretanto a base ocorre com a dessaturacdo do
acido linoleico em acido esteariddnico, este, no entanto sofre elongacao
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gerando &cido eicosatetraenoico, seguido por um dessaturacdo gerando
EPA. Nesse ponto pode haver dessaturacdo do EPA gerando DHA ou
elongacdo do EPA gerando &cido docosapentaendico e deste hd a
geracdo de acido tetrapentaengico, o qual é dessaturado gerando DHA
(PEREIRA et al., 2003).

Alguns estudos sugerem a existéncia de diferentes enzimas
elongases, as quais sdo especificas a elongacao de determinados acidos
graxos, portanto possivelmente alguma dessas enzimas seja especifica
para a formacdo de DHA e EPA. A inexpressdo dessas enzimas pode
influenciar, portanto, na biossintese de cidos graxos poli-insaturados
(AGABA et al., 2004). Complexos elongases compreendem quatro
atividades: a sintase p-cetoacil-CoA, a redutase cetoacil-CoA, a
desidratase hidroxiacil-CoA, e a redutase enoil-CoA. Destes, a primeira
enzima é considerada limitante da velocidade e controlaa especificidade
em relagdo ao comprimento da cadeia e do padréo de ligagdes duplas.

MEYER e colaboradores (2004) verificaram a expressdo de
elongases no elongamento de cadeias de &cidos graxos para a formagéo
de EPAe DHA. Sete elongases foram clonadas de diversos organismos
(algas, peixes, rds, ascidia, fungos) e aplicaram-se essas expressdes
génicas em leveduras. Foram identificados dois tipos de elongases das
algas Ostreococcus tauri e Thalassiosira pseudonana, respectivamente
OtELO1 e OtELO2, TpELOL1 e TpELO2, uma especifica para o
elongamento de C18 e outra especificapara C20 (mostrando haver uma
maior afinidade por EPA). As sete elongases puderam ser separadas em
trés grupos diferentes:

e A6-C18 (TpELO1 e OtELO1),
e A5-C20 (TpELO2 e OtELO?2),
e Enzimas bifuncionais (OmELO, XIELO, e CiELO).

Na aplicacdo das enzimas TpELOl e OtELO1, o 4cido
estearidonico C18:4w-3 (STA) foi eficientemente convertido para C20:
41»-3, mas ndo houve sintese de EPA. Entretanto quando OtELO2 e
TpELO2 foram aplicados houve a sintese de EPA, o qual posteriormente
foi elongado para DHA. Quando OmELO, XiELO e CIiELO foram
testados, o STA foi elongado sucessivamente para C20: 43 e C22:
403, enquanto EPA foi elongado para DHA. Sugeriu-se, assim, que
diferentes organismos produzem diferentes tipos de enzimas elongases,
e algumas dessas enzimas sdo especificas ou ndo a sintese de EPA e
DHA.

Sabe-se também que locais com altas densidades de A. glacialis
atraem diversos organismos que utilizam essa microalga como principal
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fonte de alimento, sendo eles invertebrados bent6nicos, crustaceos e
peixes, como a tainha (Mugil sp.), que ingerem essas diatomaceas
aderidas aos sedimentos na zona de arrebentagdo (SEELIGER, 2004).
Alguns estudos encontraram 15 &cidos graxos em Tainhas (Mugil sp.)
sendo os principais: oleico (6,27%), linoleico (6,28%), alfa-linolénico
(5,61%), eicosapentanoico - EPA (5,42%) e docosahexaenoico - DHA
(5,05%). A somatériado EPAe DHA foi de 10,47% (MENEZES et al.,
2008). Outro estudo realizado em 2011 verificou a presenga de acidos
graxos saturados e polinsaturados em tainhas (Mugil sp.), sendo que
23,5% destes eram da classe dmega-3 (LEMKE et al., 2011). Esses
estudos que analisaram a composicao lipidica da carne da tainha (Mugil
sp.), que utiliza A. glacialis como principal fonte de alimentacéo,
sugerem a ideia de que A. glacialis é uma 6tima fonte de EPA.

As cepas de Asterionellopsis glacialis apresentaram diferentes
teores de acidos graxos e diferentes composicOes. Apesar de estas
diferencgas serem pequenas, pode-se concluir que o meio de cultura pode
alterar a producdo e o perfil de &cidos graxos produzidos pela
diatomacea. Da mesma forma, o tempo de cultivo pode influenciar no
perfil e na quantificacdo dos 4cidos graxos. Este trabalho sugere que os
teores de acidos graxos poli-insaturados podem ser maiores durante a
fase estacionaria do cultivo, enquanto que, durante a fase exponencial,
possivelmente seja maior a producéo de &cidos graxos saturados.
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7. CONCLUSOES

. A composicdo do meio de cultivo promove alteracdes
morfoldgicas em Asterionellopsis glacialis, em que o meio IMR com
maior [Si] apresentou menor alteracéo.

" Apesar das indicagbes de trabalhos anteriores, as cepas aqui
estudadas ndo mostraram atividade bioldgica contra micro-organismos.
Ao contrério, houve um estimulo & biolumenescéncia de Vibrio fisheri.
Entretanto, houve uma leve inibicdo ao crescimento da diatoméacea
Phaeodactylum tricornutum.

" Antes de descartar a auséncia de atividade biologica dos
exsudatos, porém, seria importante trabalhar com as concentragdes
desses exsudatos.

" Asterionellopsis glacialis é produtora de A&cidos graxos
saturados e poli-insaturados, mas a origem da cepa e a composicéo do
meio podem influenciar no teor e perfil qualitativo de acidos graxos. Em
funcdo disso, é fundamental detalhar essas relacGes.
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Anexo A - meio de cultura f/2 (GUILLARD, 1975)
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Solugdo
Componente estoque
NaNO; 75 g/L dH,0

NaH,PO,. H,O 5 g/l_ dH,O
Na28|03 9H,0 30 g/L dH,O
Solucéo de metais
traco
Solucéo de vitaminas
. Solugédo
Metais traco estoque
FeCl;.6H,0
Na,EDTA. 2H,0
Na2Mo0O4. 2H20 6.3 g/L dH,0

22.0g/L

ZnS0O4. 7TH20 dH,0
10.0 g/L

CoCI2. 6H20 dH,0
180.0 g/L

MnCI2. 4H20 dH,0
L Solucéo
Vitaminas estoque

Tiamina HCI (vit.
B12)

Biotina (vit. H) 0.1 ¢g/L dH,0
Cobalamina (Vit.
B12) 1.0 g/L dH,0

Quantidade

1mL
1mL
1mL

1mL
0.5mL
Quantidade

3.15g
4.369
1mL
1mL

1mL

1mL

1mL
Quantidade

200 mg
10mL
ImL
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Anexo B - meio de cultura IMR (EPPLEY etal., 1967)

Quantidade Solucéo final
Pré- solugdo Componentes (1.000mL agua do
(100mL) mar)
NaNO; 5,09 0,5ml
KH,PO, 0,689 0,5 ml
NaZSiO3. 9 H,0 1,49 5 0ml
HCI 5,0 ml
Solucgéo de . Solucéo final
metais + Componentes Quantidade (1.000mL agua do
(1200mL)
quelante mar)
Na,EDTA 6,09 0,5 ml
FeCl;.6H,0 1,09 0,5 ml
MnSQO,. H,0O 620 g 0,5ml
ZnS0,.7H,0 2509 0,5 ml
COCl,.6H,0 130g 0,5 ml
CUS0,4.5H,0 4,09 0,5 ml

Quantidade Solucéo final (1.000
(200mL) mL agua do mar)

0,5 ml

Vitaminas  Componentes



