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RESUMO

VALIDACAO E APLICACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE
METABOLITOS MICROALGAIS EMPREGANDO CROMATOGRAFIA EM FASE
GASOSA

AUTORA: Raquel Guidetti Vendruscolo
ORIENTADOR: Roger Wagner

O estudo do metabolismo, a partir da determinagdo de metabdlitos, esta assumindo elevada
importancia no cenario cientifico bioldgico, pois possibilita 0 conhecimento ou até mesmo o
entendimento de como e porque sdo modificadas pelo meio as rotas existentes em matrizes
bioldgicas. As microalgas sdo organismos unicelulares procariontes ou eucariontes com
capacidade fotossintética, apresentam requisitos relativamente simples para o crescimento e
elevado potencial para sintese de produtos de interesse tecnoldgico. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um método de extracdo simultédnea da fracdo apolar (acidos
graxos) e polar (aminoacidos e acidos organicos) do contetdo intracelular de microalgas,
empregando a cromatografia em fase gasosa (GC) como ferramenta analitica de anélise. Os
compostos foram extraidos pelo método de Bligh e Dyer com reduc¢do no volume de solventes
organicos e diferentes formas de agitagcdo e/ou ruptura celular. Os compostos apolares foram
derivatizados segundo Hartman e Lago (1973). A derivatizacdo dos compostos polares foi
realizada de acordo com Oms-Oliu et al. (2011) e validada para a amostra biomassa
microalgal quanto a seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e
exatiddo. Entdo, foram analisadas duas cloroficeas, Chlorella vulgaris e Scenedesmus
obliquus e duas cianobactérias, Aphanothece microscopica Négeli e Phormidium autumnale.
Foram detectados onze &cidos graxos, dez aminodcidos, e trés acidos organicos entre as
espécies. Os acidos succinico, malico e citrico, importantes intermediarios do ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), a partir do qual sdo formados produtos microalgais de interesse. Dentre
0s aminoacidos, o acido glutdmico foi o composto majoritario em todas espécies. Com
excecdo da S. obliquus, as microalgas apresentaram perfil de acidos graxos (AG)
majoritariamente de cadeia carbdnica saturada. Posteriormente, foram caracterizados 0s
acidos organicos, os aminoacidos e os &cidos graxos ao longo do crescimento da microalga S.
obliquus cultivada fotossinteticamente com iluminacdo constante. O &cido succinico
apresentou concentracdes constantes a partir das 120 h de cultivo, enquanto os &cidos mélico
e citrico tiveram aumento significativo de concentracdo as 336 h. Com exce¢do da alanina,
acido glutdmico e asparagina que apresentaram apice em 336 h, as maiores concentracfes
aminoacidos foram observadas entre 120 e 288 h. O perfil de acidos graxos apresentou
mudanca significativa entre as anélises de 0 e 120 h. Primeiramente o cultivo foi caracterizado
pela elevada concentragcdo de AG saturados e compostos de cadeia curta e media, a partir de
120 h foi detectado maior concentracdo de AG insaturados e de cadeia longa (> 20 carbonos).
Em face disso, foi possivel estabelecer relacéo entre vias biossintéticas das microalgas.

Palavras-chave: amino&cidos, &cidos organicos, acidos graxos, derivatizagao.



ABSTRACT

VALIDATION AND APPLICATION METHOD FOR MICROALGAE
METABOLITES DETERMINATION USING GAS CHROMATOGRAPHY

AUTHOR: Raquel Guidetti Vendruscolo
ADVISOR: Roger Wagner

The study of metabolism through the metabolites determination is assuming great importance
in biological scientific scene, once it allows the knowledge or even understanding of how and
why they are modified by existing routes in biological matrices. Microalgae are unicellular
organisms prokaryotes or eukaryotes with photosynthetic capacity, that presents relatively
simple requirements for growth and high potential to technological interest products
synthesis. Thus, the aim of this study was to develop a simultaneous extraction method of
non-polar fraction (fatty acids) and polar (amino acids and organic acids) in microalgae
intracellular content, employing gas chromatography (GC) as analytical analysis tool. The
compounds were extracted by Bligh e Dyer method with reducing the volume organic
solvents and different forms of agitation and/or cell disruption. The non-polar compounds
were derivatizated by Hatman e Lago method. The derivatization of polar compounds was
performed according to Oms-oliu and validated for microalgae biomass sample, considering
selectivity, linearity, detection and quantification limits, precision and accuracy. Then, were
analyzed two chlorophytes, Chlorella vulgaris and Scenedesmus obliquus and two
cyanobacteria, Aphanothece microscopica Nageli and Phormidium autumnale. Eleven fatty
acids, ten amino acids and three organic acids were detected between the species. The
succinic, malic and citric acids, important intermediates from tricarboxylic acid cycle (TCA),
from which are formed microalgae products of interest. Among the amino acids, the glutamic
acid was the major compound in all species. Excepting the S. obliquus, the microalgae
showed fatty acid profile mostly with saturated carbon chain. Posteriorly, the organic acids,
amino acids and fatty acids were characterized during growth of S. obliquus microalgae
cultivated photosynthetically with constant lighting. The succinic acid showed constant
concentrations after 120 h of cultivation, while malic and citric acids had a significantly
higher concentration to 336 h. Excepting the alanine, glutamic acid and asparagine, which
showed peak in 336 h, the highest concentrations of amino acids were observed between 120
and 288 h. The fatty acid profile showed significant change between analysis of 0 to 120 h.
Firstly the cultivation was characterized by the high concentration of saturated FA and short
and medium chain compounds. After 120 h was detected higher concentration of unsaturated
AG and long-chain (> 20 carbons). In this regard, it was possible establish relationship
between microalgae biosynthetic pathways.

Keywords: amino acids, organic acids, fatty acids, derivatization.
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1 INTRODUCAO

Os metabdlitos sdo compostos orgénicos ou inorganicos pertencentes as mais diversas
classes quimicas e apresentam relagcdo direta com as vias bioquimicas que correm durante o
metabolismo de sistemas bioldgicos (HU e XU, 2013). Assim, o estudo do metabolismo, a
partir da determinagdo destes metabdlitos, esta assumindo elevada importancia no cenario
cientifico bioldgico, pois possibilita 0 conhecimento ou até mesmo o entendimento das rotas
existentes em determinada matriz biologica (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009).

As microalgas sdo organismos unicelulares procariontes ou eucariontes com capacidade
fotossintética, apresentam requisitos relativamente simples para o crescimento e elevado
potencial para sintese de produtos de interesse tecnologico (WANG et al., 2013). Pigmentos,
compostos bioativos (toxinas, antibidticos, antioxidantes), proteinas e lipidios sdo o0s
principais responsaveis pelo desenvolvimento da biotecnologia microalgal (BOROWITZKA,
2013). Entretanto, existem poucos trabalhos abordando &cidos graxos, aminoacidos e &cidos
organicos como metabolitos precursores ou intermediarios da sintese dos produtos citados e
sua caracterizacdo poderia vir a auxiliar na elucidacdo das rotas desenvolvidas pelas
microalgas em dada condicdo de cultivo (IBANEZ et al., 2013).

Para a determinacdo dos metabdlitos microalgais eles devem ser, primeiramente,
extraidos por um método que possibilite a ruptura da parede celular (HALIM et al., 2012).
Normalmente, extracGes desta natureza sdo realizadas por solventes organicos ou uma mistura
deles. No entanto, a acrescente preocupacao ambiental requer que haja a reducdo ou até
mesmo a eliminacgdo destes solventes na execucdo de métodos analiticos (PIZZUTTI et al.,
2009). Neste sentido, métodos de extracdo assistidos por ultrassom estdo sendo aplicados,
visto que é possivel manter ou maximizar a eficiéncia de extracdo com o emprego de um
menor volume de solventes organicos (GRIMI et al., 2014).

Tradicionalmente, &cidos graxos, aminoacidos e acidos organicos sdo determinados por
métodos cromatograficos, eletroforéticos e espectrofotométricos (DULF et al., 2006;
CALLEJON, TRONCOSO, MORALES, 2010; CHRISTOU et al., 2014). Com exce¢io dos
acidos graxos, a cromatografia em fase gasosa (GC) é pouco usual na determinacdo destes
metabolitos e surge como uma alternativa por apresentar alto poder de resolucdo e
sensibilidade (KOEK et al., 2006). Na maioria das vezes, ela ndo é preferida para analises de
compostos polares pela necessidade de um processo de derivatizacdo anterior a anéalise
(PASIKANTI, HO, CHAN, 2008).
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As principais reagdes de derivatizagdo aplicadas a estas substancias envolvem reagdes
de sililagéo isoladas ou em combinagéo com reacdes de oximacédo (LEE et al., 2010; OMS-
OLIU et al., 2011; HURTADO- FERNANDEZ et al., 2014). Uma vasta gama de substancias
derivatizantes estdo disponiveis e sdo capazes de gerar derivados estaveis e volateis,
permitindo a andlise por GC (KLOOS et al., 2011). A utilizacdo desta técnica ird possibilitar
realizacdo de analises com alta resolucéo aliadas a baixo custo e tempo de execucdo inferior a
de outras técnicas utilizadas para a determinacdo desses compostos polares (MANDALAKIS,
APOSTOLAKI, STEPHANOU, 2010).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTUDO DOS METABOLITOS

Metabolitos sdo compostos organicos ou inorganicos, produtos finais ou subprodutos
das inUmeras vias de biossintese e catabolismo existentes em sistemas biolGgicos
(DEBERARDINIS e THOMPSON, 2012). O nimero de metabdlitos presente depende do
organismo e o tipo de amostra que se estd trabalhando (ALMSTETTER, OEFNER,
DETTMER, 2012). Bactérias procariontes, por exemplo, contém cerca de 750 metabdlitos,
enquanto eucariontes variam de 1100 em leveduras até milhares em seres humanos e dezenas
ou centenas de milhares em determinadas espécies de plantas (GOODACRE, 2007).

Atualmente vérias técnicas analiticas estdo sendo aplicadas para a analise de uma
grande variedade de metabolitos. Dependendo da amostra, das abordagens analiticas e do
desempenho analitico requerido (limite de detecgdo, precisdo, exatiddo) surgem diferentes
demandas de anlise (Quadro 1) (KOEK et al., 2011).

A terminologia na pesquisa metabdlica ainda ndo é padronizada e diferentes definicdes
dos termos podem ser encontradas. As analises de metabolito alvo e perfil metabdlico sdo
comumente aplicadas em pesquisas quando existe uma hipGtese, em que o interesse esta
focado em um ndmero limitado de metabolitos ou uma certa classe de compostos ou via
metabdlica. Devido ao pré-tratamento seletivo da amostra, baixos limites de deteccédo e alta
exatiddo e precisdo podem ser alcancados. Para a rapida verificacdo e classificagdo das
amostras, a identificagédo e quantificacdo de cada metabolito nem sempre é necessaria, 0 que é
abordado pelas analises de “fingerprint” metabolico e metabolomica (KOEK et al., 2011).

A metaboldmica é uma analise ndo- alvo, abrange todos ou maior nimero possivel de

metabdlitos presentes em um sistema bioldgico, pode fornecer informagdes sobre a
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concentracdo absoluta de todos compostos extraidos da amostra (ALMSTETTER, OEFNER,
DETTMER, 2012). Entretanto, devido a limitacdes de ordem préatica, como a auséncia de
materiais de referéncia, os metabolitos sdo quantificados utilizando a quantificacdo relativa,
isto €, determinar a relacdo entre a reposta do composto e um padréo interno (MOUNICOU,
SZPUNAR, LOBINSKI, 2009).

Quadro 1. Abordagens analiticas para estudo de metabdlitos.

Analise de metabolito alvo | Anélise quantitativa (absoluta ou relativa) de um ou alguns metabolitos alvo.
Estratégia tipica: pré-tratamento da amostra seguida por separacao seletiva (GC,
LC, CE) acoplado a deteccao sensivel e seletiva.

Caracterizacdo metabolica | Apglise quantitativa (absoluto ou relativo) e qualitativa (identificagéo)

multicomponente que define ou descreve padrdes metabdlicos para um grupo de
metabdlitos, que sejam metabolicamente ou analiticamente relacionados.
Estratégia tipica: pré-tratamento seletivo da amostra para uma classe de
compostos ou compostos de uma via metabdlica comum, seguido da separacdo
acoplada a detecgdo MS.

“Fingerprinting” metabolico | Fornece a classificagio da amostra. Normalmente, nio ha quantificagio (ou
apenas a quantificagdo relativa) e sem a identificacdo individual de metabdlitos.
Estratégia tipica: pré- tratamento simples de amostra, seguido de NMR, FTIR ou
espectrometria de massas por infuséo direta (DIMS).

Metabolémica Andlise quantitativa (principalmente quantificacdo relativa) e qualitativa do
conteddo completo de metabolitos presentes em uma sistema biolégico.
Estratégia tipica: pré- tratamento de amostra genérico seguido de separagdo
acoplada a detecgdo MS.

Fonte: modificado de Koek et al., 2011.

O desenvolvimento de metodologias para metaboldomica apresenta certa dificuldade
devido a complexidade do metaboloma, que é formado por diferentes classes de compostos
presentes em uma ampla faixa de concentracdo (ALMSTETTER, OEFNER, DETTMER,
2012). Atualmente, as principais técnicas analiticas utilizadas para anélise do metaboloma séo
a NMR e técnicas combinadas, como a GC e a LC acopladas a MS, além da CE acoplada a
MS (DIETERLE et al., 2011). Essas técnicas sdo, geralmente, preferidas para analise do
metaboloma, pois permitem a quantificacdo e identificacio de um grande ndmero de
metabolitos (KOEK et al., 2011).

Metabolitos volateis, de baixo peso molecular podem ser analisados diretamente por
GC, porém muitos dos metabdlitos presentes em um sistema bioldgico contém grupos
funcionais polares e sdo termicamente instaveis a temperatura necessaria para sua separagao
ou nao sdo suficientemente volateis (LEE et al., 2013). Portanto, € necessaria uma
transformacdo desses compostos antes da analise por GC, onde a maioria dos métodos

utilizados depende de uma derivatizagdo com um reagente de oximagao seguido por sililagdo
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ou somente sililacdo. Os agentes sililantes sdo os reagentes de derivatizagdo mais versateis e
aplicaveis universalmente, sendo os mais adequados para analise por GC, poucos trabalhos

utilizam outras derivatizac6es para aplicacdo desta técnica (KOEK et al., 2011).

2.2 MICROALGAS

Primeiramente, os estudos relacionados aos metabolitos em sistemas biologicos se
concentraram em bactérias e mamiferos devido a importancia das informac6es obtidas para
salde humana e suas aplicacGes no &mbito biomédico (ARAPITSAS et al., 2015). No entanto,
outros sistemas menos comuns ou conhecidos também foram sendo gradualmente incluidos
nos estudos dmicos, como as microalgas. A maioria das analises metabdlicas de microalgas
estd focada na quantificacdo e identificacdo de metabdlitos secundarios que apresentem valor
econdmico. A metabolémica também estd sendo aplicada em estudos ambientais a fim de
verificar a resposta metabdlica das microalgas a estimulos ambientais ou fontes de estresse
(JAMERS, BLUST, COEN, 2008).

Microalgas sdo microrganismos unicelulares procariontes ou eucariontes, sendo as
organelas as principais responsaveis por esta diferenciagdo. Procariontes ndo possuem
cloroplastos, mitocéndrias e nucleo. Dependendo da espécie, as microalgas podem se
desenvolver nos mais diversos ambientes, adgua doce, agua salobra e aguas residuais
(RASHID, 2014). Estes micro-organismos apresentam versatilidade no que se refere a
manutencdo de suas estruturas, usufruindo de diferentes metabolismos energéticos,
fotossintético, heterotrofico e fixagao nitrogénio (MORALES-SANCHEZ et al., 2014).

As microalgas sdo a base da cadeia alimentar, componentes criticos em muitos habitats
e sdo grandes produtores de oxigénio, além de apresentarem grande importancia comercial na
indUstria de alimentos, farmacéutica e aquicultura como fonte natural de produtos de alto
valor agregado (JAMERS, BLUST, COEN, 2008). Acidos graxos, esteroides, carotenoides,
polissacarideos, enzimas e toxinas estdo entre os bioprodutos de origem microalgal com maior
aplicacdo industrial. Além de sua utilizacdo para producdo de bicombustiveis, tratamento de
aguas residuais e absor¢do de CO2 (KOLLER, MUHR, BRAUNEGG, 2014).

2.3 METABOLITOS MICROALGAIS

O estudo dos metabolitos de sistemas biologicos tem se mostrado uma ferramenta eficaz

para a caracterizacdo das vias metabolicas que ocorrem em determinadas condigdes
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ambientais (WU et al., 2009). Assim, ao se ter conhecimento e entendimento das vias
metabdlicas responsaveis pela producdo dos metabdlitos de interesse é possivel modificar ou
intensificar condicdes em que o sistema biolégico se encontra a fim de maximizar a
biossintese desses produtos (OMS-OLIU et al., 2011).

2.3.1 Lipidios

Os lipidios sdo compostos organicos de origem biologica, soluveis em solventes
organicos ndo polares e geralmente insoluveis em agua (AFANAS’EVA et al,, 2011). Os
triacilglicerdis, acidos graxos esterificados com glicerol, sdo os constituintes majoritarios dos
lipidios, enquanto os minoritarios séo mono e diglicerideos, acidos graxos livres, fosfatideos,
esterdis e vitaminas lipossoltveis (ASIF, 2011)

Nos sistemas bioldgicos, os lipidios desempenham fung¢des Unicas, como formacdo de
membranas celulares, estabilizacdo das proteinas ligadas a membrana, reserva energética,
principalmente na forma de triacilglicerois, além de serem, juntamente com seus derivados,
moléculas biologicamente ativas (hormonios, vitaminas) (AHMED et al., 2015).

Vaérias espécies de microalgas apresentam a capacidade de acumular lipidios na forma
de triacilgliceris (KUMAR e SHARMA, 2014). Atraves de manipulacBes simples nas
propriedades fisicas e quimicas do seu meio de cultura elas sdo induzidas a produzir
guantidades substanciais destes compostos (20 a 50% em peso seco) com diferentes
composicdes em acidos graxos (ARAUJO et al., 2013).

As microalgas sdo, teoricamente, capazes de produzir mais lipidios do que qualquer
fonte convencional, assim se apresentam como potenciais fontes para producdo de biodiesel.
Entretanto, os lipidios obtidos de biomassa microalgal sdo ricos em acidos graxos 6mega-3 de
cadeia longa, como EPA e DHA, que podem ser utilizados na tanto na alimentacdo humana
quanto animal (RYCKEBOSCK, MUYLAERT, FOUBERT, 2012).

2.3.2 Aminoacidos

Os aminoacidos sdo as unidades estruturais basicas das proteinas, macromoléculas
biolégicas mais abundantes. Os 20 aminoacidos primarios que compde as proteinas sao o-
aminoéacidos, possuem um grupo carboxila e um grupo amino ligados a0 mesmo atomo de
carbono (carbono o). Eles diferem entre si apenas por sua cadeia lateral, a qual ¢ responsavel

pela sua funcéo e propriedades bioquimicas (LEHNINGER, NELSON, COX, 2006).
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Com base no balanco de nitrogénio necessério para a dieta, os aminoécidos foram
classificados como essenciais e ndo essenciais para seres humanos e animais. Os aminoacidos
essenciais sdo definidos como os que ndo sintetizados ou adequadamente sintetizados pelo
corpo, por isso devem ser fornecidos pela dieta para atender os requisitos ideais (WU, 2010).

Além de atuarem como blocos de construcdo das proteinas e polipeptidios, 0s
aminoacidos na sua forma livre sdo compostos biologicamente ativos, essenciais para
manutencdo do metabolismo, crescimento, reproducdo, funcdes imunoldgicas e também
funcBes especificas no sistema nervoso central (EGYDIO et al., 2012). Estes compostos,
chamados amino&cidos funcionais, incluem arginina, cisteina, glutamina, leucina, prolina,
triptofano (WU, 2009).

As proteinas sdo um dos compostos organicos majoritarios que constituem as
microalgas e sua composicdo em aminoacidos essenciais é o principal fator da qualidade
proteica da biomassa microalgal. Algumas espécies de microalgas apresentam elevado
potencial para producdo de aminoécidos essenciais, superando percentuais extraidos da soja
(VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013), o que aumenta o interesse no isolamento e
caracterizacdo dos aminoacidos de microalgas para aplicacdes farmacoldgicas e nutracéuticas
(SAMARAKOON e JEON, 2012).

2.3.3 Acidos organicos

Os acidos carboxilicos sdo os &cidos organicos mais comuns, cuja acidez esta associada
a presenca de um ou mais grupamentos carboxilo (-COOH) (SHAIKH e QURESHI, 2013).
Em meio aquoso sdo acidos fracos e apresentarem elevados pontos de ebulicdo devido a
facilidade de formarem interacdes intermoleculares do tipo ligacdes de hidrogénio (LOPEZ-
BUCIO et al., 2000).

Os acidos organicos foram os primeiros compostos a serem explorados pela
biotecnologia. Atualmente, devido a crescente demanda por compostos de origem biosintética
houve um aumento na diversidade de &cidos organicos com aplicagdo industrial (BECKER et
al., 2015). Alem dos usos tradicionais na alimentacdo animal e humana, os acidos organicos
estdo sendo utilizados como blocos de construcdo quimica e polimeros biodegradaveis em
substituicdo a produtos quimicos sintéticos a base de petréleo (YANG, LUBECK, LUBECK,
2014).

As microalgas sdo organismos promissores para producdo de compostos organicos de
cadeia curta, como alcoois e acidos organicos (WIJFFELS, KRUSE, HELLINGWERF,
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2013). Estes &cidos apresentam importancia fundamental a nivel celular para varias vias
metabdlicas desempenhadas pelas microalgas, incluindo producéo de energia e formagdo de
precursores da biossintese de compostos como aminoacidos e acidos graxos (KLOOS et al.,
2014).

2.4 DETERMINACAO DOS METABOLITOS MICROALGAIS

2.4.1 Extracdo dos metabdlitos por particdo em solventes imisciveis

Os constituintes intracelulares de microalgas sdo comumente extraidos com solventes
organicos, benzeno, hexano, acetona e cloroférmio. Para que uma extracdo por solventes seja
considerada eficiente é necessaria a utilizacdo de uma substancia com capacidade de penetrar
totalmente a amostra e solubilizar os componentes de interesse. Para facilitar o contato destes
solventes organicos com o conteddo intracelular podem ser aplicados pré-tratamentos visando
a ruptura celular, como a hidrélise &cida, ciclos de congelamentos e descongelamentos
subsequentes ou ainda extracOes assistidas por ultrassom e micro-ondas (HARUN et al.,
2010).

Tradicionalmente, constituintes lipidicos de matrizes bioldgicas séo extraidos utilizando
uma combinacdo de cloroférmio, metanol e agua, descrita por Bligh e Dyer (1959). O método
foi desenvolvido para extracdo de lipidios de tecido de peixe e tem sido utilizado como
referéncia para extracdo da fracdo lipidica de diversas matrizes e também para estudos de
comparacdo de metodos. Uma desvantagem do método Bligh e Dyer € o uso de grande
volume de solventes para extracdo de lipidios e de residuos formados (SAHENA et al., 2009).

O método Bligh e Dyer com modificacGes tem sido empregado também para extracdo
de compostos polares presentes em biomassa microalgal, visto que sdo utilizados solventes
com diferentes faixas de polaridades (SHIN et al., 2014). Atendendo aos principios da
quimica verde, a principal adaptacdo realizada é a reducdo do volume de solventes
empregado, observando a manutengdo da eficiéncia da extracdo ou até mesmo maximizada
utilizando esse método assistido por ultrassom ou micro-ondas, por exemplo. Varios estudos
mostraram que metodos de extragdo de compostos de microalgas assistidos tanto por
ultrassom, quanto por micro-ondas se mostraram mais eficientes, com menor tempo, aumento
de produtividade, custos baixos a moderados, sem toxicidade ou riscos adicionais
(CRAVOTTO et al., 2008).
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2.4.2 Analise dos metabolitos por cromatografia em fase gasosa

Recentemente, a evolucdo da analise instrumental permitiu a deteccdo e quantificacao
de inUmeros compostos, principalmente pelo aumento da sensibilidade e da precisdo. A
determinacédo deve proporcionar baixos limites de deteccdo para todos os analitos que estejam
presentes na amostra em um curto tempo de analise (CALLEJON, TRONCOSO, MORALES,
2010).

A GC é técnica mais utilizada para determinacao de acidos graxos de amostras lipidicas,
devido sua alta resolucdo, sensibilidade e capacidade de separar isomeros. Tanto detectores de
ionizacdo em chama (FID) quanto espectrometros de massas (MS) sdo utilizados para
determinacéo desses compostos (ALBUQUERQUE et al., 2010).

Entretanto, cerca de 99% dos acidos graxos encontrados na natureza se apresentam na
forma de triacilglicerdis que ndo s&o suficientemente volateis para serem analisados por GC
(DEMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010). Assim, esses compostos sdo submetidos a
processos de derivatizacdo para obtencdo de derivados volateis, como ésteres de acidos graxos
(ALBUQUERQUE et al., 2010).

Vérios métodos sdo empregados atualmente para conversdo de triacilglicerdis a ésteres
de é&cidos graxos, os quais se baseiam nos principios basicos de hidrélise &cida e alcalina
(ALDAI et al., 2005):

- A hidrolise dos lipidios em &cidos graxos envolve a saponificacdo (hidrolise alcalina) em
que a ligacdo éster entre o &cido graxo e o glicerol é clivada sob temperatura elevada na
presenca de um alcali forte. Posteriormente, ocorre a metilacdo na presenca de um acido forte

em metanol.

- A transesterificacdo direta envolve catalise acida ou alcalina em um processo em que 0
alcool (glicerol) do lipidio é deslocado da molécula e substituido por outro alcool em excesso

em condigdes anidras.

Tradicionalmente, a determinagdo de aminoacidos e acidos organicos é realizada por
cromatografia de troca ionica, LC, CE, acopladas a diferentes detectores, incluindo o
espectrometro de massas ou até mesmo metodos espectrofotométricos, por serem
consolidados para este fim e apresentarem simplicidade e serem relativamente rapidos
(CALLEJON, TRONCOSO, MORALES, 2010; CHRISTOU et al., 2014; HARVEY, 2011).

A GC surge como alternativa para a determinacdo destes compostos por apresentar alto poder
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de resolucdo, sensibilidade e facil acoplamento a diferentes detectores (HARVEY, 2011).
Entre esses detectores o MS permite a identificagdo de analitos por seu espectro de ions e
além dos dados de tempo de retencdo, ademais apresenta sensibilidade elevada e pode ser
operado em modo seletivo de ions que contribui para maior seletividade (MARTENS-
LOBENHOFFER e BODE- BOGER, 2014).

Entretanto, esses compostos polares ndo sdo suficientemente volateis para serem
analisados por GC, 0 que torna necessario sua conversao a derivados volateis, principal
requisito para o emprego da técnica (KOEK, 2011). Em geral, as reacGes de derivatizacao de
uma sé etapa sdo preferidas, mas derivatizacdes de duas etapas podem se mostrar mais
eficientes para posterior anélise cromatografica. Os métodos classicos de derivatizagdo
consistem na substituicdo de grupos polares das moléculas para aumentar sua volatilidade
(RUIZ-MATUTE et al., 2011).

Os grupamentos polares presentes nestes compostos sdo passiveis de diferentes reagdes
de derivatizagdo como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Principais rea¢6es de derivatizagdo de grupos funcionais com seus respectivos derivatizantes.

Derivatizante
MSTFA, BSA, BSTFA, TMCS, MTBSTFA;

Grupo funcional
Acido carboxilico

Reacdo
Sililagéo

TMSH, DMS, Metanol/ Acido inorganico,

Formacéo de éster metilico

Esterificagéo

Dimetiloxazolina

Metanol/ Cloreto de acila; Metanol/ BFs.

Alcool/ Acido inorganico, Alcool/ BF3,
PFBBr, 3-piridilcarbinol,;

DMOX;

Hidroxila Sililagdo

Formacéo de éter metilico

MSTFA, BSTFA, BSA, TMCS, MTBSTFA,

Diazometano

Derivatizacao quiral MTPA

Cetona e aldeido Oximacéo Hidroxiamina e Metoxiamina
Amina Sililagéo MSTFA, BSTFA, BSA, TMCS, MTBSTFA;
Acilacéo HFBA, PFPA, TFAA,

Fonte: Modificada de Blau e Halket, 1993; Kloos, et al., 2014.

Segundo estudos que realizaram a determinacdo de metabdlitos de goiaba (LEE, et al.,
2010), tomate (OMS-OLIU et al., 2011) e abacate (HURTADO- FERNANDEZ, et al., 2014)

a derivatizacdo de duas etapas, oximacéo seguida de sililacdo € eficiente para a determinacéo
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por GC de aminoécidos, carboidratos e acidos organicos simultaneamente, visto que pode ser
aplicada tanto para aldoses quanto cetoses, carbonilas e aminas e tém sido amplamente
empregada na determinacdo de diversas misturas complexas, por ser eficiente e proporcionar
cromatogramas com boa resolucdo (RUIZ-MATUTE et al., 2011).

A sililagdo € o método de derivatizagdo mais utilizado, seja ele aplicado posteriormente
a oximacdo ou isolado, pois é simples, versatil e consiste em um processo Unico e ndo
necessita de um método de separacdo anterior a analise por GC quando comparada aos outros
métodos de derivatizacdo. A reatividade dos reagentes de sililagdo para os atomos de
hidrogénio ativos reduz na seguinte ordem, hidroxila (alifatico > fendlico > carboxila), amina
e amida. As reacOes de sililacdo envolvem o ataque nucleofilico de segunda ordem, onde o
par de elétrons do heterodtomo mais eletronegativo da molécula (O, N ou S) ataca o &tomo de
silicio do reagente de sililacdo (WELLS, 1999).

Uma grande variedade de reagentes de sililacdo estd disponivel, como
trimetilclorosilano (TMCS), N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA),
bis(trimetilsilil)acetamida (BSA), N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), mas 0s
derivados trimetilsilil (TMS) formados sdo instaveis e requerem condicdes anidras
(SEGURA, VENTURA, JURADO, 1998). Muitos trabalhos utilizam o N,N-terc-
butil(dimetilsilil)trifluoroacetamida (MTBSTFA) como derivatizante por ser menos sensivel a
hidrélise e formar derivados mais estaveis que os outros reagentes. Os rendimentos obtidos
com estes agentes sililantes sdo superiores a 96%. Além do reagente de derivatizacdo é
necessaria a utilizacdo de um solvente apropriado para que a reacdo ocorra. Como a sililacdo
se da nos hidrogénios ativos da molécula devem ser evitados solventes préticos. Piridina,
hexano, isoctano, dimetilformamida, dimetilsulfoxido, tetrahidrofurano e acetonitrila estdo
entre os solventes mais utilizados na reacdo de sililacdo (RODIER et al., 2001).

Assim, principal desvantagem da GC € o processo de derivatizacdo dos compostos
polares em questdo para formacéo de derivados volateis, devido a complexidade das reacdes e
0s reagentes envolvidos. Apesar destes inconvenientes, a GC é uma técnica seletiva, sensivel,
precisa, exata, barata e versatil, além de permitir a detecgdo de diversas classes quimicas

simultaneamente quando acoplada a detector universal (POOLE, 2013).

2.5 VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS
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A qualidade das mediagbes quimicas deve ser assegurada através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade. Assim, para que um método analitico a ser
desenvolvido forneca informacBes confidveis e passiveis de interpretacdo, ele deve ser
submetido a uma avaliacéo prévia, a validacdo (RIBANI et al., 2004).

A validacdo consiste de um processo continuo que se inicia no planejamento da
estratégia analitica e se estende pelo seu desenvolvimento (RIBANI et al., 2004) e tem por
objetivo garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003).

Os paré@metros analiticos de validacdo (ou figuras de mérito) mais utilizados para avaliar
métodos de separagdo sdo: seletividade, linearidade, sensibilidade, intervalo (faixa linear),
precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez (PASCHOAL et al.,
2008).

2.5.1 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz
(ANVISA, 2003).

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método
instrumental de separacéo e deve ser reavaliada continuamente durante a validagéo, visto que
algumas amostras podem sofrer degradacédo, gerando compostos que nao foram observados
inicialmente, que podem vir a coeluir com substancias de interesse (RIBANI et al., 2004).

A avaliacdo da seletividade deve ser realizada através de ensaios com padrdes ou
materiais de referéncia e amostras com e sem o analito e a capacidade de identificar o analito
de interesse na presenca de interferentes (INMETRO, 2007). Para os métodos
cromatograficos € conveniente também a utilizacdo de testes de pureza de pico com auxilio de

detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas (PASCHOAL et al., 2008).

2.5.2 Linearidade

Corresponde a capacidade do método analitico em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra em uma dada faixa de concentracdo

(INMETRO, 2007). A relagdo matematica entre o sinal analitico e a concentracdo do



20

composto de interesse pode ser expressa por uma equacdo de regressdo linear simples
apresentada abaixo, chamada de curva analitica (RIBANI et al., 2004).

y=ax+b

Onde:

y = resposta medida (altura ou area do pico, absorbancia, etc.);
X = concentracdo do analito de interesse;

a = inclinacdo da curva de calibracdo — sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y, quando X = 0;

A determinacdo da linearidade deve ser realizada com no minimo cinco niveis de
contracdo do analito, preparados em trés replicatas independentes. A linearidade do método
sera observada pelo gréfico dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito e verificada
também pela equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos quadrados
(INMETRO, 2007). O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser
=0,99 (ANVISA, 2003).

2.5.3 Sensibilidade

Demostra a varia¢do da resposta em fungdo da concentracdo do analito. A sensibilidade
pode ser expressa pela inclinacdo da curva analitica (coeficiente angular), assim ¢é
determinada simultaneamente aos testes de linearidade. No caso de uma reta, quanto maior for

o0 angulo de inclinacdo, mais sensivel sera o0 método (INMETRO, 2007).

2.5.4 Intervalo (faixa linear)

A faixa linear ou intervalo é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior
de um método analitico. O intervalo é determinado pela confirmacdo de que o método
apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequadas quando aplicados a amostras contendo
quantidades de substancias dentro do intervalo especificado (ANVISA, 2003).

A faixa linear é definida como a faixa de concentracdes na qual a sensibilidade pode ser
considerada constante e é normalmente expressa nas mesmas unidades do resultado obtido
pelo método analitico (INMETRO, 2007).
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2.5.5 Precisao

Representa a dispersdo dos resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicdes definidas (RIBANI et al.,
2004). Normalmente, a precisdo é determinada para circunstancias especificas de medigdo e
as formas comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade, da precisdo intermediaria e
da reprodutibilidade (ANVISA, 2003).

Os resultados de repetitividade, de precisdo intermediaria e de reprodutibilidade podem
ser expressos pela estimativa do desvio padrdo absoluto (s), pelo intervalo de confianca da
média, como também pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD), conhecido como

coeficiente de variacdo (CV), conforme a equacéo abaixo (RIBANI et al., 2004).

RSD (%) = (s / xm) % 100

Onde:
s: desvio padrdo absoluto das medi¢cfes em replicatas;

Xm: média das medicGes em replicatas;

Como os ensaios de precisdo podem ser dependentes da concentracdo dos analitos, eles
devem ser realizados em diferentes concentracdes e o desvio padrdo relativo (RSD) pode ser o
mais Gtil para expressar os resultados neste caso, pois foi normalizado com base na
concentracdo e deste modo ele é praticamente constante ao longo da faixa de interesse
(INMETRO, 2007).

- Repetitividade (preciséo intracorrida)

Representa a concordancia entre os resultados de medi¢fes sucessivas de um mesmo
método, efetuadas sob as mesmas condicbes de medigdo, chamadas condi¢bes de
repetitividade: mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado nas mesmas
condigdes; mesmo local; e as repeticdes realizadas em um curto intervalo de tempo
(INMETRO, 2007).

- Precisao intermediaria (precisdo intercorridas)
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A precisdo intermediaria, também denominada de reprodutibilidade interna, refere-se a
precisdo avaliada de uma mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando 0 mesmo
método, no mesmo laboratério, mas com variacGes devido a eventos como diferentes dias,
analistas, equipamentos ou combinacao destes fatores (INMETRO, 2007). Para determinacao
da precisdo intermediéria do método é recomendado que a andlise seja realizada em pelo
menos dois dias diferentes com diferentes analistas (ANVISA, 2003).

- Reprodutibilidade (preciséo interlaboratorial)

A reprodutibilidade expressa o grau de concordancia dos resultados das medictes de
uma mesma amostra realizadas em diferentes condi¢des, mudanga de analista, local,
equipamentos (RIBANI et al., 2004). Refere-se, principalmente, a estudos de colaboragéo
entre laboratorios geralmente aplicados a padronizacdo de metodologias analiticas (ANVISA,
2003).

Apesar da reprodutibilidade ndo ser um componente da validagdo de um método
executado por um Unico laboratério, este pode utiliza-la para verificar o desempenho dos seus
métodos analiticos através da comparacdo interlaboratorial dos seus dados de validacédo
(INMETRO, 2007).

2.5.6 Limite de Detec¢éo (LOD)

Corresponde & quantidade minima em que o analito pode ser detectado mas néo
necessariamente quantificado nas condi¢Bes analiticas estabelecidas (ANVISA, 2003). O
LOD pode ser calculado de varias maneiras: método visual, método relacdo sinal-ruido,

método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004):

- Método visual: o LOD é determinado através da comparacdo da adicdo de baixas
concentragdes conhecidas do analito, de tal modo que se possa determinar 0 menor nivel em

que o analito realmente pode ser detectado, distinguido-se do ruido visualmente.

- Método da relacdo sinal/ruido: o LOD é determinado através da comparagéo entre a medicéo
dos sinais de amostras com baixas concentraces conhecidas do analito na matriz e um branco
da amostra. Assim, € estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser
facilmente detectada. A relacdo sinal/ruido de 3:1 ou 2:1 s&o aceitas como estimativas do

limite de deteccéo.
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- Método baseado em pardmetros da curva analitica: o LOD é determinado através de

parametros da curva analitica de acordo com a equacao:

LOD=33xs
S

Onde:
s = a estimativa do desvio padréo da resposta do coeficiente linear da equacgéo da reta da
curva analitica;

S=a inclinacdo ou coeficiente angular da equacéo da reta da curva analitica;

2.5.7 Limite de Quantificacdo (LOQ)

Corresponde a menor quantidade do analito que pode ser quantificada com preciséo e
exatiddo em condicBes analiticas estabelecidas (INMETRO, 2007). O LOQ pode ser
determinado com base nos mesmos critérios do LOD, porém utilizando uma relacéo 10:1, ou
seja, pelo método visual, pela relagdo sinal ruido ou pela relacédo entre a estimativa do desvio
padrdo da resposta (s) (que pode ser a estimativa do desvio padréo do branco, da equacdo da
linha de regressdo ou do coeficiente linear da equacao) e a inclinagdo da curva analitica (S),

em niveis proximos ao LQ (RIBANI et al., 2004), a partir da equacdo:

LOD=10xs
S

Onde:
s = a estimativa do desvio padréo da resposta do coeficiente linear da equacéo da reta da
curva analitica;

S=a inclinacdo ou coeficiente angular da equacéo da reta da curva analitica;

2.5.8 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. A exatiddo é sempre
considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de confianca (ou seja, aparece sempre
associada a valores de precisdo). Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentracéo

elevados e mais amplos em niveis de tragos (RIBANI et al., 2004).
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Normalmente, a avaliacdo da exatiddo é realizada através do uso de materiais de
referéncia certificados (MRC), participacbes em ensaios interlaboratoriais e realizacdo de

ensaios de adicdo e recuperacdo (INMETRO, 2007).

2.5.9 Robustez

Mede a sensibilidade do método analitico frente a pequenas e deliberadas varia¢des. Um
método se diz robusto quando se mostra praticamente insensivel a variacdes que possam
ocorrer quando executado (ANVISA, 2003).

A Robustez de um método cromatografico pode ser avaliada pela variacdo de
parametros como concentracdo de solvente organico, pH e forca i6nica da fase mdvel em
HPLC, programacdo da temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como o tempo
de extracdo e agitacdo. As mudancas introduzidas refletem as alterages que podem ocorrer
guando um método é transferido para outros laboratdrios, analistas ou equipamentos (RIBANI
etal., 2004).

O Teste de Younden pode ser utilizado para verificar a robustez do método analitico e
também para ordenar a influéncia de cada uma das varia¢des nos resultados finais, indicando

qual o tipo de influéncia de cada uma dessas varia¢des (INMETRO, 2007).
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

Manuscrito 1

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA CARACTERIZACAO
DE METABOLITOS INTRACELULARES DE MICROALGAS EMPREGANDO
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA (GC)
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método de extracdo simultanea da
fracdo apolar (&cidos graxos) e polar (aminoacidos e acidos orgénicos) do contetido
intracelular de microalgas. Adicionalmente, métodos para a determinacdo desses analitos por
GC foram validados e utilizados na caracterizacdo de duas cloroficeas, Chlorella vulgaris e
Scenedesmus obliquus e duas cianobactérias, Aphanothece microscopica Nageli e
Phormidium autumnale. Os compostos foram extraidos por mistura de solventes organicos
(metanol-cloroférmio) com volume reduzido e diferentes formas de agitacdo e/ou ruptura
celular. Os compostos apolares foram derivatizados por catalise &cida. A derivatizagdo dos
compostos polares foi realizada utilizando derivatizante N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MTBSTFA) em meio alcalino e validada para a amostra biomassa
microalgal quanto a seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), precisdo e exatiddo. Todos os métodos de homogeneizacao e/ou ruptura
celular avaliados apresentaram capacidade de extrair os compostos apolares e polares da
biomassa de C. vulgaris. A derivatizagdo dos compostos polares atendeu satisfatoriamente 0s
parametros de validacdo avaliados. Foram detectados onze acidos graxos, dez aminoacidos, e
trés &cidos organicos entre as espécies. Os &cidos succinico, méalico e citrico, importantes
intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico (TCA), a partir do qual sdo formados produtos
microalgais de interesse. Dentre os aminoacidos o &cido glutdmico foi 0 majoritario em todas
espécies. Com excecdo da S. obliquus, as microalgas apresentaram perfil de acidos graxos
com cadeia carbonica majoritariamente saturada.

Palavras-chave: derivatizacao, aminoacidos, acidos organicos, acidos graxos.

INTRODUCAO

Os sistemas biolégicos sdo formados por compostos de diversas classes quimicas em
ampla faixa de concentracdo. Varias sdo as abordagens utilizadas para caracterizar esses
compostos, as analises de caracterizacdo metabdlica visam identificar e quantificar um grupo
de metabolitos que estejam correlacionados, o “fingerprinting” tem por objetivo determinar
uma ampla gama de compostos, sem a necessidade de quantificar e os identificar
separadamente, ja a metabolémica identifica e quantifica o contetdo total de metabdlitos
presentes em matrizes bioldgicas (KOEK et al., 2011; CASTRO-PUYANA e HERRERO,
2013).

Dentre as matrizes bioldgicas com elevado poder de sintese de metabdlitos se
encontram as microalgas, que sdo micro-organismos unicelulares procariontes ou eucarionte.
(ZHU, 2015). As microalgas apresentam versatilidade no que se refere a manutencdo de suas
estruturas, usufruindo de diferentes metabolismos energéticos, fotossintético, heterotrofico e
fixacdo de nitrogénio (MORALES-SANCHEZ et al., 2014).

A biomassa microalgal apresenta grande importancia comercial para inddstria de

alimentos, farmacéutica, energia e aquicultura, como fonte natural de produtos de alto valor
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agregado, pimentos, enzimas, lipidios, proteinas, esterois e vitaminas (KOLLER, MUHR,
BRAUNEGG, 2014). Entretanto, ndo sdo reportados dados a respeito de metabdlitos
precursores e intermediarios da biossintese destes compostos microalgais de interesse.

As principais técnicas analiticas utilizadas para determinacdo de metabolitos sdo a
ressonancia magnética nuclear (NMR) e técnicas combinadas, cromatografia em fase gasosa
(GC) aliada a cromatografia liquida (LC), ambas acopladas a diferentes detectores
(DIETERLE et al., 2011). Essas técnicas sdo, geralmente, preferidas para andlise do
metaboloma, pois permitem a quantificacdo e identificacdo de um grande numero de
metabdlitos, j& que este é formado por diferentes classes quimicas em ampla faixa de
concentracdo (KOEK et al., 2011).

Apesar de menos usual, a utilizacdo da GC de forma isolada surge como alternativa para
analise de metabolitos, visto que possibilita a separacdo e detec¢do tanto de compostos
polares (&cidos orgéanicos, aminoacidos, acucares e acUcares alcoois) quanto ndao polares
(&cidos graxos e esterdis) com elevado poder de resolucdo, sensibilidade e detectabilidade,
além de permitir a analise simultanea de diferentes classes quimicas (LEE et al., 2013).

Ao se empregar novos metodos e técnicas analiticas, os parametros de validacdo como a
seletividade, sensibilidade, precisdo e exatiddo sdo pré-requisitos basicos para obtencdo de
resultados de qualidade. Atualmente, outras caracteristicas sdo requeridas para métodos
analiticos quantitativos, tais como reducdo da quantidade de amostras e produtos quimicos,
abordagens menos nocivas ao meio ambiente, reagentes menos toxicos e métodos com menor
namero de etapas, mais rapidos e de menor custo (PIZZUTTI et al., 2009).

Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método de preparo de
amostra que permite a extracdo simultdnea da fracdo apolar (&cidos graxos) e polar
(aminoacidos e acidos organicos) do contetdo intracelular de microalgas. Nesse estudo foi

adotado a GC como ferramenta analitica Unica para analise das fraces.
MATERIAL E METODOS
MICRO-ORGANISMOS E MEIO DE CULTURA

As culturas de C. vulgaris, S. obliquus, A. microscopica Négeli e P. autumnale foram
propagadas e mantidas em meio sintético BG11 (Ripka et al., 1979) em pH 8,0. As condi¢es

utilizadas foram 25 °C, 15 pmol/m?/s de luminosidade e fotoperiodo de 12 h (escuro/claro).
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SOLUCOES PADRAO

Foram preparadas solucGes padrdo de aminodcidos (L-alanina, L-glicina, L-valina, L-
leucina L-isoleucina, DL-norleucina (padrdo interno), L-prolina, L-metionina, L-serina, L-
treonina, L-fenilalanina, L-acido aspartico, L-hidroxiprolina, L-cisteina, L-acido glutamico,
L-arginina, L-asparagina, L-lisina, L-glutamina, L-histidina, L-tirosina e L-triptofano) (Sigma
Aldrich - USA) e é&cidos organicos (acido ascorbico, acido citrico, acido malico, acido
pirivico, &acido succinico e acido tartarico) (Vetec Quimica Fina LTDA - BR) na

concentracdo de 8 mg/mL de &cido cloridrico 0,1 M.

EXTRACAO DOS METABOLITOS

Os metabdlitos foram extraidos pelo método de Bligh e Dyer (1959) com algumas
modificagdes. Cerca de 100 mg de biomassa microalgal foram pesadas e adicionados 3 mL de
metanol, 1,5 mL de cloroférmio e 1,2 mL de &gua destilada. Para extracdo foram testados
diferentes formas de agitacdo e/ou ruptura celular: sonda de ultrassom (Sonifier 250, Branson
- USA) com frequéncia de 20 kHz, 200 W de poténcia, amplitude de 70%, no modo pulsado
por 30 minutos; mesa agitadora (Q225M, Quimis - BR) a 250 rpm por 30 minutos, com 0s
tubos dispostos horizontalmente; vortex (MX-S, SCILOGEX - USA) com adicéo de pérolas
de vidro de 0,25 mm de diametro por 30 minutos; agitador do tipo Turrax (TE-102 Turratec,
Tecnal - BR) por 10 minutos seguido de mesa agitadora por 30 minutos. Posteriormente,
foram adicionados 1,5 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada e novamente agitados
em mesa agitadora por 4 minutos. Entdo, as amostras foram centrifugadas (MTD IIl PLUS,
Metroterm - BR) a 1370 g por 2 minutos para separacdo das fases. As fases organica e aquosa

foram reservadas para analise dos metabdlitos apolares e polares, respectivamente.

DETERMINACAO DOS METABOLITOS APOLARES

A fase organica contendo os lipideos foi transferida para tubos de ensaio de 10 mL com
adicdo de 250 pL de padréo interno (Pi) com concentracdo de 4 mg/mL de tricosanoato de
metila (C23:0Me) (Sigma-Aldrich - USA) em iso-octano. Os solventes foram evaporados em
bomba de hidrovacuo (Q355J, Quimis - BR) e bloco de aquecimento (Concentrator e Dry,
Technal - BR) a 40 °C. A derivatizacdo foi realizada segundo o método descrito por Hartman
e Lago (1973). Assim, a fragdo lipidica foi adicionada de 1 mL de solugcdo metanolica de
hidroxido de potéssio (0,4 M) e mantida em banho-maria (500, Fisatom — BR) a 100 °C por
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10 min. Apos, os tubos foram resfriados e adicionados de 3 mL de solugdo metandlica de
acido sulfarico (1 M) e novamente submetidos a 100 °C por 10 min. Em seguida, os tubos
foram resfriados e adicionados de 2 mL de hexano, sendo homogeneizados em vortex (MX-S,
SCILOGEX - USA) por 30 segundos. Posteriormente, apds a separacdo das fases foi
realizada a retirada da parte superior do tubo contendo os ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME) dissolvidos em hexano para analise cromatogréfica.

Os FAME dissolvidos em hexano foram analisados pela injecdo de 1 pL em
cromatografo a gas equipado com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) da marca
Varian, modelo Star 3400 CX (USA) e amostrador automatico Varian, modelo 4200 (USA).
Os FAME foram separados em coluna capilar CP- Wax 52 CB (Chrompack - NL) (50 m x
0,32 mm x 0,20 um). O gés de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressdo constante de 15 psi.
O injetor manteve-se no modo splitless por 0,6 min seguido de split com razdo 20:1 e
temperatura de 250 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, onde permaneceu 1 min,
aumentando para 180 °C com taxa de 20 °C/min, ap6s até 200 °C com taxa de aumento de 2
°C/min e entdo com taxa de 10 °C/min até atingir 230 °C mantendo-se em isoterma por 8 min.
O detector manteve-se na temperatura de 240 °C. A identificacdo dos FAME foi realizada por
comparacdo dos tempos de retengdo dos analitos com padroes FAME Mix-37 (Sigma-
Aldrich, USA). Os resultados foram expressos em massa de FAME/ massa de amostra, a

partir do uso do Pi de massa conhecida e dos fatores de correc¢éo do FID.

DETERMINACAO DOS METABOLITOS POLARES

A derivatizacao dos padrdes e dos metabolitos polares extraidos da biomassa microalgal
foi realizada de acordo com o método descrito por OMS-OLIU, et al. (2011). Foram secos
150 pL do sobrenadante do extrato metanolico e 150 pL da solucdo contendo o padréo interno
DL-norleucina na concentracdo de 25 pL/mL em bomba hidrovacuo (Q355J, Quimis - BR) e
bloco de aquecimento (Concentrator e Dry, Technal - BR) a 60 °C. Entdo, foram adicionados
40 pL de cloridrato de hidroxilamina em piridina na concentracdo de 20 mg/mL e as amostras
incubadas em banho seco a 38 °C por 90 minutos. Posteriormente, foram adicionados 60 pL
de N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida (MTBSTFA) e novamente incubadas a
38 °C por 30 minutos. As amostras foram transferidas para frascos de vidro de 200 pL e entdo
analisadas.

As amostras foram analisadas pela injecdo de 1 uL em cromatdgrafo a gas equipado
com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) da marca Varian, modelo Star 3400 (USA) e
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amostrador automatico Varian, modelo 8100 (USA). Os analitos foram separados em coluna
capilar RTX-5MS (Restek - USA) (30m x 0,25 mm x 0,25 pum). O gés de arraste utilizado foi
o0 hidrogénio a pressdo constante de 15 psi. O injetor manteve-se no modo splitless por 1 min
seguido de split com razdo 30:1 e temperatura de 320 °C. A temperatura inicial da coluna foi
de 100 °C, onde permaneceu por 2 min, aumentando para 165 °C com taxa de 2 °C/min.
Apos, com taxa de 5 °C/min até atingir 200 °C e entdo até 280 °C com taxa de 3 °C/min,
mantendo-se em isoterma por 5 min. O detector manteve-se na temperatura de 320 °C. Os
metabolitos encontrados nas amostras foram positivamente identificados pela comparacéo dos
tempos de retencdo e dos espectros de massa com o0s das solugbes contendo os analitos
padrdo, obtidos em cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas (GC/MS)
Shimadzu, QP-2010 Plus (JAP) nas mesmas condi¢des cromatograficas descritas acima,
utilizando hélio como gés de arraste. A fonte de ionizacdo do MS foi operada no modo de
ionizacdo por elétrons (EI) a 70 eV e o analisador de massas do tipo quadrupolos simples com
varredura de 50 a 500 m/z. A quantificacdo foi realizada pelo método de padronizacéo
interna, comparando-se as areas obtidas de solucbes de concentracdes conhecidas do padrédo
contendo a mistura dos aminoacidos e acidos organicos com as areas obtidas das amostras por
meio de uma curva.

O método para determinacdo de aminoacidos livres e &cidos organicos da biomassa
microalgal foi validado considerando o0s seguintes parametros de mérito: seletividade,
linearidade, LOD, LOQ, precisdo e exatidao.

A seletividade foi avaliada pela injecdo de uma solucdo contendo a mistura dos 21 L-
aminoacidos e dos 6 acidos organicos de interesse ja derivatizados. Em seguida foram
injetadas no sistema cromatografico solu¢Bes do branco (solugdo contendo todas todos os
reagentes em mesmo volume e concentracdo envolvidos na derivatizacdo) e de cada
aminoacido e acido organico preparados individualmente para confirmar sua identidade
através da sobreposicao dos picos individuais em relacdo a solugdo injetada com a mistura.

A linearidade foi realizada a partir de uma solucdo-estoque de 8 mg/mL da qual foram
preparadas diluicdes em oito niveis de concentragdo (160, 80, 40, 20, 10, 5, 1 e 0,5 pg/mL)
com trés repeticdes em cada nivel de concentracdo e analisadas para construgdo da curva de
calibracdo. A equacdo da curva de calibracdo e o coeficiente de correlacdo foram obtidos para
cada aminoacido e acido organico. Para os calculos da curva foi considerada a area de cada
composto normalizada pela &rea do padrdo interno DL-norleucina na concentragdo de 25

pug/mL
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LOD e LOQ dos analitos das solucbes foram determinados pelo método da relagdo
sinal/ruido. A relacdo sinal/ruido utilizada foi de 3:1 e 10:1 para LOD e LOQ,
respectivamente (RIBANI et al., 2004).

A precisdo foi avaliada a nivel de repetibilidade e precisdo intermediaria. Para
determinacdo da repetibilidade foram analisadas 6 repeticbes da mistura dos padrdes nas
concentragcdes de 40 pg/mL e 20 pg/mL sob as mesmas condi¢cbes em um mesmo dia de
analise, entdo foi realizada a estimativa do desvio padréo relativo (RSD) das medidas.

A precisdo intermediaria foi avaliada a partir da analise de 6 repeti¢cbes da mistura dos
padrbes nas concentracdes de 40 pg/mL e 20 pg/mL sob as mesmas condi¢Bes de anélise em
diferentes dias e diferentes analistas. Posteriormente foi realizada a estimativa do desvio
padrdo relativo (RSD) das medidas.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperacdo. Os resultados
foram obtidos pela comparacdo da analise de 6 repeticbes da amostra pura com 6 repeticdes
da amostra contento a mistura de padrdes nas concentragdes de 40 pg/mL e 20 pg/mL.

ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste
Tukey a 5% de significancia. As andlises estatisticas foram realizadas no aplicativo
STATISTICA versdo 7.0 (USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tradicionalmente, lipidios de matrizes bioldgicas sdo extraidos pela combinacdo de
cloroférmio, metanol e &gua para fins analiticos. Este método descrito por Bligh e Dyer é
utilizado como referéncia entre os diferentes métodos de extracdo. Entretanto, apresenta a
desvantagem da utilizacdo de um elevado volume de solventes organicos potencialmente
toxicos (MERCER e ARMENTA, 2011). Assim, a extragdo dos compostos da microalga C.
vulgaris foi realizada pelo método de Bligh e Dyer com redugdo de 80% no volume de
solventes organicos e de amostra utilizada.

Além da reducdo no volume de solventes, a extracdo foi realizada com homogeneizacao
em mesa agitadora como € descrito no metodo original (TR), homogeneizacdo em ultra-
turrax seguido de mesa agitadora (TU), assistido por ultrassom (US) e abrasdo em agitador

tipo vortex com adi¢do de perolas de vidro (VO), a fim de verificar a melhor forma de
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extracdo dos metabdlitos de interesse que se encontram no citoplasma da microalga,
promovendo permeacéo ou ruptura da parede celular (ARAUJO et al., 2013).
Os metabolitos extraidos por Bligh e Dyer com diferentes formas de extracdo do

conteddo intracelular e as respectivas areas obtidas em GC-FID sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Metabolitos da microalga C. vulgaris extraidos por Bligh e Dyer com diferentes formas de

homogeneizacdo para extracdo do contetdo intracelular.

Avrea do pico (x10°)

Metabdlitos TR TU UsS VO
Aminoéacidos
Alanina 14,63 + 0,352 14,28 + 0,582 14,52 +10,00* 14,19 + 0,442
Glicina 5,12 £ 0,607 4,24 £0,33?2 5,08 £ 0,782 4,39 £ 0,202
Valina 4,09 £ 0,312 3,94 £ 0,152 4,06 £ 0,252 3,93£0,152
Leucina 1,66 + 0,562 2,00 £0,142 1,99 + 0,102 1,91+0,132
Isoleucina 1,17 £ 0,062 1,14 + 0,072 1,18 + 0,062 1,11 + 0,052
Prolina 1,67 +£0,112 1,62 + 0,052 1,73 £ 0,082 1,62 + 0,182
Serina 1,06 + 0,152 1,02 + 0,032 1,31+0,422 1,10 + 0,092
Fenilalanina 0,80 £ 0,128 0,73 £ 0,032 0,98 + 0,162 0,73 £ 0,042
Acido Aspértico 1,03+0,118 0,80 + 0,092 1,01 £0,092 0,84 + 0,072
Acido Glutamico 6,94 + 0,562 6,44 = 0,392 7,11 + 0,492 6,56 £ 0,572
Lisina 0,36 £ 0,032 0,30 £ 0,032 0,32 £ 0,072 0,25 + 0,032
Acidos organicos
Succinico 6,40 + 0,21 6,58 £ 0,152 6,33 +0,16° 6,26 +0,17°
Malico 1,15+0,178 1,13 £0,062 1,12 £ 0,062 1,09 £ 0,092
Acidos graxos
C12:.0 0,88 + 0,052 0,89 + 0,042 0,91 + 0,118 0,95 + 0,152
C14:0 0,14 £ 0,07 0,11 +£ 0,012 0,10 £ 0,022 0,11 +£ 0,022
Cl14:1 0,53+0,08% 0,51 + 0,052 0,65+ 0,112 0,55+ 0,132
C16:0 6,30 £ 0,092 6,18 £ 0,042 6,49 £ 1,002 6,14 £ 1,028
Cl6:1 0,33 £0,01° 0,30 £ 0,012 0,34 £ 0,062 0,30 £ 0,052
C18:0 0,31 £ 0,062 0,32 £ 0,05 0,50+ 0,072 0,37 £ 0,062
C18:1n9c 2,65 £ 0,092 2,58 £ 0,042 2,89 +£0,572 2,66 £ 0,362
C18:2n6t 1,39 £ 0,032 1,30 + 0,042 1,31+0,212 1,32 +0,182
C18:2n6¢ 2,47 £0,18? 2,41 £0,08% 2,83 £0,60% 2,42 £ 0,402
C18:3n6 0,40 + 0,052 0,37 £ 0,022 0,43 + 0,092 0,37 + 0,052
C18:3n3 2,97 £ 0,242 2,82+0,118 3,32 +£0,75? 2,84 +£0,43¢2
C20:2 0,40 + 0,028 0,36 + 0,022 0,44 + 0,092 0,39 + 0,052

Letras iguais ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
Valores expressos em média + desvio padréo (DP).

Gerken, Donohoe e Knoshaug (2013) relataram que diferentes espécies de microalgas e
que até mesmo uma espécie cultivada em condicOes distintas apresentam paredes celular com
diferentes composicdes, a qual facilita ou dificulta sua permeabilidade. Ademais, solventes
organicos apresentam capacidade de extrair compostos intracelulares, porém a eficiéncia de
extracdo pode ser muito maior quando as paredes sdo rompidas ou enfraquecidas por

mecanismos quimicos ou mecanicos de ruptura.
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Entretanto, neste trabalho os compostos extraidos da microalga C. vulgaris nédo
apresentaram diferenca quando extraidos apenas pela homogeneizacdo com solventes
organicos (TR) em relacdo aos tratamentos TU, US e VO, com excecdo do &cido succinico,
que apresentou acréscimo em area para o tratamento TU e decréscimo nos tratamento US e
VO quando comparados ao TR. Devido a proximidade dos resultados obtidos, o tratamento
TR foi o selecionado para desenvolvimento do trabalho devido sua praticidade e possibilidade
de extracdo de varias amostras simultaneamente.

O método de Bligh e Dyer ¢ eficaz para maioria das extracGes de lipidios de microalgas,
como tambem para andlises de perfil de &cidos graxos (SHIN et al., 2014). Entretanto, ndo é
comum a derivatizacdo da outra fracdo de solventes organicos para analise dos metabdlitos
polares de microalgas, como também sua analise por GC, tornando necessario a validacao de
um método de derivatizacdo que permita a analise desta fracdo pouco estudada pela técnica de
GC.

Dentre os padrdes de aminoacidos que foram utilizados para validacdo da derivatizacéo,
apenas a arginina ndo apresentou resposta na analise por GC-FID, visto que a derivatizacdo
completa da arginina € impedida pelo seu grupamento guanidina, para que esta reacao ocorra
€ necessario a sua conversao preliminar a ornitina (SOBOLEVSKY et al., 2003). Ja dentre 0s
acidos organicos, ndo foi detectado o &cido ascorbico, o qual é instavel em meios basicos,
calor e contato com o ar (SILVA, 2005), como também o acido piruvico, que por ser um o-
cetoacido sofre facilmente decomposicdo, dimerizacdo e descarboxilacdo (MAMER et al.,
2013).

A maioria dos derivados de aminoacidos e &cidos organicos analisados por GC-FID
apresentaram adequada resolucdo, com auséncia de interferentes nos tempos de retencdo da

solucdo de padrbes e também das amostras (Figura 1).
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Figura 1. Separagdo cromatografica em GC-FID da mistura de padrdes (40 pg/ mL) dos 21 aminoacidos e
dos 4 acidos organicos estudados.
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As curvas analiticas e as equacdes de reta que foram obtidas por GC-FID mostraram
que os modelos de regressdo linear foram adequados para as determinacgdes analiticas. Foram
obtidos coeficientes de determinagdo (R?) superiores a 0,99 para todos os padrdes em estudo
(Tabela 2). Qiu et al. (2007), ao realizarem andlise simultanea de aminoacidos e acidos
organicos por GC/MS também obtiveram R? superiores a 0,99. Krumpochova et al. (2015) ao
compararem métodos de analise de aminoacidos conseguiram obter R? superiores a 0,99 tanto
empregando cromatografia liquida de fase reversa e com interacdo hidrofilica acopladas a MS
guanto cromatografia gasosa acoplada a MS.

Dentre os compostos polares analisados 14 apresentaram faixa linear de 0,5 a 160
pg/mL, 8 de 1 a 160 pg/mL e os restantes de 0,5 a 80 pug/mL e de 10 a 160 pg/ mL (Tabela 2).
Os valores de LOD e LOQ variaram de 0,15 a 3 pg/mL e de 0,5 a 10 pg/mL, respectivamente
(Tabela 2). Villas-Bb6as et al. (2003) ao analisarem derivados de aminoacidos e acidos
organicos simultaneamente por GC/MS obtiveram LOD e LOQ préximos aos encontrados

neste trabalho (0,04 a 6,25 pg/mL e 0,13 a 20,83 pg/mL, respectivamente).
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Tabela 2. Tempo de retencdo (Tr), equagdo da regressdo linear e coeficientes de determinagdo das curvas

analiticas dos aminoacidos analisados por GC-FID.

Compostos

Polares Tr Eq. Calibracdo R? Faixa Linear LOD LOQ
Alanina 14,31 y = 0,032x + 0,0156 0,999 0,5-160 0,15 0,5
Glicina 15,43 y =0,0332x + 0,0544 0,9978 10 - 160 3 10
Valina 19,54 y =0,0268x + 0,0324 0,9991 0,5-160 0,15 0,5
Leucina 21,59 y =0,0248x + 0,0112 0,9993 0,5-160 0,15 0,5
Isoleucina 23,02 y = 0,0248x + 0,0141 0,9992 0,5-160 0,15 0,5
Prolina 24,10 y =0,0176x + 0,0148 0,9994 0,5-80 0,15 0,5
Acido succinico 24,35 y = 0,0241x + 0,0563 0,9973 0,5-160 0,15 0,5
Metionina 24,66 y =0,0168x + 0,0321 0,9986 0,5-160 0,15 0,5
Serina 34,19 y =0,0317x + 0,0468 0,9971 0,5-80 0,15 0,5
Treonina 35,55 y =0,002x + 0,0087 0,9973 1-160 0,3 1
Fenilalanina 36,64 y =0,0214x + 0,0473 0,9981 0,5- 160 0,15 0,5
Acido malico 39,04 y = 0,0223x + 0,0501 0,9984 0,5-160 0,15 0,5
Acido aspartico 40,29 y = 0,0240x + 0,0430 0,9978 0,5-160 0,15 0,5
Hidroxiprolina 41,42 y =0,0273x + 0,039 0,9994 1-160 0,3 1
Cisteina 42,09 y =0,0051x + 0,0191 0,9987 1-160 0,3 1
Acido glutamico 42,52 y = 0,0232x + 0,0607 0,9983 0,5-160 0,15 0,5
Asparagina 44,44 y =0,0133x + 0,0373 0,998 0,5-160 0,15 0,5
Lisina 45,11 y = 0,0103x + 0,0259 0,9982 1-160 0,3 1
Acido tartarico 46,99 y =0,0232x + 0,0531 0,9976 0,5-160 0,15 0,5
Glutamina 48,01 y =0,0261x + 0,0152 0,9996 1-160 0,3 1
Histidina 48,20 y = 0,0059x + 0,0028 0,9975 1-160 0,3 1
Acido citrico 51,81 y =0,011x + 0,0188 0,9968 0,5-160 0,15 0,5
Tirosina 52,93 y =0,0097x + 0,0518 0,9962 1-160 0,3 1
Triptofano 53,11 y = 0,0046x + 0,021 0,9965 1-160 0,3 1

* Faixa linear, LOD e LOQ expressos em pg/ml.

A precisdo do método foi avaliada a nivel de repetibilidade e precisdo intermediaria
(RSD). Os valores de RSD obtidos foram satisfatérios para todos os compostos polares,
inferiores a 20 % (European Commission, 2007). Segundo Ribani et al. (2004), a preciséo
depende da amostra, da concentracdo do analito e da técnica empregada, podendo variar de 2
a > 20% em matrizes complexas.

A exatiddo foi determinada por ensaios de adicdo e recuperacdo em dois niveis de
concentracdo (20 e 40 ug/mL). S&o aceitaveis valores de recuperagédo de 70 a 120% com RSD
inferiores a 20% (European Commission, 2007). Dentre os compostos polares analisados
apenas a fenilalanina e a asparagina apresentaram valores de recuperacéo inferiores a 70% em
um dos niveis de adicdo (59,3 e 61,65%, respectivamente) (Tabela 3). Tian et al. 2008, ao
analisarem metabolitos de bactéria por GC-FID e GC/MS obtiveram valores de recuperacao
de 68,7 a 122,7%.
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Tabela 3. Repetitividade, precisao intermediaria e recuperagdo obtidas para os compostos polares por GC-

FID.
Compostos Concentracdo T Precisdo Recuperacéo
Polares (ug/mL) Repetitividade Intermediaria (%)
Alanina 20 1,45 1,41 87,7
40 2,03 2,42 104,3
Glicina 20 1,05 0,96 76,7
40 2,11 2,23 103,3
Valina 20 2,87 2,77 102,4
40 1,81 2,50 118,3
Leucina 20 1,76 1,79 102,1
40 1,52 1,73 112,9
Isoleucina 20 1,82 1,83 104,2
40 1,38 1,92 114,5
Prolina 20 3,30 3,14 84,8
40 1,75 2,87 114,9
Acido succinico 20 1,94 1,76 98,1
40 2,23 2,78 114,2
Metionina 20 2,52 2,42 80,7
40 2,71 3,77 105,1
Serina 20 3,42 3,30 115,2
40 2,73 3,25 108,2
Treonina 20 12,17 15,05 85,8
40 9,97 9,27 74,0
Fenilalanina 20 5,37 5,27 59,3
40 7,07 6,91 114,3
Acido malico 20 2,31 2,29 93,5
40 4,94 6,36 80,2
Acido aspartico 20 1,93 2,30 100,6
40 6,22 8,18 90,5
Hidroxiprolina 20 4,15 4,01 93,7
40 7,24 9,28 81,3
Cisteina 20 13,29 12,57 104,7
40 12,17 14,29 119,8
Acido glutamico 20 15,79 14,60 107,5
40 11,24 16,90 115,7
Asparagina 20 4,88 5,17 84,9
40 10,62 12,47 61,6
Lisina 20 6,93 6,48 111,0
40 13,57 15,05 113,1
Acido tartarico 20 7,61 12,98 113,4
40 11,69 17,09 78,6
Glutamina 20 6,28 5,94 84,4
40 11,85 12,50 119,2
Histidina 20 16,40 14,18 76,6
40 16,16 15,02 117,9
Acido citrico 20 8,40 7,98 90,1
40 10,29 14,98 76,5
Tirosina 20 8,87 8,45 101,8
40 14,49 17,57 98,2
Triptofano 20 4,74 12,96 105,9
40 18,99 16,64 101,3

Apdbs o0 método de derivatizacdo dos metabolitos polares para anélise por GC atender os

critérios de validacdo, foram avaliadas diferentes espécies de microalgas, duas algas verdes
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unicelulares (cloroficeas), Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus e duas cianobactérias,

Aphanothece microscopica Négeli e Phormidium autumnale (Tabela 4).

Tabela 4. Metabdlitos de diferentes espécies de microalgas.

A. microscopica

. A C. vulgaris P. autumnale S. obliquus
Metab6litos Nageli
Aminoacidos
Alanina 14,88 21,88 74,63 161,75
Glicina 111,88 105,88 21,88 47,00
Valina 8,13 10,38 11,38 23,25
Leucina 13,13 5,88 9,25 19,13
Prolina 26,75 246,00 10,38 20,38
Serina 7,25 5,63 6,00 34,75
Fenilalanina 7,75 5,88 7,00 11,38
Acido aspartico 14,13 16,13 34,50 53,00
Acido glutamico 427,00 1249,63 249,13 1090,25
Tirosina 67,50 75,50 32,13 27,75
Acidos organicos
Acido succinico 27,63 28,50 53,50 34,25
Acido malico 9,13 12,38 102,88 22,25
Acido citrico 17,00 23,75 7,75 5,75
Acidos graxos
14:0 0,27 0,34 0,27 0,32
16:0 31,90 36,80 15,49 15,89
16:0 3,95 6,70 1,27 12,43
17:0 0,08 0,09 0,14 0,15
17:0 0,19 0,18 0,16 0,44
18:0 1,19 0,96 1,63 1,14
18:1n9c 1,71 1,04 6,12 3,87
18:2n6¢ 3,13 3,83 8,54 8,89
18:3n6 7,02 8,46 0,09 0,27
18:3n3 0,27 0,36 0,05 2,66
20:2 0,12 0,12 0,25 0,14
> SFA 33,44 38,19 17,52 17,49
> MUFA 5,85 7,92 7,56 16,74
> PUFA 10,54 12,76 8,94 11,96
n6/n3 37,17 34,10 164,04 3,45

* Valores de aminoacidos e acidos organicos expressos em pg/g de biomassa.
* Valores de acidos graxos expressos em mg/g de biomassa.

O metodo permitiu a deteccdo de dez aminoacidos e trés &cidos organicos.

Adicionalmente, da fracdo apolar foram determinados onze &cidos graxos para as quatro

espécies avaliadas, as quais foram mantidas em meio sintético BG11, a 25 °C com 15

umol/m?/s de luminosidade e fotoperiodo de 12 h (escuro/claro).
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O Ciclo de Calvin (fase escura da fotossintese) é a responsavel pela fixacdo do carbono
inorganico. O 3-fosfoglicerato (3PG) € primeiro produto estavel formado por esta etapa da
fotossintese em cloroficeas e cianobactérias. Por acdo enzimética o 3PG é convertido a
fosfoenolpiruvato e este a piruvato e posteriormente a acetil coenzima A (acetil-CoA). Uma
das moléculas formadas de acetil-CoA d& origem ao citrato e a partir de entdo sdo
desencadeadas reagdes do TCA (Figura 2) (LI e LIAO, 2013).

Os acidos succinico, malico e citrico encontrados nas espécies de microalgas sao
importantes intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico (TCA), assim foi possivel
estabelecer relagdo entre este ciclo e o ciclo de Calvin caracteristico de microrganismos
fotossintéticos (Figura 2). Além de producdo de energia esses &cidos organicos participam
direta ou indiretamente de importantes rotas para formacdo de compostos microalgais de
interesse, lipidios, proteinas, pigmentos (KANG et al., 2011; WAN et al., 2011;
STEINHAUSER, FERNIE, ARAUJO, 2012; BROMKE, 2013). A microalga P. autumnale
apresentou concentrac@es superiores de acido succinico e principalmente de acido malico, em

relacdo a A. microscopica Nageli, C. vulgaris e S. obliguus.

Figura 2. Visédo simplificada do metabolismo fotoautotréfico de microalgas.

co,
v 3PG ——» PEP —* PYR — Acetil-CoA > CIT .
RI1,5BP y OXAL ICIT
Suc
f Ciclode 1,3BPG A maL CiclodoAcido -
Calvin t Tricarboxilico
RISP v A
N GAP —» FDP —» F6P —» G6P —» Glc —» G1P FUM SUC-CoA
&
DHAP S~ quc <

3PG - 3-fosfoglicerato; 1,3 BPG — 1,3-bifosfoglicerato; GAP — gliceraldeido-3-fosfato; DHAP - fosfato de
dihidroxiacetona; RI5P — ribulose-5-fosfato; RI1,5BP — ribulose-1,5-bifosfato; PEP — fosfoenolpiruvato; PYR —
piruvato; ACETILCOA — acetil coenzima A; CIT — citrato; ICIT — isocitrato; 0-KG — a-cetoglutarato; SUC-CoA
— succinil coenzima A; SUC - succinato; FUM — fumarato; MAL — malato; OXAL — oxaloacetato; FDP —
frutose difosfato; F6P — frutose-6-fosfato; G6P — glicose-6-fosfato; Glc — glicose; G1P — glicose-1-fosfato; Suc —
sacarose. Fonte: Adaptado de Adaptado de Li e Liao, 2013; Wijffels, Kruse e Hellingwerf, 2013.
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Os aminoéacidos detectados sdo primarios, mondmeros que constituem as proteinas e
polipeptideos, além de serem intermediarios do metabolismo. Entretanto, podem ser
destacadas a leucina e a prolina, presentes nas espécies de microalgas analisadas, que além de
apresentarem as funcGes comuns a todos aminoacidos, sdo consideradas também aminoacidos
funcionais, por apresentaram atividade antioxidante (EGYDIO et al., 2013).

Independente de espécie, o perfil de aminoécidos apresentado pelas microalgas é
bastante semelhante, caracterizado por baixas concentracGes de aminoacidos basicos e uma
prevaléncia de alanina, &cido glutdmico e A&cido aspartico (SCHEUER, 1980). As
concentragdes de acido glutamico e aspartico podem representar 50% ou mais do teor total de
amino&cidos presentes em microalgas (ZHANG et al., 2016).

O é&cido glutamico foi o aminoacido majoritario nas quatro espécies avaliadas e apesar
do é&cido aspartico ter sido detectado em concentracBGes inferiores, estes aminoacidos
representaram mais 60% do perfil aminoacidico dessas microalgas. A alanina apresentou
concentracOes consideraveis nas microalgas P. autumnale e S. obliquus, enquanto para A.
microscopica Nageli e C. vulgaris, a glicina se destacou.

Os 4cidos graxos saturados apresentaram as maiores concentragdes, devido
principalmente a presenca do &cido palmitico (16:0), acido graxo majoritario para todas
espécies de microalgas. Nascimento et al., 2013, ao analisaram &cidos graxos de varias
espécies de microalgas, incluindo C. vulgaris e S. obliquus, obtiveram perfis proximos aos
reportados neste trabalho.

Com excecdo da microalga S. obliquus, os acidos graxos poliinsaturados apresentaram
maiores teores do que os monoinsaturados. Os acidos graxos saturados e 0s monoinsaturados
compreendem a fracdo lipidica de armazenamento das microalgas, enquanto 0s
poliinsaturados fazem parte da fracdo estrutural destes microrganismos (OLOFSSON et al.,
2012).

A P. autumnale apresentou a maior razdo n6/n3, 164,04, seguida pelas razbes da A.
microscopica e C. vulgaris, 37,17 e 34,10, respectivamente, ja a S. obliquus mostrou valor
muito inferior as demais microalgas, 3,45. Segundo a Organiza¢do Mundial da Sadde (WHO),
gue recomenda razBes n6/n3 de até 5:1, apenas a biomassa de S. obliquus tem capacidade de

proporcionar beneficios a saide (KUMARI et al., 2013).
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CONCLUSAO

O método de Bligh e Dyer com reducéo de 80% do volume de solventes organicos e de
amostra e com homogeneizagdo em mesa agitadora se mostrou adequado para extracdo
simultanea de acidos graxos, aminoacidos e &cidos organicos de biomassa microalgal.

O emprego de cloridrato de hidroxilamina em piridina (20 mg/mL) e o derivatizante
MTBSTFA permitiu a determinacdo de vinte aminoacidos e quatro &cidos organicos por GC
com parametros de validagdo a niveis satisfatorios.

Assim, foi possivel caracterizar a biomassa de diferentes espécies de microalgas em
termos de acidos graxos, aminoacidos e acidos organicos empregando GC. Esses metabolitos
sdo importantes intermediarios da biossintese de compostos microalgais de interesse e a
intensificacdo de pesquisas nesta area podem auxiliar no entendimento das distintas formas de

assimilacdo de carbono e vias metabolicas desempenhadas por estes microrganismos.
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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi caracterizar os acidos organicos, 0s
aminoacidos e os acidos graxos ao longo do crescimento da microalga Scenedesmus obliquus
cultivada fotossinteticamente com iluminagéo constante. Os metabolitos foram extraidos pela
mistura de solventes orgénicos (metanol-cloroférmio) com volume reduzido. Os compostos
apolares foram derivatizados por catalise acida. A derivatizacdo dos compostos polares foi
realizada utilizando  derivatizante  N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida
(MTBSTFA) em meio alcalino. A andlise de ambas classes de compostos foi realizada por
GC. O écido succinico apresentou concentracdes constantes a partir das 120 h de cultivo,
enguanto os acidos malico e citrico tiveram aumento significativo de concentracdo as 336 h.
Com excecdo da alanina, acido glutdmico e asparagina que apresentaram pice em 336 h, as
maiores concentracfes aminoacidos foram observadas entre 120 e 288 h, que correspondem a
fase exponencial de crescimento e maior densidade celular. O perfil de &cidos graxos
apresentou mudanca significativa entre as analises de 0 e 120 h. Primeiramente o cultivo foi
caracterizado pela elevada concentracdo de &cidos graxos (AG) saturados e compostos de
cadeia curta e média, a partir de 120 h foi detectado maior concentracdo de AG insaturados e
de cadeia longa (> 20 carbonos). Em face disso, foi possivel obter melhor entendimento e
estabelecer relacdo entre vias biossintéticas das microalgas.

Palavras-chave: aminoécidos, acidos organicos, acido graxos, cromatografia em fase gasosa.

INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos unicelulares dotados de clorofila e outros pigmentos,
constituindo um dos mais eficientes sistemas biol6gicos de transformacdo da energia solar em
compostos organicos, através da fotossintese (GAVRISHEVA et al., 2015). Além da alta
eficiéncia de conversdo fotossintética, a capacidade de se desenvolver em diversos
ecossistemas, taxas rapidas de producdo de biomassa e producdo de ampla gama de
compostos de interesse estdo entre as vantagens das microalgas frente a outros organismo
fotossintéticos (ZENG et al., 2011).

A biotecnologia de microalgas tem se desenvolvido e proporcionado diferentes
aplicacdes comerciais. Os pigmentos microalgais sdo empregados na industria de alimentos e
cosmeéticos (SPOLAORE et al., 2006). Compostos bioativos, como antibidticos, antioxidantes
e toxinas, produzidos por algumas espécies apresentam importancia farmacéutica (GARCIA-
CASAL et al., 2009). Além disso, a biomassa microalgal pode ser utilizada como suplemento
nutricional, devido ao elevado teor proteico, de vitaminas e polissacarideos. Como também,
importancia energética, com a producao de biodiesel a partir de espécies com elevada sintese
de lipidios (HARUN et al., 2010).

Atualmente, pesquisas tem se concentrado em explorar técnicas e processos a fim de

elevar as taxas de produtividade das microalgas e maximizar as caracteristicas de interesse
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destes microrganismos, teor proteico, lipidico e de pigmentos (MATA, MARTINS,
CAETANO, 2010). Para tal, € necessario conhecimento das vias biossintéticas fundamentais e
precursores dos compostos alvo das microalgas, considerando condi¢des de cultivo pré-
estabelecidas (LAMERS et al., 2008).

A caracterizacdo dos metabdlitos é uma ferramenta eficaz para elucidacdo e
entendimento das vias metabolicas desempenhadas pelas microalgas, além dos mecanismos
de aquisi¢do e acimulo de carbono (WU et al., 2009). Dessa forma, o monitoramento dos
metabolitos ao longo do desenvolvimento desses microrganismos fornece informacdes
béasicas a nivel de metabolismo, pouco abordadas na literatura (WINCK, MELO, BARRIOS,
2013). Estas informacGes sdo importantes também para manipulacdo de processos a fim de
aumentar a produtividade e modificar a composi¢do da biomassa microalgal.

Em face disso, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar os acidos organicos, 0s
aminoacidos e os acidos graxos ao longo do crescimento da microalga Scenedesmus obliquus

cultivada fotossinteticamente com 24 h de iluminagéo.

MATERIAL E METODOS
MICRO-ORGANISMOS E MEIO DE CULTURA

As culturas da microalga Scenedesmus obliquus (UTCC5), foram propagadas e
mantidas em meio sintético BG11 (Ripka et al., 1979) em pH 8,0. As condi¢des utilizadas

foram 25 °C, 15 umol/m?/s de luminosidade e fotoperiodo de 12 h (escuro/claro).

FOTOBIORREATOR

Os experimentos foram realizados em um fotobiorreator de coluna de bolhas. O sistema
foi construido em vidro de 4 mm de espessura, com um diametro interno de 7,5 cm e uma
altura de 75 cm, perfazendo um volume nominal de trabalho de 3,0 L. O sistema de dispersao
de ar consiste em um difusor de 1,5 cm de diametro, localizado no centro da coluna. O reator
foi iluminado com 20 lampadas fluorescentes de 15 W, localizadas em uma camara de
fotoperiodo. A alimentacdo dos gases foi provida através de ar comprimido e um cilindro de
didxido de carbono (CO>) industrial. A mistura ar/CO; foi controlada por 3 rotdmetros que

medem a vazéo de COg, ar e a mistura entre 0s gases respectivamente.
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OBTENCAO DOS DADOS CINETICOS

Os experimentos foram realizados em biorreatores, operando em regime intermitente,
alimentados com 2,0 L de meio sintético BG11. As condigdes dos experimentos foram:
concentracdo celular inicial de 100 mg/L, temperatura de 26 °C, intensidades luminosas de
150 umol/m?/s e aeragdo continua de 1 VVM com injecdo de ar enriquecido com 15%
dioxido de carbono. Foi avaliada iluminagdo constante (24 h). A concentracdo celular foi
monitorada a cada 24 h durante as fases de crescimento de microrganismo.

METODOS ANALITICOS

A concentragdo celular foi determinada gravimetricamente, através da filtracdo de um
volume conhecido de meio de cultura em filtro de didmetro 0,45 mm, seco a 60 °C por 24
horas (APHA, 1998). A intensidade luminosa foi determinada a partir de medidas na
superficie externa do reator, através de um luximetro digital (Minipa MLM 1010, precisdo de
+ 4%). A vazdo de didxido de carbono, ar e ar enriquecido com CO» foram determinadas por
rotametros (AFSG 100 Key Instruments, preciséo de = 5%).

PARAMETROS CINETICOS

A produtividade em biomassa (Px) foi determinada através da relacdo entre a variagao
da concentragéo celular em um determinado intervalo de tempo, conforme indica a Equagéo
1

_ Xi—Xj-1

=t @)

ONDE:
Xi - concentragdo celular no t;;
Xi-1 - concentracéo celular no ti.y;

t - tempo de residéncia;

EXTRACAO DOS METABOLITOS

Os metabdlitos foram extraidos pelo método descrito por Bligh e Dyer (1959) com
modificagdes. Cerca de 100 mg de biomassa microalgal foram adicionados de 3 mL de

metanol, 1,5 mL de cloroférmio e 1,2 mL de &gua destilada. A extracdo ocorreu através da
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agitacdo das amostras por 30 min a 250 rpm em mesa agitadora (Q225M, Quimis — BR) a 250
rpm por 30 minutos, com os tubos dispostos horizontalmente. Posteriormente, foram
adicionados 1,5 mL de cloroformio e 1,5 mL de agua destilada e novamente agitados em mesa
agitadora por 4 minutos. Entdo, as amostras foram centrifugadas (MTD I1l PLUS, Metroterm
— BR) a 1370 g por 2 minutos para separacdo das fases. As fases organica e aquosa foram
reservadas para analise dos metabdlitos apolares e polares, respectivamente.

DETERMINACAO DOS METABOLITOS APOLARES

A fase organica contendo os lipideos foi transferida para tubos de ensaio de 10 mL com
adicdo de 250 pL de padrédo interno (Pi) com concentracdo de 4 mg/mL de tricosanoato de
metila (C23:0Me) (Sigma-Aldrich - USA) em iso-octano. Os solventes foram evaporados em
bomba de hidrovacuo (Q355J, Quimis - BR) e bloco de aquecimento (Concentrator e Dry,
Technal - BR) a 40 °C. A derivatizacdo foi realizada segundo o método descrito por Hartman
e Lago (1973). Assim, a fracdo lipidica foi adicionada de 1 mL de solucdo metanodlica de
hidréxido de potassio (0,4 M) e mantida em banho-maria (500, Fisatom — BR) a 100 °C por
10 min. Apos, os tubos foram resfriados e adicionados de 3 mL de solugdo metandlica de
acido sulfarico (1 M) e novamente submetidos a 100 °C por 10 min. Em seguida, os tubos
foram resfriados e adicionados de 2 mL de hexano, sendo homogeneizados em vértex (MX-S,
SCILOGEX — USA) por 30 segundos. Posteriormente, foi realizada a retirada da fase superior
do tubo contendo os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) dissolvidos em hexano para
analise cromatogréfica.

Os FAME dissolvidos em hexano foram analisados pela injecdo de 1 pL em
cromatografo a gas equipado com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) da marca
Varian, modelo Star 3400 CX (USA) e amostrador automético Varian, modelo 4200 (USA).
Os FAME foram separados em coluna capilar CP-Wax 52 CB (Chrompack - NL) (50 m x
0,32 mm x 0,20 um). O gés de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressdo constante de 15 psi.
O injetor manteve-se no modo splitless por 0,6 min seguido de split com razdo 20:1 e
temperatura de 250 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, onde permaneceu 1 min,
aumentando para 180 °C com taxa de 20 °C/min, apos até 200 °C com taxa de aumento de 2
°C/min e entdo com taxa de 10 °C/min até atingir 230 °C mantendo-se em isoterma por 8 min.
O detector manteve-se na temperatura de 240 °C. A identificacdo dos FAME foi realizada por

comparacdo dos tempos de retengé@o dos analitos com padrées FAME Mix-37 (Sigma-Aldrich
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- USA). Os resultados foram expressos em massa de FAME/ massa de amostra, a partir do
uso do Pi de massa conhecida e dos fatores de correcdo do FID.

DETERMINACAO DOS METABOLITOS POLARES

A derivatizacdo dos metabolitos polares extraidos da biomassa microalgal foi realizada
de acordo com o método descrito por OMS-OLIU et al. (2011). Foram secos 150 pL do
sobrenadante do extrato metanolico e 150 pL da solucdo contendo o padrdo interno DL-
norleucina na concentracdo de 25 pg/mL em bomba de hidrovacuo (Q355J, Quimis - BR) e
bloco de aquecimento (Concentrator e Dry, Technal - BR) a 60 °C. Entdo, foram adicionados
40 pL de cloridrato de hidroxilamina em piridina na concentragdo de 20 mg/mL e as amostras
incubadas em banho seco a 38 °C por 90 minutos. Posteriormente, foram adicionados 60 pL
de N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida (MTBSTFA) e novamente incubadas a
38 °C por 30 minutos. As amostras foram transferidas para frascos de vidro de 200 pL e entdo
analisadas.

As amostras foram analisadas pela injecdo de 1 pL em cromatdgrafo a gas equipado
com detector de ioniza¢do em chama (GC-FID) da marca Varian, modelo Star 3400 (USA) e
amostrador automatico Varian, modelo 8100 (USA). Os analitos foram separados em coluna
capilar RTX-5MS (Restek - USA) (30m x 0,25 mm x 0,25 um). O gés de arraste utilizado foi
o0 hidrogénio a pressao constante de 15 psi. O injetor manteve-se no modo splitless por 1 min
seguido de split com razdo 30:1 e temperatura de 320 °C. A temperatura inicial da coluna foi
de 100 °C, onde permaneceu por 2 min, aumentando para 165 °C com taxa de 2 °C/min.
Apos, com taxa de 5 °C/min até atingir 200 °C e entdo até 280 °C com taxa de 3 °C/min
mantendo-se em isoterma por 5 min. O detector manteve-se na temperatura de 320 °C. Os
metabolitos encontrados nas amostras foram positivamente identificados pela comparagdo dos
tempos de retencdo e dos espectros de massa com os das solucdes contendo os analitos
padrdo, obtidos em cromatografo a gas acoplado ao espectrémetro de massas (GC/MS)
Shimadzu, QP-2010 Plus (JAP) nas mesmas condigdes cromatograficas descritas acima,
utilizando hélio como géas de arraste, operando no modo de ionizacéo por elétrons (El) a 70
eV com varredura de 50 a 500 m/z. A quantificacdo foi realizada pelo método de
padronizacdo interna, comparando-se as areas obtidas de solucGes de concentracfes
conhecidas do padrdo contendo a mistura dos aminoacidos e acidos organicos com as areas
obtidas das amostras por meio de uma curva. Os demais pardmetros de mérito foram

validados conforme descrito no Capitulo 1 desta dissertacéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo dos parametros cinéticos da producdo de biomassa de microalgas é um
passo fundamental na consolidacdo do processo. Nesse aspecto, a Figura 1 apresenta a curva

de crescimento e a dindmica da produtividade celular da S. obliquus cultivada
fotossinteticamente.

Figura 1. Curva de crescimento e produtividade celular da S. obliquus.
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As culturas indicaram a auséncia da fase de adaptacdo com a obtencdo da fase
estacionaria em aproximadamente 264 h de cultivo. A maxima concentracao celular obtida foi
de 1320 mg/L o que corresponde a uma produtividade celular (Px) média de 4,2 mg/L.h.
Adicionalmente, foram registrados uma velocidade méaxima especifica de crescimento de
0,017 hi,

Foram observadas varia¢fes no teor de acidos organicos ao longo das andlises (Tabela
1). O &cido succinico apresentou concentragcdes constantes a partir das 120 h, enquanto 0s
acidos malico e citrico tiveram aumento significativo de concentracdo as 336 h. A deteccao
destes acidos nas analises realizadas ao longo do crescimento da microalga S. obliquus,
evidencia a ocorréncia do Ciclo do Acido Tricarboxilico (TCA) ap6s a fixacdo do carbono

inorganico pelo Ciclo de Calvin na fotossintese.



Tabela 1. Metabolitos endogenos da microalga S. obliquus ao longo do seu crescimento.

Metabolitos Oh 120 h 288 h 336 h
Aminoacidos

Alanina 0,162 0,905 0,751 0,960
Glicina 0,047 0,211 0,222 0,117
Valina 0,023 0,187 0,167 0,138
Leucina 0,019 0,248 0,216 0,076
Isoleucina - 0,100 0,084 0,065
Prolina 0,020 0,921 0,995 0,071
Metionina - 0,063 0,052 0,029
Serina 0,035 0,155 0,132 0,078
Treonina - 0,201 0,269 -
Fenilalanina 0,011 0,110 0,098 0,035
Acido aspartico 0,053 - 0,172 0,059
Acido glutamico 1,090 0,069 0,145 1,179
Asparagina - - - 0,079
Lisina - 0,109 0,060 0,074
Tirosina 0,028 0,072 0,075 0,065

Acidos organicos

Acido succinico 0,034 0,276 0,275 0,211
Acido maélico 0,022 0,062 0,041 0,153
Acido citrico 0,003 0,002 0,003 0,087

Acidos graxos

C13:0 - 0,204 0,225 0,253
C14:0 0,316 0,660 0,478 0,511
C15:0 - 0,144 0,141 0,145
C16:0 15,894 22,813 18,514 14,212
Cl6:1 12,426 2,125 2,115 2,327
Cir1 0,436 - - -
C18:0 1,135 - - -
C18:1n9c 3,874 10,616 8,363 5,782
C18:2n6¢ 8,894 7,581 7,016 5,445
C18:3n6 0,266 0,914 1,455 1,137
C18:3n3 2,657 15,851 18,635 13,753
C20:1 - 0,103 0,099 0,075
C20:5n3 - 0,095 0,117 0,080
C22:1 - 0,050 0,056 0,060
X SFA 17,34 23,82 19,35 15,12
> MUFA 13,99 12,89 10,63 8,24
X PUFA 11,81 24,44 27,22 20,41
n6/n3 3,45 0,53 0,45 0,48

* Resultados expressos em mg/g de biomassa.



51

Os compostos que participam do TCA séo precursores e fazem parte de importantes
rotas metabolicas para sintese de produtos microalgais de interesse, como aminoécidos, acidos
graxos, pigmentos (Figura 2) (SASAKI et al., 2002; BROMKE, 2013; SAHU et al., 2013).

A fotossintese das microalgas baseia-se principalmente no ciclo de Calvin em que a
ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) combina-se com o CO2 para produzir duas moléculas de 3-
fosfoglicerato (3-PGA) que é utilizado para a sintese da glicose e outros metabolitos (JOHN
et al., 2011). Uma das moléculas de 3-PGA é convertida a fosfoenolpiruvato, a partir do qual
sdo originados o piruvato e o acetil coenzima A (acetil-CoA). O acetil-CoA €é entdo
convertido a &cido citrico, a partir do qual sdo desencadeadas reagdes subsequentes do TCA
(Ll e LIAO, 2013).

Com excecdo da alanina, &cido glutamico e asparagina, as maiores concentracfes
aminoéacidos foram observadas entre 120 e 288 h, as quais representaram o crescimento e a
maior densidade celular (Tabela 1). O apice de concentracdo destes metabolitos coincide com
a maior demanda proteica, necessaria a multiplicacao celular, visto que 0s aminoacidos sdo as
unidades basicas das proteinas (EGYDIO et al., 2013).

Microalgas apresentam de modo geral uma composi¢do de aminoacidos livres bastante
semelhantes ao longo do crescimento, a qual é caracterizada por baixas concentracdes de
histidina e lisina e uma prevaléncia de alanina, acido glutamico e acido aspartico. O perfil
obtido para S. obliquus, apresentou estas caracteristicas, com excecdo do acido aspartico que
foi detectado em concentracdes intermediarias aos outros compostos. O elevado contetdo de
alanina e acido glutamico é resultante da sua estreita relacdo com o metabolismo do acido
tricarboxilico (Figura 2) (SCHEUER, 1980).

As elevadas concentracdes de acido glutdmico podem estar relacionadas também a um
importante derivado, o &cido 5-aminolevulinico (ALA). O ALA ¢é o precursor de tetrapirroles
de porfirina, tais como, a vitamina B12 e a clorofila, e também é um intermediario chave na
regulacdo da biossintese de tetrapirroles (Figura 2). A formacdo de ALA a partir do &cido
glutdmico é especifica de plantas superiores, algas e microalgas conhecida como via C5
(KANG et al., 2011).
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Figura 2. Vias metabélicas simplificadas de microrganismos fotossintéticos.
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Kovacik et al. (2010) reportaram o perfil de aminoécidos livres obtido ao fim do cultivo
de Scenedesmus quadricauda empregando cromatografia liquida com detector fluorimétrico.
Ao se comparar a andlise feita por GC-FID em 366 h da S. obliquus, que também representa o
fim do crescimento da microalga, foi possivel verificar um perfil proximo, com destaque aos
aminoacidos majoritarios &cido glutdmico, alanina e glicina.

Os aminoacidos podem representar até um terco do carbono que € fixado pelas
microalgas (MARKOU, VANDAMME, MUYLAERT, 2014). O nitrogénio (N) é
incorporado as estruturas de carbono para a biossintese dos aminoacidos primarios, o acido
glutdmico e a glutamina, os quais servem como doares de N para a biossintese dos principais
compostos de N de organismos fotossintéticos, incluindo outros aminoacidos, bases de acido
nucléico, poliaminas, e as clorofilas (TORRE et al., 2014). Estes compostos sdo sintetizados a
partir do 3-PGA, fosfoenolpiruvato, piruvato, a-cetoglutarato e oxaloacetato (Figura 2).

Foram encontrados diferentes perfis de AG ao longo do crescimento da microalga S.
obliquus. Em 0 h os AG saturados representaram a maior concentracdo do perfil, sendo o
acido palmitico (C16:0) o composto majoritario. Em 166 h foi possivel observar o aumento na
concentragdo de AG insaturados e também surgimento de compostos de cadeia longa (= 20
carbonos) com é&pice de concentracdo destes compostos em 288 h, onde o &cido alfa-
linolénico (C18:3n3) superou a concentracdo do até entdo majoritario C16:0 (Tabela 1).
Tonon et al. (2002), também observaram diferencas nos perfis de AG de Nannochloropsis
oculata, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira pseudonana e Pavlova lutheri, com
maiores concentracdes de AG insaturados na fase exponencial de crescimento.

No perfil de S. obliquus em 0 h nao foram detectados AG de cadeia longa (> 20
carbonos), além de concentracdo inferior de insaturados, ja em 166 h foi evidenciada a
presenca destes AG, indicando que as reacdes de alongamento e dessaturacdo de cadeia
ocorreram neste intervalo de tempo.

A biossintese de acidos graxos em microalgas ocorre principalmente no cloroplasto e
produz o C16:0 e o C:18-ACP (proteina carreadora de acila). Estes AG serdo 0s precursores
da sintese de lipidios. A sintese é iniciada pela conversdo de acetil-coenzima A (CoA) a
malonil-CoA, catalisado por acetil-CoA carboxilase (ACCase). Em seguida, a malonil-CoA-
transacilase ACP (MAT) catalisa a transferéncia de malonil-CoA para malonil-ACP, doador
de carbono para as reagdes subsequentes de alongamento de cadeia (RISMANI-YAZDI et al.,
2011).
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Durante a elongacgéo, o grupo malonil do malonil-ACP participa de uma série de reacfes
de condensacdo com o acil-ACP (ou acetil-CoA) catalisadas pelas mdltiplas isoformas da
enzima de condensacdo, cetoacil-ACP sintase (KAS). A primeira reacdo de condensacao €
catalisada pela B-cetoacil-ACP sintase Il e resulta na formagdo de um produto com quatro
carbonos. Outra enzima de condensagdo é a [-cetoacil-ACP sintase | (KAS 1), que produz
cadeias de varios tamanhos (6 a 16 carbonos). Finalmente, a B-cetoacil-ACP sintase 1l (KAS
I1) é responsavel pela elongacdo do C16:0-ACP e C18:0-ACP. Para a sintese de AG
insaturados, uma dupla ligacéo é introduzida no grupo acila esterificado a ACP pela enzima
acil-ACP dessaturase (RISMANI-YAZDI et al., 2011).

CONCLUSAO

A caracterizacdo dos metabdlitos da S. obliquus ao longo do seu desenvolvimento
permitiu maior entendimento de produtos formados em um cultivo fotossintético a partir do
3PG, primeiro produto estdvel obtido a partir da fotossintese. Ademais, foi possivel
estabelecer relacdo entre algumas das vias biossintéticas deste microrganismo.

Este trabalho apresentou informacgbes importantes para um maior entendimento do
metabolismo das microalgas. Necessitando ainda mais estudos para avaliar a influéncia de
diferentes condicdes de cultivo e também a determinacdo de uma maior gama de compostos,
principalmente, os que envolvem reacGes base das vias metabdlicas que podem ocorrer em

sistemas microalgais.
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4 CONCLUSAO GERAL

O método de Bligh e Dyer com reducdo do volume de solventes foi eficiente para
extracdo simultanea de aminoacidos, &cidos organicos e acidos graxos microalgais;

A derivatizacdo dos compostos polares empregando cloridrato de hidroxilamina em
piridina (2 mg/mL) e derivatizante MTBSTFA atendeu satisfatoriamente os parametros
de validacédo que foram avaliados;

A técnica de cromatografia em fase gasosa equipada com detector de ionizacdo em
chamas (GC-FID) mostrou-se adequada para a analise simultanea de aminoacidos e
acidos organicos microalgais;

A caracterizacdo destes metabolitos microalgais ao longo do crescimento permitiu
maior entendimento da fixacao do carbono inorganico em um cultivo fotossintético;
Como também, possibilitou estabelecer relacao entre algumas das vias biossintéticas das

microalgas;

5 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

e Ampliar o nimero de compostos monitorados em cultivos microalgais, principalmente

marcadores de rotas metabolicas;

e Avaliar os metabolitos microalgais em diferentes cultivos, afim de relacionar a

formacdo destes compostos as condi¢des externas;
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