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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas das células de Haematococcus pluvialis ao processo de
indugdo a carotenogénese, sob estresse luminoso e nutricional. As células foram aclimatadas durante 15 dias em
meio WC, com aera¢do com ar atmosférico sintético filtrado e fluxo de 100 mL min™', intensidade luminosa de 50
pmol fotons m s, fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 23°C. Foram comparados dois tratamentos: cultivo nas
condi¢des descritas, mas com aumento da intensidade luminosa para 350 pmol fotons m?s™; e cultivo nas mesmas
condi¢oes do tratamento anterior, mas com aera¢do contendo 4% de CO,. Os tratamentos foram conduzidos em
triplicata, durante dez dias. Com a adi¢do de CO, ¢ o incremento da iluminagdo, observou-se aumento da razao
carotenoides/clorofila e da biomassa celular. As células cessaram a divisdo no segundo dia de estresse, quando o
nitrato se tornou limitante, € aumentaram significativamente seu biovolume. A excre¢do de carbono organico ¢ a
concentragdo de astaxantina aumentam em resposta a adi¢ao de CO,. O estresse por intensidade luminosa, aliado a
adi¢@o de CO,, otimiza a carotenogénese em H. pluvialis ¢ aumenta a produgdo de astaxantina.

Termos para indexagdo: astaxantina, carbono organico dissolvido, carotenoide, intensidade luminosa, microalga.

Carotenogenesis in Haematococcus pluvialis cells
induced by light and nutrient stresses

Abstract — The objective of this work was to evaluate the responses of Haematococcus pluvialis cells to the
carotenogenesis induction process, under light and nutrition stress. Cells were acclimated during 15 days
in WC medium, with aeration with synthetic, filtered atmospheric air and flow rate of 100 mL min™, light
intensity of 50 pmol photons m? s, photoperiod of 12 hours, and temperature of 23°C. The following two
treatments were compared: cultivation under the described conditions, but with increase of light intensity up to
350 umol photons m?s™'; and cultivation under the same conditions as the previous treatment, but with aeration
containing 4% CO,. The treatments were done in triplicate, during ten days. With the addition of CO, and the
increment in lighting, an increase was observed in the carotenoids/chlorophyll ratio and cell biomass. Cells
stopped dividing on the second day of stress, when nitrate became limiting, and significantly increased their
biovolume. The excretion of organic carbon and the concentration of astaxanthin increase in response to the
addition of CO, Stress by light intensity combined with CO, addition optimizes carotenogenesis in H. pluvialis
and increases astaxanthin production.

Index terms: astaxanthin, dissolved organic carbon, carotenoid, light intensity, microalga.

Introducio

A microalga Haematococcus pluvialis,
reconhecida como um dos microrganismos que mais
produzem astaxantina, tem despertado o interesse
académico e industrial ha décadas (Becker, 2004).
A astaxantina (3,3’-dihydroxy-p,B-carotene-4,4’-dio
ne) € um pigmento vermelho amplamente utilizado na
alimentacdo de peixes, como salmio e truta, ¢ de aves

e suinos (Cardozo et al., 2007), e ¢ considerada agente
promotor de melhorias significativas no desempenho
animal.

Amar et al. (2004) relataram incremento de
parametros do sistema imunoldgico da truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), enquanto Cuzon et al. (2004)
demonstraram que o fornecimento de astaxantina na
alimentacao de reprodutores do camarao (Litopennaeus
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vannamei) proporcionou maior sobrevivéncia de
nauplios.

Diversos estudos vém sendo conduzidos para
aumentar o rendimento da produgdo de astaxantina
durante o cultivo de H. pluvialis (Sarada et al., 2002;
Cifuentes et al., 2003; Dominguez-Bocanegra et al.,
2004; Imamoglu et al., 2009). Grande parte dos
resultados mostra que a adigdo de mais de um fator
estressante a célula, até¢ devida propor¢do, aumenta
a produtividade final deste carotenoide na biomassa
(Fabregas et al., 2003; Saha et al., 2013).

Entre as formas mais funcionais de estresse celular,
destacam-se: a privagdo de nutrientes especificos, como
nitrogénio ou fosforo (Fabregas et al., 2003; Imamoglu
et al. 2009); a adicao de NaCl (Kobayashi et al., 1997);
o estresse oxidativo, promovido por meio da adi¢ao de
ferro (Kobayashi et al., 1993); o aumento da relacdo
C/N disponivel para a célula (Kang et al., 2007); ¢ o
aumento da intensidade luminosa (Wang et al., 2003;
Torzillo et al., 2005).

Um o6timo desempenho no processo de caroteno-
génese esta invariavelmente relacionado ao aumento
substancial da intensidade luminosa. Esta relacao
positiva entre o incremento da iluminagdo e o
desempenho da carotenogénese foi observada em
células submetidas a um aumento de quatro (Kang
et al., 2007) e de seis a sete vezes o valor inicial da
intensidade luminosa (Imamoglu et al., 2009).

Fatores indutores do aumento da sintese de
astaxantina pela célula de H. pluvialis podem ser
acompanhados por meio das alteragdes de parametros
fisiologicos e abidticos, como aumento do tamanho
e da biomassa celular (Cifuentes et al., 2003), da
razdo carotenoides/clorofila a (Car/Chl a) intracelular
(Kobayashi et al., 1993, 1997; Orosa et al., 2005), ou,
ainda, darazao C/N disponivel para a célula (Kobayashi
et al., 1997; Kang et al., 2007).

Goksan et al. (2010), ao adicionar acetato de sodio
no meio de cultura de células de H. pluvialis no final
da fase exponencial, obtiveram células encistadas
(aplanosporos vermelhos) com maior peso seco e
maior concentracdo de pigmentos, o que mostra que
a adicdo de uma fonte de carbono é benéfica nessa
etapa de inducdo a carotenogénese. Resultados
semelhantes foram obtidos por Kobayashi et al. (1993),
que adicionaram acetato de sodio em culturas na fase
exponencial de crescimento.
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O carbono organico excretado pelas células do
fitoplancton desempenha papel fundamental no
equilibrio do ecossistema aquatico e contribui com
grande parte do carbono organico dissolvido neste
ambiente. Muitos destes compostos apresentam
propriedades de interesse industrial quimico e
farmacéutico (Dubinsky & Berman-Frank, 2001;
Cardozoetal.,2007). Além disso, por serem metabolitos
primarios, apresentam estreita relagdo com o processo
de fotossintese e podem ser liberados de forma
passiva (difusdo de compostos como carboidratos,
polissacarideos, polipeptideos, aminoacidos livres e
acidos orgénicos) ou ativa (secretados como enzimas
extracelulares e sideroforos) (Sigee, 2005). A excre¢do
de carbono orgénico dissolvido pelas células também
indica estresse celular, visto que o aporte nutricional
do meio afeta diretamente a quantidade e a composicao
do exsudato (Sigee, 2005).

Entretanto, estudos relacionados a excre¢do de
carbono organico pelas células de H. pluvialis sdo
raros, € o mecanismo de excre¢do da microalga
estudada ¢ pouco conhecido. Também s3o escassas
as informagdes sobre a relagdo da concentracdo de
astaxantina e esta excrecao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas
das células de H. pluvialis ao processo de indugdo a
carotenogénese, sob estresse luminoso e nutricional.

Material e Métodos

O experimento com a cepa axénica de H. pluvialis
(Cmea 227 Cl1), proveniente da colecdo da
Universidade Federal Fluminense, RJ, foi conduzido
no Laboratério de Ficologia, do Departamento de
Botanica, da Universidade Federal de Sao Carlos, no
periodo de margo a abril de 2011.

A microalga foi cultivada em meio WC (Guillard
& Lorenzen, 1972), com pH 7,0 e a seguinte
composi¢do final: NaNO; (1,0x10° mol L),
CaCl,.2H,0 (2,5x10*mol L), MgS0O,.7H,0 (1,5x10*
mol L), NaHCO; (1,5x10* mol L"), K,HPO,
(5,0x10° mol L), Na,SiO;.9H,0 (1,0x10* mol L),
tampao Tris (0,5 g L'); solugdo de micronutrientes —
CuS0O,.5H,0 (4,01x10®* mol L"), ZnSO, (7,65x10*
mol L), CoCl,.6H,O (4,20x10®*mol L"), MnCl,.4H,0
(9,10x107 mol L"), Na,M00,.2H,0 (2,48x10*mol L")
e H;BO; (1,62x10°mol L'); solugdo de ferro e EDTA
(1,17x10° mol L' de FeCl;.6H,O e 1,17x10° mol L'
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de Na,EDTA.2H,0); ¢ solugdo de vitaminas (mg L' de
agua destilada) — 0,1 de tiamina/HCI; 0,0005 de biotina
e 0,0005 de vitamina By,.

Durante 15 dias, tempo necessario para a cultura
atingir a fase exponencial, as células foram aclimatadas
em frascos com capacidade de 1 L, que receberam
10.000 células mL' de H. pluvialis. As condi¢bes
experimentais foram determinadas em ensaios prévios:
900 mL de meio WC, com aeragdo com ar atmosférico
sintético filtrado, com fluxo de 100 mL min'.
As culturas foram mantidas em intensidade luminosa
de 50 umol fotons m? s (Kang et al., 2005, 2007),
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 23°C.
O periodo experimental foi realizado com o intuito de
aclimatar e multiplicar as células nas condigdes ideais
de crescimento até atingirem a fase exponencial, para
realizacdo do experimento de resposta ao estresse
luminoso ¢ nutricional.

No décimo sexto dia, a concentragio foi de 5,25x10*
células mL!, e os cultivos foram distribuidos em frascos
contendo 500 mL de cultura, que consistiram nos dois
tratamentos comparados. No primeiro, a intensidade
luminosa foi alterada para 350 umol fotons m? s,
tendo-se mantido os mesmos fotoperiodo, aeragdo
e temperatura. No segundo, além do aumento da
iluminac¢ao na mesma proporg¢ao, a aeragao nos cultivos
foi substituida por mistura gasosa (semelhante ao ar
atmosférico) contendo 4% de CO,, tendo-se mantido
o fluxo de aerag¢do (100 mL min™'), o fotoperiodo e
a temperatura. Essas condigdes de estresse foram
mantidas durante dez dias. Nessa etapa, apenas o fator
nutricional foi a variante analisada durante a avalia¢ao
das respostas ao estresse.

A contagem celular foi realizada em camara de
Neubauer, e a taxa de crescimento especifica ()
foi determinada de acordo com a seguinte equacao:
u = (3,322/(T2 - T1) x (Log N2/N1), em que u ¢é a
velocidade de crescimento; 3,322 € o fator de conversao
do logaritmo base 2 a base 10; (T2 - T1) é o intervalo
de tempo em dias; N1 ¢ a densidade celular inicial; N2
¢ a densidade celular final; e Log ¢ o logaritmo em base
10. A velocidade ou a taxa de crescimento especifica
de cada unidade experimental foi obtida tendo-se
considerado o dia de cultivo no qual a populagio
alcangou a maxima densidade celular.

A biomassa seca foi determinada por meio da
filtracdo de aliquotas de 10 mL em filtros de fibra
de vidro (1,2 pum), previamente secos em mufla e

calibrados. O calculo da biomassa seca (células mL";
ug por célula) foi realizado ap6s a secagem dos filtros
em estufa, a 60°C, durante 3 horas.

Para a determinacdo da quantidade de carbono
organico dissolvido (COD) e nitrato dissolvido nos
cultivos, 5 mL de amostra foram filtrados em filtros
de acetato estéreis, com malha de 0,22 pum, durante
todo o periodo experimental (Sigleo, 1996). O COD
foi mensurado em analisador de carbono organico
total TOC-V CPH, (Shimadzu do Brasil, Sao Paulo,
SP), e o nitrato foi determinado por meio da reacao
colorimétrica, segundo Mackereth et al. (1978).

Para a quantificagdo de clorofila a e carotenoides
totais, amostras foram filtradas em filtros de fibra
de vidro (1,2 um) e maceradas em acetona a 90%,
na fase de aclimatagdo. Durante a etapa em que as
células foram submetidas a fatores estressantes, a
extragdo dos pigmentos foi realizada com solucdo
50% (v/v) de dimetil sulféxido (DMSO) e acetona
a 90%. As amostras permaneceram no escuro, por
24 horas, refrigeradas a 4°C. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda 480, 665
e 750 nm (Strickland & Parsons, 1968).

A quantidade celular dos carotenoides totais e da
clorofila a foi calculada com a formula descrita por
Strickland & Parsons (1968). A maturacao celular foi
acompanhada por meio da razao intracelular Car/Chl a
(Kobayashi et al., 1993, 1997), a qual distingue células
vegetativas (verdes), cistos imaturos (marrons) € cistos
maduros (vermelhos).

Ao final do cultivo (vigésimo quinto dia), as
culturas foram centrifugadas a 3.500 g, a 10°C, por
15 min. O sobrenadante foi descartado, e as células
concentradas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e liofilizadas.

A extragdo dos pigmentos foi realizada com DMSO
(Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, EUA),
aquecido a 50°C, e as amostras foram homogeneizadas
em vortex, a cada 10 min, durante a incubagao (Lorenz,
2001).

A concentracdo de astaxantina foi determinada por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
em aparelho equipado com bombas LC-10ATVP
(Shimadzu do Brasil, Sao Paulo, SP) e detector
UV-VIS SCL-10AVP (Shimadzu do Brasil, Sao Paulo,
SP). Os extratos foram separados, tendo-se utilizado
coluna analitica Luna C18, 100A (250x4,6 MM, 5 pm),
com fluxo de inje¢cdo de 1 mL min!. Os pigmentos
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foram separados em condi¢des de gradiente com uso
de solucdo A (acetato de amdnia: metanol, 20:80, v/v)
¢ B (acetona: metanol, 20:80, v/v), e a corrida seguiu
com o gradiente: 0 min 40% A, 60% B; 10 min 20% A,
80% B; 20 min 20% A, 80% B; 22 min 0% A, 100%
B; 32 min 0% A, 100% B; 40 min 40% A, 60% B; ¢ 55
min 40% A, 60% B.

A coluna foi calibrada com padrao de astaxantina
livre, 98% de pureza (A9335, Sigma-Aldrich Co.,
LLC., St. Louis, MO, EUA). Picos correspondentes
ao espectro de absorcdo da astaxantina livre
foram mensurados em 478+4 nm (Britton, 1995)
e considerados como astaxantina nao hidrolisada.
Os valores da quantificagcdo de astaxantina por HPLC
sdo apresentados como o total de equivalentes de
astaxantina por grama de massa seca celular.

Na fase de aclimatagdo, realizada entre o primeiro
e o décimo quinto dia, o cultivo foi conduzido com
seis repeticdes, as quais foram divididas em dois
tratamentos, na fase seguinte. Assim, na fase de
aplicagdo dos fatores de estresse, realizada entre o
décimo sexto e o vigésimo quinto dia, os tratamentos
— exposi¢do a 350 umol fotons m? s' e exposi¢do a
350 pmol foétons m? s!' combinada com 4% de CO, —
foram realizados com trés repeticdes cada um. Todas
as analises laboratoriais foram realizadas em triplicata.

Os resultados obtidos foram avaliados quanto a
sua homogeneidade, e as analises estatisticas foram
realizadas por meio do programa SAS 8.0. (SAS
Institute, Cary, NC, EUA). Realizou-se a analise
de variancia, e as diferengas entre as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

A aclimatacdo da cultura de H. pluvialis foi
realizada com intuito de manter as condi¢oes ideais
para o crescimento vegetativo, € para que as respostas
fisioldgicas e metabolicas das células mostrassem maior
eficiéncia quando expostas aos fatores estressantes.
No inicio do cultivo (primeiros 15 dias), a maxima
densidade celular obtida foi de 4,45x10* células mL-' e
a taxa de crescimento especifica (mensurada no décimo
quinto dia de cultivo) foi de p = 0,24.

As baixas concentragdo celular e taxa especifica
de crescimento, obtidas em cultivos dessa espécie
de microalga, também foram relatadas em diversos
estudos realizados nas mais variadas condig¢des
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experimentais (Dominguez-Bocanegra et al., 2004;
Orosa et al., 2005). Na fase de aclimatagcdo, Kang
et al. (2005) obtiveram valores maximos de p = 0,23
por dia, em experimentos realizados com o mesmo
fotoperiodo e a mesma iluminagao que os aplicados no
presente trabalho. Ao cultivarem células vegetativas
de H. pluvialis em meios alternativos contendo acetato
de sodio, com fotoperiodo semelhante ¢ iluminagdo
de 50 umol fotons m? s, Kobayashi et al. (1993)
encontraram valores excepcionais de concentracdo
celular, proximos a 55x10* células mL"'. Contudo,
essa fonte de carbono propicia ambiente favoravel a
contaminagao bacteriana, e, por esse motivo, o cultivo
mixotrofico ainda € bastante questionado por diversos
autores (Kobayashi et al., 1993, 1997). Além disso, a
aplicagdo de CO, como fonte de carbono ¢ mais barata
em razdo da sua disponibilidade, por exemplo, a partir
da fermentagdo nas usinas produtoras de etanol.

Na etapa de aclimatagdo das culturas, a densidade
celular e o aumento da biomassa da alga apresentaram
desempenho semelhante (Figura 1), e a razdo Car/
Chl a sofreu pouca modificagdo, tendo-se mantido
proxima a 0,3 durante todo o periodo de crescimento
e aclimatagdo (Figura 2 A). Houve pequena variagido
na quantidade de carbono excretado pelas células
(Figura 2 C), decorrente do metabolismo reprodutivo
e do aumento da quantidade de células.

No décimo sexto dia de cultivo, as células de
H. pluvialis expostas as condigdes estressantes
apresentaram respostas distintas. Quando as culturas
foram expostas apenas a maior iluminagéo, as células
continuaram o crescimento vegetativo e houve
aumento gradual na concentragdo celular, que atingiu
maxima densidade (14,44x10* células mL") no tltimo
dia de cultivo (Figura 1 A). No tratamento com
aumento da intensidade luminosa e adi¢do de 4% de
CO, na aeracdo, a concentragdo celular final atingida
foi de 8,88x10* células mL-'. Com a adi¢do de CO, nos
cultivos, houve pequeno incremento na concentragao
celular; porém, a reproducdo foi interrompida no
segundo dia de estresse (décimo oitavo dia de cultivo),
quando a quantidade de nitrato tornou-se fator limitante
(Figura 2 B). Esses fatores estressantes induziram a
uma mudanca morfoldgica nas células, que perderam
seus flagelos e comecaram a se encistar e a adquirir
coloragdo avermelhada. O volume e o tamanho celular
também comecaram a aumentar significativamente, o
que foi traduzido em acréscimo da produtividade final
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de biomassa, que chegou a 798,3 mg L' no vigésimo
quinto dia de exposi¢ao aos fatores de estresse (Figuras
1 CeB).

O inicio do processo de carotenogénese induzido
nas células por meio da adicdo de 4% de CO, na
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Figura 1. Valores médios de concentra¢do celular (A),
biomassa (B) e massa seca celular (C) obtidos nos
cultivos de Haematococcus pluvialis. Do primeiro ao
décimo quinto dia, os dados se referem ao periodo de
aclimatacdo; do décimo sexto ao vigésimo quinto dia,
os cultivos foram expostos aos fatores de estresse:
350 pmol fotons m? s!' e a 350 pmol fotons
m? s ' combinados com 4% de CO,. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Barras indicam desvio padrao.

aeragdo, aliado ao aumento da intensidade luminosa,
foi evidenciado no segundo dia de estresse (décimo
oitavo dia de cultivo), quando houve esgotamento da
fonte de nitrogénio, cessamento da divisdo celular e
aumento gradativo da massa seca celular.

Razio carotenoides/clorofila

Concentragdo de N-NO, (mg L")

4,07

3,07

2,01

COD (x10” pg por célula)

1,0 1

0,0 v . . v T
12 13 15 16 18
Dias de cultivo

13 8 11 20 25

‘ ——350 umol fotons m” s -3 350 pmol fotons m”s™ + 4% CO,

Figura 2. Valores médios da razdo carotenoides/clorofila
(A), concentragdo de nitrato no meio (N-NO;) (B) e carbono
organico dissolvido (COD) (C) obtidos nos cultivos de
Haematococcus pluvialis. Do primeiro ao décimo quinto dia,
os dados se referem ao periodo de aclimatacdo; do décimo
sexto ao vigésimo quinto dia, os cultivos foram expostos aos
fatores de estresse: 350 umol fotons m? s e a 350 pmol
fotons m? s' combinados com 4% de CO,. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Barras indicam desvio-padrao.
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A razao Car/Chl a comegou a diferir entre os
tratamentos a partir do segundo dia de estresse
(Figura 2 A). Condicionada pelo aumento da relagdo
C/N no meio de cultivo, a partir do décimo oitavo
dia, pode-se observar que a razdo Car/Chl a aumentou
rapidamente e coincidiu com a deplecdo do nitrato no
meio. O valor da razdao observado nestas culturas, no
ultimo dia de cultivo, foi de 5,83. No tratamento com
alteragdo apenas da quantidade de luz, a razdo Car/
Chl a comegou a aumentar a partir do oitavo dia de
estresse, tendo como razdo final o valor de 0,67.

Esse comportamento também foi relatado por
Orosa et al. (2005), que demonstraram que as células
apresentaram rapido aumento da razdo Car/Chl a no
momento em que houve deficiéncia de nitrato no meio
de cultivo. Adicionalmente, Kobayashi et al. (1997) e
Jeon et al. (2006) comprovaram que a manipulagao da
relacdo C/N, para produgdo de astaxantina, somente
¢ eficaz na presenga de luz. Portanto, um aumento
substancial da intensidade luminosa ¢ primordial (Li
etal., 2010).

Do mesmo modo, o consumo da fonte de nitrogénio
foi diferenciado entre os cultivos. Quando adicionado
4% de CO, na aeragdo, houve rapido consumo do
nitrato no meio. Os resultados sdo indicativos de
deficiéncia desse nutriente logo no segundo dia de
estresse e de total deplecdo no quarto dia (Figura 2
B). No tratamento com exposi¢do apenas ao aumento
de iluminagdo, essa condi¢ao de deplecdo de nitrato
foi observada somente no oitavo dia de estresse. Ao
final do experimento, houve diferenca significativa
na quantidade de nitrato presente nos diferentes
tratamentos (Tabela 1).

A quantificacdo da astaxantina em HPLC esta de
acordo com os demais parametros apresentados, e, nas
culturas em que houve fornecimento adicional da fonte
de carbono inorganico, o teor de astaxantina (mg eq.
astaxantina g de células) foi 4,2 vezes maior que o
observado no tratamento sem o fornecimento adicional.

A taxa de excregdo de carbono organico dissolvido/
célula aumentou exponencialmente em ambos os
tratamentos logo apds as células serem submetidas aos
fatores estressantes (Figura 2 C). A taxa de excregdo
celular de COD teve incremento continuo a partir
do momento em que as culturas receberam estresse
luminoso aliado a suplementacdo com CO,; contudo,
este gradiente foi menor nas culturas que receberam
apenas estresse luminoso. Ao final do experimento,
no tratamento em que foi fornecido CO, na aeracgao,
a quantidade de carbono organico dissolvido presente
nos cultivos de H. pluvialis foi maior do que nos
cultivos de células expostas somente ao aumento de
iluminacao (Tabela 1).

Organismos fitoplanctonicos podem liberar, para
0o meio ambiente, quantidades de carbono organico
dissolvido derivado diretamente da fotossintese, seja
de forma ativa ou passiva (Sigee, 2005). Fatores de
estresse, como deplecdo de nutrientes e outros que
incrementem a fotossintese, mas ndo a citocinese,
aumentam as taxas de excregdo de carbono organico
dissolvido (Dubinsky & Berman-Frank, 2001).
De fato, quando as condi¢des ideais de crescimento
foram mantidas, a quantidade de carbono excretado
foi relativamente constante. Portanto, os aumentos das
taxas de excre¢do nas culturas comprovam o efeito de
estresse causado pelo aumento da intensidade de luz e
do CO..

Contudo, células expostas a condigdes nas quais
os nutrientes tornam-se limitantes, mas que ainda
apresentam aparelho fotossintético ativo, aumentam
a taxa de excre¢do por ndo haver divisdo celular, e
o carbono assimilado em excesso ¢ eliminado por
difusdo. A quantidade de carbono excretado pelas
células varia de acordo com as espécies estudadas, o
ambiente ao qual estdo expostas, o estado fisioldgico
e o tamanho da célula (Dubinsky & Berman-Frank,
2001).

Tabela 1. Valores médios+desvio-padrao de nitrato (N-NO;), carbono organico dissolvido e astaxantina quantificados no
décimo dia de estresse (vigésimo quinto dia de experimento), em cultivos de Haematococcus pluvialis®.

Tratamento N-NO; dissolvido Carbono organico dissolvido Astaxantina (mg eq. astaxantina
(mg L) (x107 pg por célula) g de células)

350 umol fotons m? s°! 0,14+0,041a 0,68+0,03b 4,15+0,09b

350 umol fotons m? s! + 4% de CO, 0,03+0,003b 1,32+0,09a 17,66+1,22a

CV (%) 14,27 7,62 7,98

(DMédias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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A escassez de dados na literatura a respeito
da excrecdo de carbono organico pela microalga
H. pluvialis dificulta a comparacao da taxa de excre¢ao
de carbono celular obtida no presente trabalho.
No entanto, a excrecdo de COD foi efetivamente
maior nas culturas em que a sintese de astaxantina
foi induzida por meio da manipulagdo da relacdo C/N
aliada ao aumento da irradiagdo. A eficiéncia desta
forma de estresse foi confirmada pela quantidade
significativamente maior de astaxantina produzida
nesse tratamento (1,77%) do que naquele com estresse
apenas luminoso (0,41%).

Parte do carbono absorvido ¢ utilizada para
acumular reservas, na forma de compostos
nitrogenados ligados a cadeia de carbonos, como,
por exemplo, os carotenoides, que, nesse caso,
servirdo principalmente como protegdo a célula
(Dubinsky & Berman-Frank, 2001; Collins et al.,
2011). Considerados como pigmentos secundarios,
os carotenoides sdao fundamentais na transferéncia de
energia no fotossistema II (PSII), e, conforme Wang
et al. (2003), as células de H. pluvialis mantém sua
funcdo PSII, durante a fase de carotenogénese, ¢ a
fixacdo de carbono inorganico, por meio da atividade
fotossintética.

Em situagoes de estresse, a atividade do fotossistema
I (PSI) ¢ reduzida, e o O, gerado no PSII continua a
ser eliminado e acumulado, e pode ser rapidamente
convertido em H,0, ¢ HO (Wang et al., 2003). Essas
formas reativas de oxigénio, conhecidas como “reactive
oxygen species” (ROS), podem causar diversos danos
irreversiveis as células, como destrui¢do de membranas
ou inibi¢do da atividade enzimatica. Assim, como
mecanismo de defesa, a célula de H. pluvialis
produz a astaxantina, um composto antioxidante que
inibe os danos causados pela ROS gerada (Li et al.,
2008). Kobayashi et al. (1993) concluiram que a
carotenogénese ¢ uma resposta da célula mediada pela
ROS.

Nesse contexto, o aumento na excre¢ao de carbono
dissolvido comprova que a atividade fotossintética ¢é
mantida, o que gera excesso de O,, que, por sua vez,
induz ao processo de biossintese ¢ ao acumulo de
astaxantina. Alguns autores sugerem, ainda, que o
estresse gerado pela deplecdo de nutrientes ¢ a forma
mais efetiva de geracdo de ROS, o que leva a uma
forma eficaz de indugdo a carotenogénese (Wang et al.,
2003).

Conclusoes

1. A sintese de astaxantina, a biomassa seca final
e a excrecdo de carbono organico dissolvido por
Haematococcus pluvialis sdo maiores quando aplicado
o estresse luminoso, com a adicdo de 4% de CO,, na
fase exponencial de crescimento.

2.0 aumento da taxa de excrecdo de carbono
organico pelas células esta diretamente relacionado a
efetividade do estresse de indugdo a carotenogénese,
quando o fator adi¢do de carbono inorgéanico, aliado ao
aumento da intensidade luminosa, ¢ aplicado na razao
de sete vezes, na fase exponencial de crescimento.
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