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RESUMO

As microalgas sdao consideradas modelos biotecnologicos promissores a producao de
compostos de alto valor econdmico. Dentre as espécies promissoras, Phaeodactylum
tricornutum tem se destacado, por sintetizar compostos como o acido eicosapentenoico (EPA)
e o carotenoide fucoxantina (FCX). Com isto em vista, este trabalho pretende criar subsidios
para gerar hipoOteses que permitam otimizar o processo de biorrefinaria aplicado a P.
tricornutum, utilizando tecnologias Omicas e biologia computacional. Para tanto, o
metabolismo daquela espécie foi investigado simultaneamente através de anélises direcionadas,
como as cromatografias liquida e gasosa, ¢ ndo direcionadas, utilizando-se as espectroscopias
de infravermelho médio (FTIR) e ressonancia magnética nuclear. O objetivo desta estratégia de
investigagao foi descrever o metaboloma de P. tricornutum CCAP 1052/1A, a fim de encontrar
padroes de dados que fornecam informacdes relevantes a otimizagdo da produgdao dos
metabolitos de interesse. O Capitulo I consiste em uma revisao de literatura do estado da arte
da area de engenharia metabolica aplicada a biorrefinaria da espécie. No capitulo II foram
testadas 5 metodologias de extracdo de acidos graxos de interesse, i.e., Bligh e Dyer, com e sem
processamentos fisicos, Folch e Stanley e Selstam e Olquist, sendo a metodologia de Bligh e
Dyer a mais efetiva e pratica. No capitulo III, com o auxilio de analises metaboldmicas, foi
avaliada a estabilidade da molécula de FCX sob determinadas condigdes de armazenamento,
de modo a fornecer evidéncias sobre o seu comportamento molecular para assim estabelecer os
melhores protocolos visando a qualidade das analises. No capitulo IV, com o auxilio de
tecnologias 6micas, foi possivel melhor compreender o metabolismo da espécie, a fim de tragar
estratégias de cultivo in vitro a otimizagao da biossintese de EPA e FCX. Buscou-se também
identificar vias metabdlicas potenciais para serem inibidas, a fim de aumentar a sintese dos
compostos de interesse. Os resultados revelaram maximos contetidos de EPA e FCX no 4° dia
de cultivo e, dentre as vias metabolicas a inibir, o ciclo do glioxilato, da alanina e do piruvato
mostraram-se mais promissores a otimizacdo da biossintese e acuimulo daqueles compostos.
Por fim, o capitulo V apresenta os resultados de estratégias de modulagdo metabdlica descritas
no capitulo IV, de modo a aumentar os teores dos compostos de interesse. Os cultivos de P.
tricornutum CCAP 1052/1A, suplementados com cloreto de magnésio, quercetina e oxalato de
amonio demonstraram grande potencial ao incremento da biossintese e acimulo de EPA e FCX,
sendo sugerida sua avaliacdo em sistemas de cultivo em biorreatores de grande escala.

Palavras-chave: Ciéncias 0micas; bioprocessos; Omega-3; carotenoides; biocompostos.



ABSTRACT

Microalgae are considered promising biotechnological models for the production of compounds
of high economic value. Among the promising species, Phaeodactylum tricornutum has stood
out, synthesizing compounds such as eicosapentaenoic acid and the carotenoid fucoxanthin
(FCX). With this in mind, this work intends to create subsidies and generate hypotheses that
allow optimizing the biorefinery process applied to P. tricornutum, using omics technologies
and computational biology. Therefore, the metabolism of that species was investigated
simultaneously through directed analyses, such as liquid and gas chromatography, and
undirected analysis, using mid-infrared (FTIR) and nuclear magnetic resonance spectroscopy.
The objective of this investigation strategy was to describe the metabolome of the species of
interest and to find data patterns that provide information relevant to the optimization of the
production of the metabolites of interest. Chapter I consists of a literature review of the state of
the art in the area of metabolic engineering applied to the biorefinery of the species. In chapter
II, 5 methods of extracting fatty acids of interest were tested, i.e., Bligh and Dyer, with and
without physical processing, Folch and Stanley and Selstam and Olquist, with the Bligh and
Dyer methodology being the most effective and practical. In chapter III, with the help of
metabolomics analyses, the stability of the FCX molecule under certain storage conditions was
evaluated, to provide evidence of its molecular behavior to establish the best processes aiming
at the quality of the analyses. In chapter IV, with the help of omics technologies, it was possible
to better understand the metabolism of the species and to outline in vitro culture strategies to
optimize the biosynthesis of EPA and FCX. We also sought to identify potential metabolic
pathways to be inhibited to increase the synthesis of compounds of interest. The results revealed
maximum EPA and FCX contents on the 4th day of cultivation and, among the metabolic
pathways to be inhibited, the glyoxylate, alanine, and pyruvate cycles were the most promising
for optimizing the biosynthesis and accumulation of these compounds. Finally, in chapter V
some of the strategies generated in chapter IV are applied, to increase the levels of the
compounds of interest. The P. tricornutum cell cultures supplemented with magnesium
chloride, quercetin, and ammonium oxalate showed great potential to increase the biosynthesis
and accumulation of EPA and FCX, being suggested for its evaluation in cultivation systems in
large-scale bioreactors.

Keywords: Omic’s sciences; microalgae bioprocesses; omega-3; carotenoids; biocompounds.
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1.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos ¢ possivel constatar uma busca pelo desenvolvimento de sistemas
sustentaveis de producao e consumo que supram os desafios de uma sociedade que sofre com
problemas ambientais como as mudangas climaticas e a escassez de recursos naturais. A ideia
de uma economia baseada em biomassa, com produgdo otimizada, redu¢do de perdas e do
impacto ao ambiente representa uma mudanca significativa no sistema socioecondmico vigente.
Essa mudanga pode vir associada a projecdo e desenvolvimento de uma bioeconomia, onde os
elementos basicos para materiais, produtos quimicos e energia sdo derivados de recursos
bioldgicos renovaveis, como fontes vegetais e animais (MCCORMICK; KAUTTO, 2013). O
grande desafio se dd ao conseguir aumentar a escala de produtividade, também cumprindo as
metas de sustentabilidade.

Com o desenvolvimento da biotecnologia observou-se um aumento no conhecimento e
na experiéncia técnica e pratica no uso de sistemas e processos biologicos, antes pensados
apenas nos estudos da ciéncia da vida (OCDE, 2009). A area da biotecnologia ¢ extremamente
ampla e abrange diversas subdareas, dependendo do tipo de organismo utilizado, sendo uma
delas, a biotecnologia azul. Este termo ¢ utilizado para descrever as aplicagdes voltadas a
biodiversidade marinha e aquatica visando o desenvolvimento de novos produtos e,
consequentemente, gerando inovacdo ao processo produtivo vigente (EUROPABIO, 2011;
OCDE, 2009).

Neste trabalho, o enfoque serd na biotecnologia azul, acreditando que quando as
pesquisas com produtos naturais se voltarem mais intensamente a0 mar, um novo incremento
de descobertas surgird. Com este enfoque, temos as microalgas que sdo consideradas uma
plataforma promissora a producdo de compostos com alto valor econdmico. O cultivo destes
organismos apresenta beneficios, como a possibilidade de aumento de suas taxas metabdlicas a
producdo de biomassa, a existéncia de diversas espécies com perfis bioquimicos diversos, as
perspectivas de sequestro de dioxido de carbono e, principalmente, o monopdlio limitado ou
quase absoluto da perspectiva das modalidades e logistica de produgdo de alimentos (PENG et
al., 2018). No entanto, para que estes cultivos sejam vidveis economicamente, se faz necessario
reduzir os custos de produ¢do e aumentar a producdo e os rendimentos de cultivos, pois tais
fatores t€ém forte impacto no crescimento € no potencial competitivo de sistemas de producao

de microalgas.
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Microalgas sdo organismos celulares fotossintetizantes amplamente distribuidos nos
ecossistemas aquaticos, apresentando uma complexa diversidade metabolica entre as suas
espécies e destacando-se como matrizes bioquimicas ricas em compostos bioativos (DESBOIS
et al., 2008; MILICEVIC et al., 2014). No entanto, apesar do alto valor econdmico de alguns
compostos acumulados pelas microalgas, sua comercializacdo encontra problemas técnicos.
Embora o cultivo de microalgas demande condi¢des simples (i.e., controle de temperatura,
nutrientes e uma fonte de luz), o processo ainda nao ¢, em muitos casos, economicamente viavel
(TREDICI et al., 2015), a menos que compostos de alto valor econdmico presentes nas células
microalgais sejam explorados simultaneamente (CARRIJO et al., 2015).

Biorrefinarias sdo prioridades estreitamente relacionadas a bioeconomia. Embora ndo
sejam um conceito totalmente novo (DE-JONG; LANGEVELD; VAN REE, 2013), ¢ um
campo jovem, no qual pesquisas e o desenvolvimento ainda estdo em estagio inicial e isso se
reflete na busca por uma defini¢ao apropriada (PECK et al., 2009). Neste trabalho, a extragao
de mais de um composto da biomassa algal em estudo enquadra-se no conceito de biorrefinaria,
o qual vem crescendo em seu reconhecimento como um sistema considerado financeiramente
e ambientalmente sustentavel. De fato, utilizando-se o conceito de biorrefinaria, uma
quantidade relativamente maior de classes de compostos ¢ extraida, tornando os cultivos mais
rentaveis. Sendo assim, reconhece-se como conceito de biorrefinaria os processos que usam de
forma eficiente e flexivel biomassas e tecnologias inovadoras, visando bioprodutos sustentaveis
que as valorizem financeiramente e ambientalmente (FERREIRA, 2017). Os processos de
biorrefinaria de microalgas atuais buscam utilizar a biomassa algal por completo, de modo a
possibilitar a geracdo de mais de um produto ou, como no caso desta pesquisa, mais de um
composto proveniente da mesma matéria-prima (SIDDIKI et a., 2022).

Para o desenvolvimento de processos biotecnologicos que se alinhem ao conceito de
biorrefinaria voltada a microalgas, ¢ necessario um conhecimento a respeito da matriz
bioquimica de interesse e de como metabolitos oscilam na célula microalgal durante o periodo
de cultivo. Para tanto, os estudos de metaboldmica alinhados a biologia de sistemas sao
considerados ferramentas que auxiliam na elucidacdo de potenciais alvos metabolicos a
otimizagdo da biossintese e acimulo de compostos alvos. Com o uso destas ferramentas surgem
novas possibilidades de otimizagdo de processos biotecnoldgicos, permitindo uma descrigao
mais abrangente do metabolismo microalgal e sua regulacao.

O estudo do metaboloma se da pela analise qualitativa e quantitativa de todos os
metabolitos celulares de baixo peso molecular (< 1000 Da) (BUNDY et al., 2009), os quais

oscilam de acordo com as condi¢des fisiologicas do organismo e dos fatores ambientais.
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Considerando a variedade de metabdlitos celulares, as analises sdo usualmente realizadas
utilizando plataformas analiticas constituidas por técnicas ndo seletivas, sendo as mais
frequentes a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de massas, acopladas ou
ndo a técnicas cromatograficas (XU et al., 2015). Como exemplos deste cenario, estudos
utilizando a RMN na determinacdo do metaboloma de espécies de microalgas tém sido
realizados para compreender as oscilagdes do metabolismo celular e até mesmo para encontrar
biomarcadores em doengas complexas, fornecendo melhor compreensao destas (HE et al.,
2012; ZHANG et al., 2014; 2015). De fato, a metabolomica assume uma posic¢ao especial entre
as disciplinas 6micas na abordagem fop-down, pois o metaboloma representa o ponto final dos
processos bioldgicos, carregando marcas de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
(ROSATO et al., 2018). Desta forma, reconhece-se que a metabolomica tem uma vantagem
sobre as outras abordagens dmicas no que tange aos estudos sobre metabolismo. O conjunto de
metabolitos celulares constitui um fendtipo bioquimico, o qual oscila de acordo com a
transcri¢do génica e estimulos ambientais. A analise do perfil e fluxo de metabolitos ¢é realizada
por meio de uma reconstrucao em nivel de biologia de sistemas, a fim de se ter uma visdo mais
abrangente, possibilitando assim criar estratégias de produgdo de um determinado metabolito
de interesse biotecnologico (ORTH et al, 2010). As tecnologias metabolomicas possibilitam
uma visdo quali/quantitativa abrangente das moléculas de uma determinada célula, tecido ou
organismo, de maneira nao direcionada e ndo tendenciosa.

O aspecto basico desta abordagem metabolomica ¢ que um sistema complexo pode ser
entendido mais completamente se considerado como um todo, levando em considera¢dao
informacdes a respeito dos metabolitos (HORGAN; KENNY, 2011). Estes estudos amplos do
metaboloma utilizando biologia de sistemas diferem dos estudos tradicionais, amplamente
orientados por hipdteses ou contextos reducionistas. Os experimentos em biologia de sistemas
geram hipoteses, usando abordagens holisticas onde a priori hipdteses ndo sdo conhecidas ou
prescritas, mas todos os dados adquiridos sdo analisados e utilizados a definicdo de uma
hipotese experimental (WESTERHOFF; PALSSON, 2004). Preferencialmente, opta-se por
solugdes que se supde terem influéncia na produg¢do dos compostos de interesse para a
otimizagdo do processo de biorrefinaria.

As informagdes obtidas neste tipo de estudo sdo de fundamental importancia a
otimizagdo de sistemas biotecnologicos de producao de metabdlitos com valor de mercado
elevado, porque subsidiam o desenho de modelos de exploracdes industriais mais eficazes, nas
quais a produtividade ¢ maximizada pela manipulacdo de condi¢des de cultivo sem a

necessidade de engenharia genética. Assim, possibilita-se o desenvolvimento de estratégias
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otimizadas a producdo de biocompostos em maior concentragdo ¢ em grande escala com
menores dispéndios de tempo e recursos, comparativamente as abordagens tradicionalmente
utilizadas na industria da biotecnologia.

Dentre as espécies de microalgas marinhas consideradas promissoras a sintese de
compostos com alto valor biotecnoldgico, Phaeodactylum tricornutum tem se destacado como
modelo. Esta espécie apresenta vantagens para o uso biotecnoldgico, tais como o genoma
sequenciado (BOWLER et al., 2008), o cultivo em escala comercial ( BENAVIDES et al., 2013)
e biomassa com alto teor de lipidios (BELLOU et al., 2014). Atualmente, existem somente duas
diatomaceas com o genoma sequenciado, a espécie Thalassiosira pseudonana € o organismo
modelo em estudo, P. tricornutum. O genoma de P. tricornutum possui aproximadamente 27,4
megabases (Mb) de tamanho, servindo como um sistema modelo a investigacdes genéticas e
bioquimicas (BOWLER et al., 2008). A espécie, de morfologia penada, ¢ amplamente
reconhecida como uma espécie marinha, porém ja foi registrada sua ocorréncia em um lago em
Wisconsin, demonstrando a sua plasticidade metabolica (GUIRY; GUIRY, 2017). Esta ampla
distribuicdo demonstra como a espécie estd entre as microalgas mais produtivas e
ambientalmente flexiveis nos oceanos contemporaneos.

Considerando o conceito de biorrefinaria, que visa o maior uso possivel da biomassa
produzida por uma determinada espécie, P. tricornutum tem um potencial biotecnologico
elevado, sintetizando compostos de alto valor comercial, como os 4cidos graxos, fucoxantina e
crisolaminarina (GAO et al., 2017). A classe de compostos bioquimicos que possui maior
potencial para uso no processo de biorrefinaria ¢ a lipidica, pela sua alta concentragdo de 4cidos
graxos insaturados e dos compostos carotenoides que possuem alto valor comercial. P.
tricornutum apresenta conteudos apreciaveis de acido eicosapentenoico (EPA), pertencente a
classe dos 4cidos dmega-3 (®-3), um composto nutracéutico e com aplicacdes na industria de
alimentos (BOROWITZKA; MOHEIMANI, 2013). De interesse, ressalta-se que o rendimento
potencial anual de P. tricornutum cultivada em ambiente externo sem controle e em
fotobiorreatores ¢ de 730 kg de EPA por hectare, sob condi¢des de nutricdo adequada, o que
demonstra todo o seu potencial biotecnoldgico industrial (RODOLFI et al., 2017).

Outros compostos de alto valor econdmico presentes em P. tricornutum sao o0s
pigmentos, em especifico a fucoxantina (FCX), um carotenoide do grupo das xantofilas
encontrado somente em algas, com fungao associada a fotoprotecao do fotossistema II. A FCX
vem sendo estudada por suas propriedades antioxidantes e seu efeito mitigador do estresse
oxidativo, com importantes reflexos sobre patofisiologias como o cancer e processos

inflamatérios (MIYASHITA et al., 2011; MURADIAN et al., 2015). A espécie P. tricornutum
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tem sido apontada na literatura como potencial fonte na produ¢do deste carotenoide (KIM et
al., 2012), alcangando concentragdes de até 15 mg/g de biomassa (peso seco), sob certas
condig¢des de crescimento (SACHINDRA et al., 2007).

A biossintese de EPA e FCX sofre influéncias das condi¢des de cultivo as quais células
estdo expostas. O efeito de indutores da sintese destes compostos pode gerar ganhos
significativos no rendimento, sendo uma das estratégias utilizadas para microalgas a engenharia
metabolica. O uso de indutores da biossintese de compostos alvo, associada ao conceito de
biorrefinaria, pode contribuir a redugao dos custos de produgdo, viabilizando o cultivo de
microalgas em escala comercial.

A publicagdo da sequéncia do genoma completo de P. tricornutum em 2008 possibilitou
a ampliacao de informagdes para explorar ferramentas de bioinformatica que permitam uma
maior compreensdo do metaboloma da espécie. Alguns trabalhos na area de engenharia
metabolica t€m sido publicados utilizando modelos metabdlicos de P. tricornutum e uma
revisdo abrangente ¢ discutida no capitulo 1 deste manuscrito.

Diante do exposto, este trabalho pretende gerar subsidios e hipoteses a otimizagdo do
processo de biorrefinaria aplicado a P. tricornutum, utilizando abordagens metabolomicas e
biologia computacional de estudo. O objetivo desta estratégia € encontrar padroes de dados que
fornecam informagdes biologicas uteis na otimizagdo do cultivo da espécie voltado a
biorrefinaria, i.e., incremento da produgdo dos compostos de interesse. Sendo assim, as vias de
maior impacto no metabolismo nao associadas a biossintese de EPA e FCX serdo identificadas
pelos estudos metaboldmicos e computacionais, a fim de serem suprimidas para que um fluxo
maior de carbono seja direcionado ao anabolismo dos metabdlitos de interesse comercial.

Sendo assim, a tese esta estruturada em cinco capitulos, os quais sao0 compostos por
artigos publicados e/ou submetidos a periddicos cientificos internacionais que buscam a
otimizacdo do processo de biorrefinaria da espécie P. tricornutum. Os tré€s primeiros capitulos
se encontram publicados e/ou submetidos, portanto, para seguir as normas editoriais, sao
apresentados na integra e na lingua de origem da publicagdo, i.e., lingua inglesa. O capitulo 11
¢ apresentado de forma parcial, pois o artigo submetido testa 4 espécies diferentes, porém, com
o objetivo de alinhar com a tematica da tese, serdo apresentados apenas os dados referentes a
P. tricornutum. Os dois ultimos capitulos ainda ndo foram submetidos a periddicos da area,
optando-se entdo pela sua versao em portugués de modo a facilitar as suas futuras submissoes.
O primeiro capitulo foi publicado como capitulo de livro e trata de uma revisdo bibliografica
referente as informagdes sobre o estado da arte da aplicagdo de biologia de sistemas e as

estratégias de engenharia metabdlica voltadas a P. tricornutum. O segundo e o terceiro capitulos
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sdo relacionados a estudos metodologicos voltados as moléculas de interesse. O capitulo II
testou a eficidcia de cinco protocolos para extragdo de lipidios, acidos graxos (AG) e
carotenoides para a espécie, fornecendo informagdes relevantes sobre os protocolos mais
eficientes. O capitulo III realiza o teste de estabilidade da molécula de FCX, descrevendo as
condi¢des de extracdo metandlica daquele pigmento da biomassa microalgal, seguido do
armazenamento sob condi¢des de baixa temperatura, i.e., -20°C e -80°C, gerando contribuigdes
a protocolos de controle de qualidade daquele pigmento ao longo do armazenamento. O capitulo
IV visa criar subsidios para otimizar o processo de biorrefinaria aplicado a P. tricornutum
utilizando a metabolomica e a biologia computacional. Para tanto, foram realizadas analises
direcionadas (cromatografia liquida e gasosa) e ndo direcionadas a elucidagdo do metaboloma
microalgal (espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier e ressondncia
magnética nuclear de protons), ao longo das etapas de cultivo. O objetivo foi descrever o perfil
metabolico de P. tricornutum CCAP 1052/1A e suas alteragdes durante o cultivo celular e,
assim, tracar estratégias para otimizar o processo de biorrefinaria. Por fim, no capitulo V, a
partir das informacdes geradas no capitulo IV, foram testadas estratégias de engenharia
metabodlica de modo a otimizar o processo de biorrefinaria da microalga. Para tanto, foi
realizada uma busca de potenciais inibidores das vias indicadas e aplicados no cultivo, de modo
a validar as estratégias geradas a partir dos estudos de biologia de sistemas. Por fim, uma

conclusdo geral ¢ apresentada e completa a tese.
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1.2 OBJETIVOS

Objetivos gerais

Otimiza¢ao do processo de biorrefinaria de Phaeodactylum tricornutum CCAP 1052/1A

utilizando tecnologias metabolomicas e ferramentas computacionais.

Objetivos especificos

Capitulo I.
- Elaborar uma revisdo bibliografica referente as informacgdes sobre o estado da arte das

estratégias de engenharia metabdlica voltadas a P. tricornutum.

Capitulo II.
- Testar protocolos de extra¢do de acidos graxos e fucoxantina para a espécie P. tricornutum
visando maior efici€éncia nos protocolos de extragao.

- Adaptar protocolo de extragao de lipidios e fucoxantina para P. tricornutum CCAP 1052/1A.

Capitulo III.
- Testar estabilidade da molécula de fucoxantina quando armazenada em biomassa e em extrato

metanolico para a espécie P. tricornutum.

Capitulo IV.

- Estabelecer os melhores parametros para o cultivo da cepa de P. tricornutum CCAP/1052
visando a producdo de acido eicosapentenoico (EPA) e fucoxantina (FCX);

- Descrever o perfil metabolomico dos cultivos microalgais utilizando técnicas
espectroscopicas e cromatograficas;

- Identificar relagdes, mecanismos e vias metabolicas relevantes a partir de dados
metabolomicos, a fim de identificar nestas ltimas andlises alvos de estudos de engenharia
metabolica.

- Investigar como as vias metabdlicas sdo alteradas em suas expressdes ao longo do tempo de
cultivo, utilizando da anélise de super-representagao de vias.

- Gerar hipdteses de supressao de vias metabodlicas objetivando o incremento da biossintese de

EPA ¢ FCX, com base nos dados dmicos.
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Capitulo V.
- Validar as estratégias aplicadas a otimizagdo da biorrefinaria de P. tricornutum CCAP

1052/1A, caracterizando a alteragao do perfil metaboloémico.
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- CAPITULOI-

METABOLIC ENGINEERING APPROACH FOR OPTIMIZATION OF
MICROALGAE BIOREFINERY USING PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM AS
MODEL ORGANISM!

Abstract

In the search for raw materials from renewable sources, microalgae cultivation systems have
characteristics suitable for the bioeconomy area, such as having a biochemical matrix with
multiproducts of high economic value and a high rate of biomass growth. However, despite the
potential of microalgae, their production currently is not economically viable unless a set of
compounds is obtained simultaneously following a biorefinery concept. The advantages of
using microalgae biorefinery and its integration with the economy make it an important target
in the development of processes optimized for industrial purposes, since it uses a profitable and
sustainable approach that makes the most of the potential of biomass as source of bioactives.
Despite the numerous advantages of using the biorefinery process, research on metabolic
engineering applied to model species is still scarce. In this chapter, the main approaches in
systems biology and genetic engineering applied to the microalgae P. tricornutum are reviewed,
aiming at to clarify the state of the art of searching for strains that produce multiple compounds
of economic interest. Finally, to find targets for metabolic modulation, computational tools such
as in silico metabolic models and metabolic analysis with machine learning will be presented,
comparing the resulting solutions, and discussing the methodological advantages and

disadvantages of each experimental approach.

1.1 INTRODUCTION

Modern society faces the problem of an increasing demand for consumption and
production that affects the environment and is one of the main intensifiers of climate change
and the scarcity of natural resources. The development of processes aligned with the circular
bioeconomy, attentive to social, economic and environmental issues, has sought to meet this

current need (UBANDO; FELIX; CHEN, 2020).

! This chapter was published in the book The Future of Metabolic Engineering.

SCHMITZ, C. et al. Metabolic engineering approach for optimization of microalgae biorefinery using
Phaeodactylum tricornutum as model organism. /n The Future of Metabolic Engineering, Nova Science
Publishers, v. 1, p.151-196, 2022.
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Circular economy seeks to provide sustainable alternatives to the current economic model
where biomass has its production optimized to reduce losses and its impact on the environment.
In this context, microalga species stands out as alternative sources of biomasses with superior
benefits when compared to terrestrial organisms. For example, the possibility of increasing their
metabolic rate and biomass production, the existence of several biochemical profiles with high
concentrations of commercial biomolecules, the prospect of bio-sequestration of carbon dioxide
and photosynthetic efficiency, besides not creating competition for food crops lands that can be
grown in degraded environments (CHEW et al., 2017).

Microalgae are photosynthetic organisms widely distributed in aquatic ecosystems
developing a complex metabolic diversity among their species, standing out for having a
biochemical matrix rich in bioactive compounds (MILICEVIC et al., 2014, DESBOIS et al.,
2008), such as antimicrobial, antioxidant and stimulant of plant growth and development. The
increase interest in works related to microalgae as sources of biochemical and pharmaceutical
products relies on the diversity of their bioactive compounds such as carbohydrates, proteins,
polyphenols, phlorotannins, pigments, unsaturated fat acids, and sterols (VENTURA et al.,
2017). However, despite the high economic value of some compounds accumulated by
microalgae, their commercialization faces technical problems. Although the cultivation of
microalgae requires simple conditions (i.e., temperature control, nutrients, and a light source),
the process is still not economically sustainable (TREDICI et al., 2015), unless multiple
compounds of high economic value present in the cell’s microalgae are explored simultaneously
in a biorefinery process (CARRIJO et al., 2015).

The concept of biorefinery has been closely linked to the bioeconomy and has priorities
also related to it. Although the concept of biorefinery is not new, research and development in
microalgae biorefinery are still in the early stages (DE JONG; LANGEVELD; VAN REE,
2013; PECK et al., 2009). This might be noted in the search for an appropriate definition. The
simultaneous acquisition of multiple alga's biomass compounds is related to the concept of
biorefinery and is intended as a system considered financially and environmentally sustainable.
Although the term biorefinery is associated with the crude oil refineries which rely on obtaining
energy through the oxidation of carbon chains, microalga biorefineries involve differentiated
technologies aiming to explore complex organic compounds derived from the metabolic
functions of these microorganisms, e. g., proteins, carbohydrates, lipids, and pigments
(SCHIANO-DI-VISCONTE et al., 2019). In fact, using the concept of biorefinery, a relatively
larger number of classes of compounds has been extracted from microalgae, making their

exploitation on large-scale cultivation systems more profitable. Thus, for the development of
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biotechnological processes that align with the concept of biorefinery, it is necessary to have
knowledge about the biochemical matrix of microalga species, i.e., their metabolomes, and how
their metabolites oscillate under certain environmental conditions and over the cell cultivation.

On the other hand, the knowledge on microalga metabolism is the basis for the
development and application of metabolic engineering tools that could help improving
biotechnological processes for obtaining high commercial value bioproducts thereof.
Nowadays, a complete and accurate mapping of microalgae' metabolic pathways is far from
being elucidated considering its complexity due to the dependence on external conditions and
variations in the genotypes that occur even among species. In this way, metabolic engineering
not only makes use of the already established routes of metabolism, but also contributes to fill
in gaps through predictions based on computational mathematics and experimental data, which
may be validated in later experiments. Bioinformatics tools are fundamental for the
optimization of biotechnological systems to produce metabolites with high market value since
they can save time, costs and in vitro experiments through predictions returned by in silico
models. The results afforded can be doubly advantageous since the in-silico model itself is
biochemically validated in the laboratory and can be improved by the results obtained and used
in future works involving the species and related problems.

Metabolic engineering techniques have become increasingly useful to improve the yield
and productivity of microalga biorefineries, through the integration of knowledge and
applications in the areas of systems, evolutionary and synthetic biology, rationally optimizing
cellular performance. The biosynthesis of target compounds is highly influenced by the culture
conditions to which cells are exposed and by inducing the synthesis of such compounds one
can generate significant gains in yield of microalga cell cultures. Indeed, the use of compounds
that stimulate certain desired physiological responses in the biorefinery concept can also
mitigate expenses, making it possible to grow microalgae on a commercial scale.

In view of the metabolic engineering applied to microalgae biorefinery, the diatom
Phaeodactylum tricornutum is widely used as a biological model. This marine species has
advantages for biotechnological uses such as its sequenced genome (BOWLER et al., 2008),
potential for commercial-scale cultivation (BENAVIDES et al., 2013), and biomass with a high
content of compounds with high economic value (BELLOU et al., 2014). These characteristics
are highly appreciated when looking for a model organism to optimize production processes.
The biorefinery concept seeks at maximum the use of the biomass produced by a given species,
and P. tricornutum has a great potential to synthesize various compounds of high value for the

society such as fatty acids, fucoxanthin, and chrysolaminarin (GAO et al., 2017). The
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publication of the complete P. tricornutum’s genome sequence in 2008 made possible to expand
information to explore bioinformatics tools that combine the information already available,
enabling a greater understanding of the metabolome response. P. tricornutum’s genome is
approximately 27.4 megabases (Mb) in size, serving as a model system for genetic and
biochemical investigations. Additionally, the methodologies used and validated for the species
can later be applied to other diatoms or even adapted to organisms of different taxonomic
classifications.

Metabolic engineering has played an important role in the development of strategies to
increase the biosynthesis of multiple compounds by a single strain, modulating the metabolism
to drive metabolic flows to target compounds. To create and apply these strategies it is essential
to know how the target compound oscillate, and this understanding is currently facilitated using
metabolomics and computational tools, which help to elucidate metabolic profiles on a systems
biology base. The development of machine learning tools and the increase of software dedicated
to open access databases have driven the ways of finding targets for metabolic engineering
applied to the optimization of biological production processes. Within this scope, this review
brings a synthesis of the metabolic engineering strategies applied to the production of interest
molecules by cells that can be applied to microalgae biorefinery systems. At first, a brief
introduction of the metabolic engineering strategies targeted to the biosynthesis and
accumulation of interest molecules by microalgae biorefinery process will be given, using
Phaeodactylum tricornutum microalga as a study model. Subsequently, two ways to find
potential pathways to modulate the metabolic flow to increase the biosynthesis of the
economically valuable eicosapentaenoic acid (EPA) and fucoxanthin will be explored. Finally,
to find targets for metabolic modulation, computational tools such as in silico metabolic models
and metabolomic analysis with machine learning will be presented, following the comparison
of the resulting solutions, and discussing the methodological advantages and disadvantages of

each experimental approach.

1.2 METABOLIC ENGINEERING STRATEGIES APPLIED TO Phaeodactylum tricornutum

Despite the potential for producing compounds by the species P. tricornutum, the area
of metabolic engineering in microalgae is still underdeveloped when compared to other groups
of organisms. However, it has been growing with advances in the molecular area such as

genome sequencing and editing, understanding of the cell's biochemical and the selection of
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mutant strains (FU et al., 2019). To develop strategies for optimizing the biorefinery process it
is useful to develop research in two stages. At first, seeking to understand the cellular system
as a whole and thus finding bottlenecks that will be targeted for optimization, and, in a second
approach, to optimize strategies to guide the metabolic flow of the system to increase
biosynthesis of the target compounds (HUANG; DAUBOUSSI, 2017).

The application of systems biology using approaches known as omics (e.g.,
metabolomics, transcriptomics, genomics, and fluxomics) has been growing since the
publication of microalgae species genomes, allowing a more comprehensive description of the
metabolism of microalgae and its regulation. Omics sciences are suitable tools for elucidating
potential targets for metabolic engineering when seeking to optimize the production of
compounds. Experiments in systems biology use holistic approaches where no hypothesis is
previously known or prescribed, but all data is acquired usually through high-throughput
experiments coupled with quantitative and modeling analysis, to provide an insight into the
processes that contribute to the organization and cell dynamics (WESTERHOFF; PALSSON,
2004, HUANG; DAUBOUSSI, 2017). Genetic engineering techniques opened possibilities to
redesign the system to improve the metabolic potential of cells (FU et al., 2019).

P. tricornutum is one of the most suitable models in the context of industrial production
of compounds of commercial interest when aimed at biorefineries, as it has a considerable
number of studies related to the metabolism of xanthophylls, lipids, and carbohydrates (Table
1). Engineering strategies to improve the production process are proving effective for this
species. There is a tendency to apply metabolic engineering in the central carbon flow
metabolism and further directing it to the routes of interest using nuclease addition
methodologies such as TALE and CRISPR/Cas9 or carrying out gene knock-out techniques
(FU et al., 2019).

The simplest way to produce a compound is to dedicate the cultivation conditions to an
increase in biomass production, i.e., knowing that a given organism naturally produces a
compound of interest, cultivation conditions directed to increased biomass production lead to
obtain greater amounts of such a compound. For this purpose, the selection of high producing
strains can also be applied. Bioprospecting to identify strains with desirable characteristics can
be done in oceans, ponds, rivers and other aquatic reservoirs, laboratories. Additionally, random
chemical mutagenesis experiments can also be performed before a screening process to select
the modified strains with the desirable phenotype, i.e., improved biosynthesis and accumulation

rates of a biotechnologically relevant compound (SCHIANO-DI-VISCONTE et al., 2019).
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Table 1 — System biology and metabolic engineering strategies applied to Phaeodactylum

tricornutum for production of compounds with high commercial value.

Strategy Methods Target Author
genome-scale metabolic network carbohydrates Kroth et al., 2008
genome-scale metabolic network genes and metabolites Kimet al., 2016
genome-scale metabolic network lipids and GPR associations Levering et al., 2016
proteomics and genomics lipid in dark stress Baiet al., 2016
proteomics and genomics gene annotation Yang et al., 2018

systems biology

genomics

genomics, fluxomics and metabolomics
fluxomics (FBA)

fluxomics (FBA)

proteomics

proteomics

proteomics

transcriptomics, proteomics and
metabolomics
transcriptomic and metabolomic

gene annotation

protein and lipid

fucoxanthin

TAGs and nitrogen starvation
TAGs and nitrogen starvation
TAGs and nitrogen starvation

TAGs and nitrogen starvation
TAGs and nitrogen starvation

cell response to nitrogen deprivation

Rastogi et al., 2018
Guerra et al., 2013
Baueret al., 2019
Levitan et al,, 2015
Baiet al., 2016
Longworth et al., 2016
Ge et al., 2014

Remmers et al., 2018

Alipanah et al., 2015

~ UVCradiation carotenoids Yi et al. 2015
mutagenesis . .
chemical (EMS and NTG) carotenoids Yiet al. 2018
FCP A gene promoter chlorophyll a/c and fucoxanthin Watanabe et al., 2018
Vde, Vdr and Zep3 overexpressed carotenoids Manfellotto et al., 2020
CrGES expressed geraniol George et al., 2020
AtLUS and LjLUS expressed lupeol, betulin and betulinic acid D’adamo et al., 2019
EF2 and luciferase gene luciferase protein Seo et al., 2015
ggz{gsxremressed andantisense 4 nd growth rate Wu et al,, 2019
PtPEPCI overexpressed biomass Seo et al., 2018
PtPTP overexpressed biomass and lipids Seo et al., 2020
phosphoenolpyruvate carboxykinase lipids Yang et al,, 2016
knockdown
DGAT2D overexpressed lipids Dinamarca et al., 2017
DGAT2 and GPAT overexpressed lipids Zou et al., 2018
PtME and PtD5b overexpressed neutral lipid Zou et al., 2019
DGAT?2 overexpressed neutral lipid and PUFAs Niu et al. , 2013
DGAT2B overexpressed PUFAs Haslam et al,. 2020
genetic MCAT and D5b coordinated expressed PUFAs Wang et al., 2017
engineering ptTES1 disruption TAGs Hao et al., 2018
UGP2 disruption TAGs Daboussiet al., 2014
ptTES1 disruption TAGs Hao et al., 2018
PtWS/DGAT overexpressed TAGs Cuiet al, 2018
GPATI1 and LPATI overexpressed TAGs Wang et al., 2018
GPAT2 overexpressed TAGs Wang et al., 2020
AGPATI overexpressed TAGs and EPA Balamurugan et al., 2017
ER<DELTA>6FAD overexpressed EPA Zhu et al., 2017
LPAAT overexpressed EPA Liet al., 2020
DGAT2B expressed EPA and DHA Sayanova et al., 2020

OtEloS, AppA, and PhyA expressed
OtElo5S expressed

EPA, DHA and recombinant phytase
DHA

Pudney et al., 2019
Hamiilton et al., 2014
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Mutagenesis and selection of mutants are effective approaches to optimize the
performance of strains aimed at the industry. This approach has been widely used because it
allows a random approach without requiring prior knowledge of the biosynthetic pathways.
This randomness in the production of mutants results in an expressive number of phenotypes,
which can become a problem for effective selection of transformed ones. In the context of
microalga species, high-yield methodologies based on fluorescence and flow cytometry
techniques have been applied for screening strains with superior carotenoid biosynthesis
(MENDOZA et al., 2008). This approach was applied to P. tricornutum cells to select photo-
oxidative stress-driven mutated strains that produce more carotenoids (Y1 et al., 2015; Yl et al.,
2018). The authors induced chemically about one thousand mutants and using flow cytometry
it was possible to select five strains that showed an increase in 33% of the carotenoid
concentration compared to the wild type (YI et al. 2018). The method of flow cytometry in
microalga strains enabled the phenotypic analysis of a high number of mutant genotypes and
proved to be effective in reducing time and increasing efficiency in selection. As this technique
uses fluorescence, it has been currently applied in the investigations of compounds like

carotenoids and other pigments in microalga species.

1.2.1 Genetic engineering technologies

To increase the production of compounds of interest, genetic engineering techniques
might have adopted in a first approach. However, the diploid genome of P. tricornutum and the
lack of information about its sexual life are limitations to classical genetic approaches based on
random insertion and mutagenesis, because it is very unlikely to obtain the inactivation of the
two alleles of a gene simultaneously (HUANG; DABOUSSI, 2017; DABOUSSI et al., 2020).
This fact, coupled with the need to link genes and physiological processes, has guided studies
in diatoms to use reverse genetic engineering such as RNAi (RNA interference) and the targeted
genome engineering technique DSB (double-strand DNA break), repair mechanisms with the
site-specific nucleases MNs (meganucleases), TALENs (transcription activator-like effector
nucleases), and CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced palindromic sequences/Cas9)
(HUANG; DABOUSSI, 2017). Unlike traditional random mutation, targeted genome
engineering techniques permit gene editing at known sites in the genome. In this field CRISPR-
Cas9 is a technology based on the immune system of prokaryotes and has revolutionized the

genetic engineering of several organisms, especially eukaryotes, for its simplicity and, since it
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allows simple engineering and site-specific activity when compared to conventional genetic
tools (CHAE et al., 2017).

Diatoms can be genetically transformed at the level of nucleus, chloroplasts, and
mitochondria, since its genome is contained in these compartments. Despite the lack of a proper
transformation toolbox, the species P. tricornutum already has a genetic toolbox with very
diverse elements of promoters and terminators, selectable markers to identify transformed cells,
and tools to ensure the stability of the inserted vectors.

Lhcf (light harvesting complex) promoters, also called fcp (fucoxanthin chlorophyll a/c
binding protein) and NR (nitrate reductase) are among the promoters used for P. tricornutum
engineering. Lhcf promoters are efficiently used in P. tricornutum but are light dependent,
which becomes an obstacle when it is necessary to express genes in dark conditions. NR
promoter functions as an inducible promoter that can switch on and off transgene expressions
and have been widely used in diatoms (HUANG; DABOUSSI, 2017). Several other promoters
have been designed for P. tricornutum engineering, e.g., EF2 (elongation factor 2) (SEO et al.,
2015), PtAPase (alkaline phosphatase) (LIN et al.,2017), V-ATPase C (vacuolar ATP synthase
16-kDa proteolipid subunit) (WATANABE et al., 2018), Pt211 (ZOU et al., 2018), HASPI
(highly abundant secreted protein 1) (ERDENE-OCHIR et al., 2019), and the iron responsive
promoters Isi/ (iron starvation induced proteinl), FBPI (ferrichrome binding proteinl and Fid
(flavodoxin) (YOSHINAGA et al., 2014).

Selectable markers to identify P. tricornutum transformed strains include zeocin
antibiotic resistance (APT et al., 1996), nourseothricin (ZASLAVSKAYA et al., 2001), and
blasticidin-S (BUCK et al., 2018). Methods for gene delivery in P. tricornutum include particle
bombardment or biolistic (APT et al., 1996, FALCIATORE et al., 1999), conjugation (KARAS
et al., 2015), and electroporation (NIU et al., 2012, ZHANG; HU, 2014, XIE et al., 2014).

RNAI has been used in P. tricornutum species for, e.g., knockdown expression and
activity of NR (nitrate reductase) in order to obtain enhanced lipid biosynthesis (LEVITAN et
al., 2015), identification of uridine-5’-monophosphate synthase gene (SAKAGUCHI et al.,
2011), knockdown of phosphoenolpyruvate carboxykinase for lipid biosynthesis (YANG et al.,
2016), identification and localization of carbonic anhydrase in thylakoids (KIKUTANTI et al.,
2016), knockdown of a gene encoding lipid droplet associated protein to examine its function
(WANG et al., 2017), and overexpression and knockdown of PGRLI1 (proton gradient
regulation 5-like photosynthetic phenotype 1) for investigation of its role in photosynthesis
(ZHOU et al., 2020), among others. In their turn, MNs, TALENSs, and CRISPR/Cas9 have been
used in P. tricornutum engineering to enhance TAG (triacylglycerol) production (DABOUSSI
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et al., 2014, HAO et al., 2018), photosynthesis mechanisms (MANN et al., 2017, BUCK et al.,
2019), multiple simultaneously gene knock-outs (SERIF et al., 2018), and CRISPR/Cas9
application and optimization for this species (NYMARK et al., 2016, STUKENBERG et al.,
2018, RUSSO et al., 2018, SLATTERY et al., 2018, SHARMA et al., 2018, MADHURI et al.,
2019).

Importantly, for engineered strains of microalgae it is relevant to highlight that a series
of precautions must be taken not only to guarantee food security, for instance, but also the strain
must be proven environmentally safe. Besides, a series of precautions must be taken to prevent
these strains from leaking into the environment. Similarly, there are considerable bottlenecks
in designing engineered strains as, for instance, antibiotic resistance, a widely used selection
marker, should be substituted as soon as possible in the protocols to avoid possible

consequences of antibiotic resistance.

1.2.2 Genome-scale metabolic reconstruction and flux balance analysis (FBA)

A genome-scale metabolic network reconstruction is a collection of genomes encoded
metabolic functions based on the genome annotation of the target organism and biochemical
databases considering hypothetical data and experimental evidence (THIELE; PALSSON,
2010). Enzyme commission (E.C.) numbers, KEGG, and BRENDA databases are important
sources to the identification of gene products for the metabolic models.

Genomic engineering through genome mapping and gene expression, silencing and
deletion, enabled the development and application of metabolic engineering shedding light on
the metabolism of organisms. The nuclear genome of diatoms contains genes of bacterial
origins and genes originated of the secondary endosymbiosis (ALLEN et al., 2011). The
genome sequencing of P. tricornutum (BOWLER et al., 2008) made it possible to develop and
make use of various genome-scale computational models and genetic engineering tools
bringing up several characteristics about the metabolism of this species, some putative and
others not. For example, the presence of an ornithine-urea cycle in diatoms (ALLEN et al.,
2011), the prokaryotic Entner-Doudoroff glycolytic and phosphoketolase pathways (FABRIS
et al., 2012), and C4-like photosynthesis (KROTH et al., 2008).

A genome-scale metabolic network reconstruction is, however, subjected to missing,
wrong or incomplete annotations and needs to be manually refined along its development
(THIELE; PALSSON, 2010). Enzymes listed in the biochemical databases are mostly not
specific to an organism and may not be present in the target organism (THIELE; PALSSON,
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2010). Compartmentalization may also differ between organisms and transport reactions are
needed for metabolite transport between membranes. For example, Chlamydomonas
reinhardtii, a green alga, stores carbohydrates in the plastids while P. tricornutum accumulate
them in vacuoles (GRUBER; KROTH, 2017). Membrane transport systems are more complex
systems because they involve different transport mechanisms requiring further studies, and
therefore less experimental data is available. In this sense, the annotation of the genome and
consequently the genome-scale metabolic model of a given species assumes a dynamic process,
being refined as long as new data and tools are obtained for the species. To be more precise,
genome-scale metabolic models need to constantly integrate missing metabolic functions,
signaling, transport and network, and update incorrect annotations. Novel annotations for P.
tricornutum genome were made over the last years (YANG et al., 2018, RASTOGI et al., 2018),
providing novel information for this species like revised genes and identification of novel genes
and proteins.

Fluxomics is an important area in metabolic engineering as one aim at obtaining
biotechnological products, since it is capable of making predictions of the flow of metabolites.
An important in silico investigation tool obtained due to genome-scale metabolic network
reconstruction is FBA (flux balance analysis) which avows simulations and optimizations of
desired phenotypes. This tool allows the analysis of the flow of metabolites once it contains all
known metabolic reactions and genes that encode each enzyme for an organism, thus making it
possible to predict the growth rate of an organism or the rate of production of a certain
metabolite of biotechnological interest (ORTH et al., 2010). Constraint-based algorithms are
constructed to predict intracellular fluxes in wild-types and genetically modified strains by gene
knockout and amplification. MOMA (minimization of metabolic adjustment) and OptKnock
are two popular algorithms to identify gene knockout targets and they have been widely used
to enhance production of various chemicals in microorganism strains (CHAE et al., 2017).

Two important genome-scale metabolic models for P. tricornutum were published and
made available (KIM et al., 2016, LEVERING et al., 2016). Among other features, these
models predicted intracellular fluxes under autotrophic, mixotrophic, and heterotrophic growth
conditions (KIM et al., 2016), as well as a full range of metabolic reactions for the lipid
metabolism and GPR (gene protein reaction) associations (LEVERING et al., 2016). As wild-
type strains of P. tricornutum are not capable of growing on organic carbon sources,
mixotrophic and heterotrophic modeling are especially useful for transformed lines phenotype
simulations. Information provided about gene-protein-reaction (GPR) associations enables

phenotype simulations at gene and enzyme levels.
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1.2.3 Biotechnological potential for high value compounds production and

biorefinery process

Potential biotechnological compounds naturally produced by P. tricornutum strains are
fatty acids like PUFAs (EPA, DPA, DHA), pigments (carotenoids), its siliceous cell walls
known as frustules, proteins, carbohydrates, and sterols (brassicasterol and campesterol)
(FABRIS et al., 2014, JARAMILLO-MADRID et al., 2020). MUFAs and PUFAs gained
attention due to their potential application to biofuels and source of omega-3-rich oil for human
health, respectively (CUI et al., 2019). Among the pigments produced by this microalga,
fucoxanthin has gained prominence because its important biological functions reported in
countless works, e.g., antitumor (HOSOKAWA et al., 1999), anti-diabetic and anti-obesity
(MAEDA et al., 2007), anti-inflammatory and antioxidant (SHIRATORI et al., 2005,
PANGESTUTI et al., 2011, D'ORAZIO et al., 2012, XIA et al., 2013). Defatted biomass of P.
tricornutum 1is also a potential source of high-value protein (CUI et al., 2019), which can
constitute a valuable residue in the biorefinery concept. Diatom cell walls, namely the frustules,
have potential applications in nanotechnology due to the high quality of its structure that has
not yet been achieved by our technology and can be useful as nanometric filters among other
potential applications on a nanometric scale (SAADE; BOWLER, 2009). In addition, other
studies have shown the possibilities of producing other important biotechnological products by
modified strains of P. tricornutum, like the monoterpenoid geraniol (FABRIS et al., 2020,
GEORGE et al., 2020) and the triterpenoids lupeol and betulin (D’ADAMO et al., 2019).

As, at first, microalgae proved to be good producers of omega-3 fatty acids and
carotenoids, metabolic engineering tools have been developed for the synthesis of these
metabolites in P. tricornutum, in addition to microalgae biofuels which have been in fact driven
the studies concerning biorefinery processes applied to microalgae. In the case of P.
tricornutum, the great majority of works applying metabolic engineering has been focused on
PUFAs for their high economic value, as well as on neutral lipids for biofuel production.

Due to the accumulation of PUFAs with high commercial value, most studies to date
seek to increase the synthesis of lipids by overexpressing key lipogenic genes (Table 1) in P.
tricornutum strains. The most studied genes to date are glycerol-3-phosphate acyltransferase
(GPAT) and diacylglycerol acyltransferase (DGAT), which are involved in the triacylglycerol
biosynthesis. DGATs genes encode a key transmembrane protein that has an enzymatic
function. This protein is essential for lipid metabolism, as it catalyzes the terminal and unique

step involved in the synthesis of triacylglycerol using diacylglycerol and fatty acyl-CoA as



39

substrates. The GPAT gene esterifies the acyl group of acyl-ACP to the sn-1 position of
glycerol-3-phosphate, an essential step in glycerolipid biosynthesis (UniProt Consortium,
2019). These two overexpressed genes increase the lipid content without affecting cell growth
and photosynthetic efficiency, orchestrating even the expression of other important
photosynthetic and lipogenic genes. In a biorefinery context, thinking about increasing
simultaneously lipids and carotenoids sounds as a promising strategy (ZOU et al., 2018; WANG
et al., 2018).

There are countless other possibilities to produce valuable compounds from microalgae
given that, in some aspects, not only marine organisms are more recently studied in relation to
terrestrial organisms, but also the field of metabolic engineering still has a lot to be explored.
P. tricornutum has been used as a platform for recombinant protein studying. For instance,
phytase is a phosphatase enzyme that acts in the hydrolysis of phytic acid, an undigested plant
phosphorus source for monogastric animals and it has been widely used as an additive in animal
feed. Pudney et al. (2019) engineered P. tricornutum strains to co-express AS-elongase from
Ostreococcus tauri and phytase from Escherichia coli and Aspergillus niger to obtain co-
production of omega-3 LC-PUFAs and recombinant phytase. According those authors, besides
the enhanced omega-3 LC-PUFAs production it was also possible to achieve phytase activity
sufficient to treat up to 20 Kg of Atlantic salmon feeds by the same engineered strain.
Interestingly, P. tricornutum has also been engineered to secret monoclonal IgG antibodies
against Marburg virus, which is relative to Ebola virus (HEMPEL et al., 2017).

Biorefinery processes can be designed in many ways. Downstream processes and the
final destination of the compounds obtained at the end of the production line are crucial to
define a project. For example, high-value compounds as fucoxanthin and proteins for
pharmaceutical purposes are best extracted first to avoid contamination. In addition to the
possibility of producing and obtaining pigments and lipids in the biorefinery process, other
configurations are proposed. Branco-Vieira et al., 2020 proposed three different biorefinery
processes: i) a structure to produce biofuels from lipids (biodiesel), ii) carbohydrates
fermentation (bioethanol), and iij) residual biomass (biomethane). Another configuration
considers multiple high-value compounds productions (proteins, fucoxanthin, and silica) and a
third option considers the production of fucoxanthin as the main product, and proteins, lipids
and carbohydrates as co-products from P. tricornutum cell cultures. Zhang et al. (2018)
proposed an integrated process for fucoxanthin, EPA (eicosapentaenoic acid) and

chrysolaminarin production and extraction from P. tricornutum biomass. Interestingly,
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microalgal carbohydrates are more suitable for biofuels production because the absence of
lignin associated with their chemical structures facilitates fermentation.

More complexity is added to metabolic engineering due to the fact that microorganisms
can produce not one, but several important compounds with high economic value
simultaneously, e.g., carotenoids and PUFAs. For evolutionary reasons, the increase in the
production of one compound not rarely occurs at the expense of another or at the expense of
cellular growth. This is especially true in the case of TAG accumulation under nitrogen
starvation. Many studies have shown that P. tricornutum suffers cycle arrest while
accumulating TAG under nitrogen starvation (BREUER et al., 2012; KIM et al., 2017;
REMMERS et al., 2018) a phenotype possibly related to carbon reallocation by downregulation
of Calvin cycle, decreased biosynthesis of chrysolaminarin, and upregulation of TCA cycle and
pyruvate metabolism (LEVITAN et al., 2015; ALIPANAH et al., 2015; LONGWORTH et al.,
2016; BAI et al., 2016; KIM et al., 2016; BUTLER et al., 2020). Indeed, this is one of the
bottlenecks for microalgae biofuels industrial scale-up. Guerra et al. (2013) studying the
metabolite pool in P. tricornutum nitrogen starved cells, suggests that a key point controlling
carbon allocation under nitrogen starvation resides in GS-GOGAT (glutamine synthetase-
glutamate synthase) and GDH (glutamate dehydrogenase) pathways, in a way that the ratio
AKG/GL(N/U)(a-ketoglutarate/glutamine/glutamate) reports the nitrogen availability to the
cell triggering gene responses which together with a high NADPH/NADP+ ratio increase lipid
biosynthesis.

COzalso plays a key role when dealing with photoautotrophic microorganisms, not only
because of its importance in central carbon metabolism, but also because of its high costs for
microalgae cultivation on industrial scale. Under COz starvation, P. tricornutum cells increased
carbon flux toward PEP (phosphoenolpyruvate) and/or pyruvate biosynthesis
(HEYDARIZADEH et al., 2017; HEYDARIZADEH et al., 2019). Under low-light conditions,
PEP and/or pyruvate were directed to provide substrates for respiration, as under high-light
exposure microalgal cells directed toward lipids and proteins (HEYDARIZADEH et al., 2017)
showing that P. tricornutum drives its metabolism toward lipid biosynthesis under carbon
starvation as well.

There are successful studies in increasing the production of target compounds without
affecting normal cell growth and development. Wang et al. (2017) applied a metabolic
engineering strategy to P. tricornutum to increase PUFA production, expressing two key
enzymes, i.e., malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase and delta 5 fatty acid desaturase

simultaneously, and were successful without affecting growth and photosynthetic yield of the



41

microalgae. D’adamo et al. (2019) utilized metabolic pathway engineering to produce lupeol
and betulin, two plant triterpenoids in P. tricornutum, expressing plant enzymes, and found no
significant differences between wild-types and transformed strains for growth performance. Wu
et al., 2019 engineered P. tricornutum for overexpression of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) which resulted in increased lipid content and growth. Besides, the
transcript abundance and activity of GOPDH increased even more under high CO> cultivation
leading to a greater biosynthesis of EPA. Also, regarding nitrogen metabolism, Trentacoste et
al. (2013) were able to increase lipid yields in Thalassiosira pseudonana by the knockdown of
a multifunctional gene for lipase, phospholipase and lysophosphatidic acyltransferase activities
without impairing growth.

Most likely the penalty on cell growth occurs in cases where the accumulation of lipids
occurs due to a lack of certain limiting nutrients like nitrogen, which are important for the
biosynthesis of primary metabolism compounds. Metabolic engineering makes it possible to
intervene in key points of metabolism so that they are might be diverted to the production of
compounds of interest without affecting the normal growth of cells. Consequently, the
accumulation of biomass is not penalized. Thus, a challenge encountered in the biorefinery
process is to find a balance in the simultaneous production of various compounds in order to
maintain the process with the highest possible yield of targeted compounds and not affecting
the normal cellular growth. Metabolic engineering plays a key role to understand in which
situations metabolism sacrifices the production of certain compounds for the increasing
synthesis of others.

Transporters are of key importance in intra-membrane and intracellular transport, but
they have been scarcely studied in diatoms and also put complexity to the systems. Regarding
intracellular transport, diatoms have the peculiarity of having plastids with four membranes
being the external one continuous with the endoplasmic reticulum (ER), which means that
proteins nuclear encoded to be imported into plastids have firstly to pass ER (GRUBER;
KROTH, 2017). As an example, we can cite the overexpression of a hypothetical gene for a
pyruvate transporter. Pyruvate is a key metabolite for many important compounds like amino
acids, terpenoids, and fatty acids. Seo et al. (2020) overexpressed a putative plastidial pyruvate
transporter in P. tricornutum using particle bombardment to compartmentalize pyruvate in
plastids and were able to enhance biomass, lipids, and growth up to 21.9%, 30%, and 8%

respectively.
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1.3 CASE STUDY: GENERATING AND APPLYING METABOLIC ENGINEERING
STRATEGIES TO Phaeodactylum tricornutum

To create metabolic engineering strategies for the optimization of biorefinery processes
two studies were performed using P. tricornutum as a model species. The first one applied
systems analysis using metabolomics and bioinformatics tools to elucidate potential pathways
to be inhibited or elicited, directing the metabolic flow to the synthesis of target compounds,
i.e., eicosapentaenoic acid and fucoxanthin. The second study improved two models on a
genomic scale seeking to predict ways based on restrictions and flow balance analysis to

increase fucoxanthin synthesis.

1.3.1 Metabolomics

To create strategies for metabolic engineering using metabolomics focused on systems
biology, biochemical data mining tools were used aiming at suppressing certain metabolic
pathways for increasing the biosynthesis of eicosapentaenoic acid and fucoxanthin. For this
purpose, supervised analyzes were performed, such as liquid and gas chromatography to
quantify the compounds of interest, as well as unsupervised ones, e.g., vibrational infrared
spectroscopy (FTIR) and nuclear magnetic resonance (NMR). The analytical platform adopted
intended to metabolically profile P. tricornutum cells during cultivation to detect eventual data
patterns that provide metabolic information that will assist in the optimization of the microalgae
biorefinery process.

Supervised analyzes provided an overview of the contents of metabolites during the cell
cultivation, showing stability in the fucoxanthin amounts and an oscillation in EPA
concentration. In its turn, unsupervised analysis using FTIR spectroscopy gave rise to
fingerprint regions in the spectra associated to the compounds of interest. Besides, it was noted
that if the cell culture protocol aims at the maximum EPA production, it would indicate to
interrupt the cultivation by the end of the logarithmic phase of cell growth. Regarding
fucoxanthin, its contents were higher and somewhat stable from the end of the logarithmic
phase until the end of the stationary phase. The stability of this oxycarotenoind when in relation
to the cell biomass implies that this compound has a lot of potential to be worked in biorefinery
processes. In their turn, protein contents showed augmented in the logarithmic phase of cell
growth and further decreased over cultivation. Finally, at the end of the cultivation higher

amounts of carbohydrates were detected to accumulate. This information is important to
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understand the oscillation of primary and secondary metabolites during cell cultivation,
eventually subsidizing their analysis in large-scale industrial processes, focusing on the cell
growth phases of higher amounts of target compounds as previously in vitro identified.

In a follow-up study to shed lights on metabolic engineering of P. tricornutum cells,
NMR spectroscopy was applied to investigate the microalgal endometabolome. Such an
approach allowed identifying a set of cell metabolites with the aid of the Bayesil software
(RAVANBAKHSH et al., 2015). However, the identification of the metabolite can also be
carried out by other platforms or even manually with programs specific to the NMR spectra,
such as Chenomx (WISHART et al., 2017). Importantly, a database containing reference NMR
spectra for the metabolites found makes easier the annotation and identification of compounds,
especially whether the NMR spectra have been recorded under similar experimental conditions
to the samples in study. In the case of diatoms, the database DiatomCyc (FABRIS et al., 2012)
and KEGG (KANEHISA et al., 2007) are extremely relevant for this purpose.

After the identification of the compounds in the biochemical matrix of P. tricornutum,
it was possible to investigate the main metabolic pathways and perform analysis of pathway
topology and over-representation through the MetaboAnalyst platform (CHONG; WISHART;
XIA, 2015). The main results from the NMR analysis indicated that the metabolic models
developed led to the greatest impact on the carbohydrate and amino acid metabolism of P.
tricornutum. Currently, with the support of computational platforms and databases that assist
in the study of the metabolic pathways with high impact on cell metabolism, one can highlight
which of them present the greatest potential for the optimization of a biorefinery process
through metabolic engineering. However, this systems biology approach is generalist,
disregarding the target compound(s) and requiring prior knowledge to select metabolic
pathways that could afford higher amounts of a given compound of interest, without disturbing
the whole cell’s metabolism. This selection eventually might not be possible depending on the
algorithms adopted, since many consider only the microalgal metabolism as a whole, hindering
their usage under a biorefinery process analysis. This is, of course, a disadvantage of applying
systems biology in the context of biorefineries, being inevitable the selection of pathways by
researchers, or even by developing and validating machine learning models that perform this
selection.

The metabolomics analysis performed by 'H-NMR spectroscopy revealed that P.
tricornutum’s biosynthetic pathways with the greatest impact and potential for application in
metabolic engineering are concerned to alanine, glyoxylate, and pyruvate. These are important

metabolites regarding the cell’s thermodynamic state, also related to the synthesis of acetyl-
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CoA, a well-known building block of fat acids. Thus, it is speculated that higher amounts of
these molecules available to the cell’s metabolism might foster the biosynthesis of EPA and
fucoxanthin. On the other hand, metabolic engineering strategies to inhibit the distribution of
these molecules to other metabolic pathways require care, since they may negatively interfere
on the cell metabolism in a way leading to the collapse of cell’s functions and death.

These strategies generated from systems biology generate subsidies for metabolic
engineering and can be applied to changes in synthetic levels, altering or synthetically blocking
pathways with changes in the genetic level, or even more simplistically, using enzyme
inhibitors specific to pathways that are not part of the synthesis of the compounds of interest,
at determined times of cultivation.

The systems biology studies have advanced a lot, in confluence with the development
of computational platforms and databases, thus facilitating the processing and understanding of
omics data sets. Metabolomics allows one to overview the cell’s metabolism and the
understanding as a whole of the biochemical machinery of cells in its dynamics, being a relevant
way of rationally validate in-silico metabolic models following a biorefinery concept of

production.

1.3.2 Fluxomics: FBA applied to fucoxanthin metabolism

Fluxomics is one of the most accurate and predictable tools for controlling metabolic
flow and for genetic engineering purposes it is considered a much more reliable process of
analysis. This type of application requires prior knowledge of cell metabolism with the use of
genome-scale metabolic network reconstruction, allowing simulations and optimizations of
desired phenotypes in silico. Strategies that can be carried out in silico are the most
recommended, because they increase the predictability and are more ecological by reducing the
use of reagents.

Two genome-scale metabolic models for the species P. tricornutum (KIM et al., 2016;
LEVERING et al., 2016) were utilized by Bauer et al. (2019) to predict ways to enhance
fucoxanthin production using FBA. For that, firstly the metabolic model proposed by Kim et
al., (2016) lacking reactions for carotenogenesis was completed to reach fucoxanthin
biosynthesis, following its importation along with the metabolic model of Levering et al.,
(2016) into OptFlux software (ROCHA et al., 2010) for FBA analysis. In-silico simulations
with these models predicted increased biomass flux up to 67% and 77%, by doubling the supply

of inorganic carbon (CO> and HCOj3) and urea, respectively. For optimizations, FBA on
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OptFlux were carried out under MOMA (minimization of metabolic adjustment) algorithm and
good optimization solutions for fucoxanthin biosynthesis pointed out to the knockout of
genes/enzymes involved in the metabolism of important precursors for the non-mevalonate
methylerythritol pathway - MEP (mostly pyruvate and glyceraldehyde-3-phosphate - G3P.

Fucoxanthin metabolism has yet to be fully elucidated, however some important points
of this path are potentially established. In addition to the importance of the availability of
precursors of the MEP pathway like pyruvate and G3P, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
synthase (DXS) (EILERS et al., 2016), phytoene synthase (PSY) (KAUR; SPILLANE, 2015;
EILERS et al., 2016), and a violaxanthin de-epoxidase—like (VDL) (DAUTERMANN et al.,
2020; GAIDARENKO et al., 2020), have been shown to be important bottlenecks in
fucoxanthin biosynthesis. DXS catalyzes the initial step of the MEP pathway and PSY guides
the metabolic flux into carotenogenesis. VDL is closely related to the formation of allenic
carotenoids diverting carotenoids function towards light harvesting in the evolution of marine
algae including diatoms (DAUTERMANN et al., 2020). According to Dautermann et al. (2020)
VDL is related to the enzyme violaxanthin de-epoxidase-like which in turn catalyzes the
formation of neoxanthin leading to the formation of diadinoxanthin and fucoxanthin.

Violaxanthin de-epoxidase (VDE) and VDE-related (VDR) which convert violaxanthin
into zeaxanthin or diadinoxanthin into diatoxanthin, as well as zeaxanthin epoxidase 3 (ZEP3),
responsible for the reversed reactions, also seem to be important in carotenoid formation.
Transgenic strains of P. tricornutum designed to simultaneously overexpress these three genes
increased carotenoid amounts up to 4-fold in fucoxanthin, 3-fold in diatoxanthin and up to 2-
fold in B-carotene (MANFELLOTTO et al., 2020), as silencing VDE reduced diatoxanthin
synthesis (LAVAUD et al., 2012).

Regarding carotenogenesis pathways, other branches besides the formation of
carotenoids, such as the synthesis of hormones, exist and thus these models can still be
completed in these pathways for better optimization results. Otherwise, computational models

have to be constantly updated with novel information about P. tricornutum metabolome.

14 CONCLUSION

The development of metabolic engineering applied to microalgae has been growing in
the last decade with the genome sequencing of some model species that facilitate studies in

systems biology and thus, enable the understanding of algal metabolism as a whole. Systems
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biology analysis (e.g., genomic scale models and omics analysis), together with the increased
availability of databases and open-access software, allow more precisely the discovery of
bottlenecks in microalgal metabolism that can serve as targets for metabolic engineering.

P. tricornutum is considered the model species when looking at to produce more than
one compound of high commercial value in a biorefinery process. With the publication of its
genome in 2008, work in the field of metabolic engineering grew at an accelerated pace. The
species is considered a model for the biorefinery because it produces a high content of lipids
with a fatty acid profile rich in PUFAs of commercial interest (e.g., EPA and linoleic acid),
highly antioxidant pigments (i.e., fucoxanthin), and carbohydrates such as chrysolaminarin. In
addition to these compounds of biotechnological interest, the insertion of recombinant genes
was effective in the production of other metabolites to enrich the cell-matrix of the culture,
directing it to its application. Besides, the size of the P. tricornutum’s genetic material makes
it an attractive system for metabolic engineering and enables the creation of successful
transgenic strains.

Among the metabolic engineering strategies in P. fricornutum, those that use the
knowledge of systems biology and apply genetic engineering are the most promising.
Nonetheless, regarding the biorefinery concept applied to this species, it is crucial to understand
the points of control and regulation of biosynthetic pathways of multiple compounds of
biotechnological interest. In this sense, omics science technologies are truly useful because they
aim to understand the systems as a whole.

The case studies herein reported where omics sciences were applied to understand the
metabolism of P. tricornutum in connection to generate strategies aiming at an improved
biorefinery process have shown promising targets. In the first case, metabolomics analysis
allowed to have an overview of the oscillation of the metabolic profiles during cell cultivation.
This approach intended to gain insights of the microalgal metabolism having more than one
target class of compounds and facilitate mainly biotechnological processes that are not aimed
at genetic engineering, but rather the optimization of an industrial cultivation process. The
second case study applied fluxomics analysis to the P. tricornutum’s cell metabolism and gave
important information to guide further in vitro experiments that seek the production of desired
compounds and the understanding of their metabolism. Indeed, as such, fluxomics analysis
coupled to biochemical investigations is thought as a two-way street that allows the constant
improvement of methodological strategies to optimize the biosynthesis and accumulation of

biotechnologically relevant molecules, reducing the need for practical experiments.
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Finally, it is evident the need to develop a lot the biorefinery concept applied to P.
tricornutum cell cultures in industrial scale. In the last decade, there has been an increase in
metabolic engineering work that aims to increase the synthesis of compounds by P.
tricornutum, however, there are few works addressing the biorefinery concept in a robust
manner. Thus, in the future studies should focus on, for instance, multiple and simultaneous
knock-outs genes, which makes metabolic modification complex but more promising, and
understanding the regulatory networks of the microalga metabolism. The main challenge that
must be overcome is to be able to balance the production of more than one compound without
penalizing the cell growth of biomass.

Even though the idea of biorefinery is highly attractive, numerous advances and
adjustments are still needed to make microalgae biorefinery economically feasible. The concept
itself involves not only a multiplicity of products, but also protocols that range from the genetic
engineering of organisms to upstream and downstream processes until obtaining the final
products with the desired quality. Advances have occurred in all areas of the biorefinery process
and need to be refined and evaluated on an industrial scale to become biotechnologically

relevant.
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- CAPITULOII -

COMPARISON OF FIVE METHODS FOR LIPID EXTRACTION FROM THE
PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM MICROALGA AND DETERMINATION OF
FUCOXANTHIN AND FATTY ACIDS PROFILES?

ABSTRACT

In this study the effectiveness of five protocols for lipid (FA) and carotenoid extraction from
the Phaeodactylum tricornutum microalga was assayed. The protocols of Folch, Lee and
Stanley, Bligh and Dyer, and Bligh and Dyer + UAE (ultrasound-assisted extraction) showed
the higher yields of total lipids determined through gravimetric analysis. Folch, Lee and Stanley
protocol was more effective in extracting fucoxanthin in the methanolic phase. It is noteworthy
that there was no significant difference in fucoxanthin extraction in chloroform phases among
the methods evaluated. On the other hand, the Folch, Lee and Stanley method showed to be
more selective for MUFAs recovery from the microalgal biomass. However, following the
market demands for efficient extraction of oils rich in omega-3, Bligh and Dyer and Bligh and
Dyer + UAE protocols are recommended. The protocol established by Bligh and Dyer + UAE

can be recommended as an effective methodology in biomedicinal oil extraction.
1.1 INTRODUCTION

Microalgae produce a large number of bioactive compounds that can be used by society
as natural supplements. These bioproducts have been gaining ground in the market due to their
broad panel of bioactivities. Marine bioactive compounds in a broad-sense, can be
polysaccharides, pigments, proteins, vitamins, and lipids with several activities, among them,
anti-tumor, antioxidants, antibiotics and photoprotectors (HAUGAN; JENSEN, 1994;
MOLINSKI et al., 2009; MARTINS et al., 2014). These bioproducts have been marketed as
encapsulated fatty acids, amino acids, and pigments for human consumption and
pharmaceutical and cosmetic industries. Despite the increasing market of microalgae
bioproducts, the raw material for the extraction of bioactive molecules of aquatic organisms has

in fish stock biomass its main source yet (BERGE; BARNATHAN, 2005).

2 This chapter was published in the journal Advances in Biotechnology & Microbiology.

SCHMITZ, C. et al. Comparison of Five Methods for Lipid Extraction from the Phaeodactylum tricornutum
Microalga and Determination of Fucoxanthin and Fatty Acids Profiles, Profiles. Adv Biotechnol Microbiol., v. 14,
n. 3,2019.
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Due to sustainability concerns of fish farming systems, microalga cultivation systems
are claimed as a viable alternative to obtain oils rich in omega-3 fatty acids (®-3). Currently the
slow development at industrial scale of cultivation systems for microalgae has been related to
the limited growth of these organisms in open ponds and the high costs of these cultures in
photobioreactors (COONEY; YOUNG; NAGLE, 2009). Other problems are associated with
the processing of biomass, which, when not improved, has a direct relationship with the yield
of this crop. One of the obstacles to the extraction of microalgae’s oil fraction is the
nonexistence in the target species of an optimized method to recover that fraction, despite
several reports in the literature. Therefore, more studies are necessary to fit a standard method
specifically directed to the species of interest in this study (i.e., a tailored protocol), considering
their structural differences (i.e., chemical composition of the cell wall) and metabolic
differences between microalgal biomasses traditionally used as raw materials (COONEY;
YOUNG; NAGLE, 2009).

Furthermore, the works related to the evaluation of extraction methods are commonly
directed to green microalgae and cyanobacteria, as they are species already cultivated for this
purpose. Among microalgae of biotechnological interest, Phaeodactylum tricornutum has been
extensively exploited for its interesting traits such as:

a. to store large amounts of neutral lipids, i.e., about 30% of its dry weight (RADMANN;
COSTA, 2008),

b. a short cropping cycle (JORQUERA et al., 2010),

c. to synthesize nutraceutical pigments (KIM et al., 2012),

d. adaptability, modifying its shape according to the environment conditions
(MARTINO et al., 2007),

e. not demanding an organic carbon source for growth in culture medium, surpassing
the productivity of any agricultural crop (RONGA et al., 2019), and

f. its genome has been sequenced, being a relevant model for metabolic engineering
studies involving the biosynthesis and accumulation of molecules of biotechnological
importance as fucoxanthin, for instance (BOWLER et al., 2008).

One attractive bioproduct in P. tricornutum is its high added value lipid fraction, due to
its content in ®-3 fatty acids, named long chain Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAs) such as
Eicosapentaenoic Acid (EPA) and Docosahexaenoic Acid (DHA), (RYCKEBOSCH;
MUYLAERT; FOUBERT, 2008). These metabolites play important biochemical roles in the
brain and retina, augment the absorption of fat-soluble vitamins, and still exhibit anti-

inflammatory action (MULLEN; LOSCHER; ROCHE, 2010, SIMOPOULOS, 2002,
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SIMOPOULOS, 2013). Besides, in the lipid fraction of microalgal biomasses the carotenoid
compounds are also highlighted.

In this context, the diatom P. tricornutum has fucoxanthin as its major carotenoid and,
due to its nonpolar trait, such secondary metabolite is usually found associated to the lipid
fraction in that species. This pigment has a potent antioxidant action, preventing diseases
associated with the damage effects of free radicals in cells such as cancer (NISHINO et al.,
2002) The aforementioned bioproducts, i.e., fatty acids and carotenoids, are already
commercially available from the ingestion of the microalgal matrix of species such as Chorella
spp. and Spirulina spp., being used in human food. Additionally, they can also be extracted
from microalgae to be sold separately, or in formulations containing the microalgal lipid extract,
the last one seeking the synergism of its benefits to the human health. Importantly, studies have
suggested that a diet rich in fatty acids may increase the absorption of fucoxanthin in human
beings, for instance (PANGESTUTI; KIM, 2011). This occurs because esterified fucoxanthin
is probably incorporated into the lipid core and transported to a variety of tissues, facilitating
their absorption and enhancing the bioavailability, given its highly apolar nature
(PANGESTUTTI; KIM, 2011). This occurs due to a connection to an esterification process of
those metabolites in cells of the human and mice intestine, facilitating their absorption and
enhancing the bioavailability, given the highly apolar nature described in models
(SUGAWARA et al., 2009).

The choice of the extraction methodology can directly impact the design of microalgae
production bioprocesses, with positive repercussions on the possibility of expanding the market
of bioproducts containing fatty acids and carotenoids to human food, i.e., nutraceuticals. Based
on the above, it is assumed as a working hypothesis that a standardized protocol for the
extraction of the oil fraction eventually containing carotenoids of P. tricornutum biomass is
relevant to improve the process for the recovery of those high added value metabolites. In this
sense, this study aimed to determine and to compare the extraction efficiency of five protocols
in recovering the lipid fraction, fatty acids, and carotenoids from P. tricornutum biomass. For
that, gravimetric and chromatographic analytical techniques were applied to determine the
yields of the extraction protocols and the fatty acids and fucoxanthin profiles in the

organosolvent samples thereof.
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1.2 MATERIAL AND METHODS

1.2.1 Culture and biomass preparation

The marine microalgae Phaeodactylum tricornutum, strain CCAP 1052/A, was cultured
in 500 ml Erlenmeyer flasks for 7 days in f/2 culture medium, following the protocol of
(GUILLARD, 1975). Initial concentration of cells per flask was 22k cells/mL/L, receiving
65umol m2s-! of irradiance on average. At the beginning, the culture medium presented pH
values ~ 8 and 31 salinity. No relevant changes occurred in these variables over the cultivation
period, i.e., seven days. At the end of the experiment (day 7), the cell cultures were collected,
centrifuged (2276g, 9 min) and the supernatant rejected. The collected biomass was desalinated
by quickly washing it with 0.5M ammonium format solution, following freeze-drying (36 h,
0.001 mbar) and storage at -20 °C until extraction. This biomass will serve as a pool for lipid
extraction of three independent experiments, according to three protocols (BLIGH; DYER,
1959; FOLCH; LEE; STANLEY, 1959; SELSTAN; OQUIST, 1985). Hereafter, such
protocols will be assigned in the text to the acronyms BD, FLS, and SO, respectively.
Additionally, the BD protocol was performed three times by adding a pre-treatment of cell

disruption with the aid of microwaves and Ultrasound- Assisted Extraction (UAE).

1.2.2 Extraction of total lipids

Using the BD method, 100mg of dry microalgal biomass were added of 3ml methanol
(MeOH), 3 ml chloroform (CHCI3) and stirred (vortex) for 30s. In the sequence, Iml CHCI;
Iml MeOH and 2ml water were added, following incubation for 10 min, with eventual shaking
(vortex, 30s, every 2 min). Subsequently the extract was filtered. The filter was rinsed with 4
ml CHCIs to allow a better recovery of the lipid fraction. This process resulted in a three-phase
extract of chloroform, methanol and water, roughly at ratio 2: 2: 1.8 (v/v/v). This procedure
was repeated three times, two of them by performing a pre-treatment for cell disruption using
microwaves (557 W) for 1 min and ultrasound using a sonicator for 30 minutes (47 160kHz, 60
W, Branson B-2200) before adding solvents.

In the FLS method, a sample of P. tricornutum biomass (100mg dry weight) was
homogenized in a CHClz: MeOH (2: 1, v/v) solution, following shaking (vortex) for 1 minute.
The extract was filtered, and the biomass resuspended with the extract solution above described.

Subsequently, a 0.7% aqueous NaCl solution was added, affording a final solvent system of
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CHCIl3: MeOH: water (2: 1: 0.8, v/v/v). As this protocol requires small amounts of biomass and
solvent, it was necessary to adapt it in order to be able to collect the extract after filtering. Thus,
the extract was withdrawn and a new resuspension with 3 ml CHCIz was carried out in the
vacuum flask in order to recover a larger amount of extract.

The method of SO was followed keeping in mind the adaptations proposed by Axelsson
and Gentili (2014) For that, a sample of 100mg microalgal biomass was homogenized with a
mixture of CHCl3 and a solution of methanol: aqueous 0.7% NaCl (4: 1, v/v), resulting in extract
of chloroform: methanol: water (1: 2: 0.5, v/ v/ v). The solvent solution was added, resulting
in a solution of chloroform: methanol: water (2: 3.6: 0.9, v/ v/ v) that was centrifuged. Finally,
a solution of chloroform: methanol and aqueous solution (0.73% NaCl) was added, resulting a
system of chloroform: methanol: water (1:1:0.8, v/ v/ v). i.e., After the extraction, the CHCI;
phase was concentrated under reduced pressure (rotaecvaporator), at 40 °C, until dryness. After
this procedure, the flasks were weighed in order to determine the lipid fraction content by

gravimetry.

1.2.3 Fatty acid analysis

For the analysis of fatty acids, the lipids were extracted and quantified following the
methods specified above. After measuring the lipid fraction of samples by gravimetry, an
aliquot (0.3g) was collected and the fatty acid methyl esters were obtained according to
O’Fallon, (2007). Methyl esters were injected (1.0 uL) into a gas-liquid chromatograph (Agilent
7890B series GC system) equipped with an automatic injector (240 °C), a fused silica RTx 2330
column (90% biscyanopropyl/10% cyanopropylphenyl polysiloxane - 105 m x 0.25 mm
internal diameter x 0.20 um) at 120 °C, and an FID detector (300 °C). For the chromatography
of the methyl derivatives of fatty acids, the column was initially thermostatized at 120 °C,
increasing to 186°C at a rate of 3 °C/min following injection and held for 5 min; then ramped
at 3 °C/min to a final temperature of 231°C. Helium as carrier gas was used at 2.5 ml/min flow
rate and samples were injected in a 1: 40 split ratios. The composition of fatty acids was
determined by comparing the retention times of the peaks with those of the respective fatty acid
standard (C23: 0 - Sigma Aldrich, MO USA) and normalization area, being expressed as

percentage for quantitation purpose.
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1.2.4 Fucoxanthin analysis

High-performance liquid chromatography (HPLC) was used for fucoxanthin
quantification in both the methanolic fraction and chloroformic one (lipid phase) of the P.
tricornutum extract. The later fraction was previously dried in a speed-vac apparatus and
resuspended in MeOH. An aliquot of each sample (10 pL, n = 3) was injected into a liquid
chromatograph (Shimadzu LC-10 A), equipped with a C18 reverse phase column (Vydac
218TP54, 250 mm x 4.6 mm, @ 5 pm, 30 °C), protected by a C18 reverse-phase guard column
(Vydac 218GK54, @ 5 um), and a UV-vis detector (450 nm). Elution was performed with
MeOH/ CH3CN (90: 10, v/v) at a flow rate of 1 ml min"!. Fucoxanthin identification was
performed using its retention time and co-chromatography of analytical standard (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Metabolite quantification was based on standard curve of
fucoxanthin (1 - 25 pg ml!; y= 0.0513x; R? = 0.999. Readings were taken in triplicate and

results were expressed in mg/g.

1.2.5 Statistical analyzes

Data were collected, summarized, and submitted to the analysis of variance ANOVA,
followed by the post hoc Tukey test, when appropriate. The results were considered significant

at p <0.05. Statistical analyzes were conducted using scripts written in R language (v. 3.1).

1.3  RESULTS AND DISCUSSION

The total lipid content of Phaeodactylum tricornutum extracts is shown in Figure 1. The
most effective protocols for the extraction of total lipids were BDyer and FLS. The lipid yield
increased when ultrasound was added to the process, though the results did not differ
statistically. The phenomenon of cell disruption is observed with the aid of ultrasound and
occurs through cavitation bubbles formed into the organosolvent extraction solution (RAJAN;
PANDIT E; MOHOLKAR, 2001). In liquids exposed to sonication at high intensities, the sound
waves that propagate into the liquid media result in alternating high- and low-pressure cycles.
During the low-pressure cycle, high-intensity ultrasonic waves create small vacuum bubbles or
voids in the liquid. When the bubbles attain a volume at which they can no longer absorb energy,
they collapse violently during a high-pressure cycle giving rise to the cavitation phenomenon

(SUSLICK et al., 1998). In our study, the protocol associating ultrasound with chemical
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extraction (i.e., UAE) increased the yield and reproducibility of the method since considerably

lower standard deviation value has been found.

Figure 1 — Total lipids content in P. tricornutum CCAP 1052/1A in four different extraction
protocols using filtration. Gravimetric yields (as a /g lipids / 100 mg mass and percentage of
dry algal biomass) of total lipids extracted values are represented as mean + standard error.
Different letters indicate significant differences among protocols (One-way ANOVA, post
hoc Tukey test where P <0.05). UAE= Ultrasonic-assisted Extraction.
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The FLS’s protocol when performed as originally described presented the lowest yield
of extraction, affording only 18% of lipids on average of the dry biomass. The work of
ARAUJO et al., (2013), that also investigated the yield of lipidic extraction in Chlorella
vulgaris found similar values to the ones presented here. C. vulgaris presented yields around
40% and 15% in BD method and FLS, respectively, as in this study. However, the low yield of
FLS method could be related to the fact of being the only method that uses the recovered
mixture for washing the paper filter in the protocol’s second step. In order to reduce the steps
and increase the recovery content, the FLS protocol has been adapted. For this, the recovery
step of the extract in the filtration was performed with additional 3 ml of chloroform. With this

protocol adaptation the lipid content was increased from 18% to 41%. In the other methods the
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paper filter is washed with pure solvent, what reduces the number of filtration steps. This
additional stage of recovery and washing influenced extractions in small quantities considering
the volatility of the solvents used. When the protocol was adapted with the addition of 3 ml
chloroform for washing the paper filter, the yield increased, resembling Bligh and Dyer
extraction. This difference in yield may imply that when using a small number of solvents, it is
necessary to add a washing step of the filtration system with pure solvents. The FLS protocol
presented the lowest yield of extraction, affording only 26% lipids on average from the P.
tricornutum dry biomass. Aratjo and collaborators (2013) found a recovery of the Chlorella
vulgaris’ lipidic fraction close (i.e., 15%) to the one herein described by using the FLS protocol
(data not shown).

On the other hand, those authors achieved a lipid yield around 40% using the BD method
as in this study. The low yield of FLS protocol could be related to the fact of being the only
method that uses the recovered mixture to wash the filter in the second step. In the other
methods the filter is washed with pure solvent which reduces the number of filtration steps.
This additional stage of recovery and washing might influence negatively the extractions of
small quantities of target compound(s) due to the volatility of the solvents used. As above
described in our study, the FLS’s protocol was adapted with the addition of 3 mL chloroform
for washing the paper filter, allowing to improve the recovery of metabolites and resembling
the performance of the BD extraction method. This differences in the yield values observed
may imply that when using a small number of solvents, it is necessary to add a washing step of
the filtration system with pure solvents to improve the recovering of the analyte of interest.

The yield extraction was lower with the SO protocol that afforded about 26% lipids from
dry algal biomass, representing a reduction of almost 20% in relation to the highest yield
method, i.e., FLS. Axelsson and Gentili (2014) also adopted the SO protocol with modifications
to extract lipids from four cultured microalga species (Scenedesmus dimorphus, Chlorella
protothecoides, Selenastrum minutum and a polyculture) obtaining the highest income from the
later one. This demonstrates the influence cell genotype on the yield of the lipid fraction
recovered according to the microalga species.

P. tricornutum’s fatty acids profiles determined by gas chromatography showed to be
in accordance to previous reports (YANG et al., 2017) Table 1 shows the composition of fatty
acids in the lipidic fractions recovered from the microalga samples according to the extraction
protocols investigated. Nine saturated and fourteen unsaturated fatty acids were identified in

the P. tricornutum’s metabolic profile, Interestingly, the fatty acid profiles detected seem to be
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protocol-dependent, since a more complete profile was got by recovering the lipidic fraction
through the BD method.

The palmitoleic acid (C16:2n4), an omega-7 monounsaturated fatty acid, was the main
compound detected in the lipidic fractions studied, varying from 29% to 35% depending on the
extraction protocol adopted. Interestingly, palmitoleic acid and a minor compound also detected
in the P. tricornutum’s lipidome, i.e., the hexadecatrienoic acid (C16:3n4 - HTA) were reported
as antibacterial against Staphylococcus aureus, with IC50 of 10-20 uM and 20-40 uM,
respectively (DESBOIS et al., 2008). The sum of these two FAs in Phaeodactylum tricornutum
may represent at least 30% of the lipidic fraction in this study. Since palmitoleic acid is active
against S. aureus in micromolar concentrations (DESBOIS et al., 2008), one could speculate
that such high content of antibacterial fatty acids might confer a potential value of that
microalga extract in the biotechnology market. Finally, following the extraction protocols
investigated in this study, no meaningful differences were detected among BD, FLS, and SO
methods regarding the recovery of palmitoleic acid (i.e., ~ 35%) from the microalgal biomass.
However, the BD protocols when performed assisted with physical methods (ultrasound and
microwave exposure) showed significantly lower yields (Table 1).

Significant amounts of palmitic (C16:0, > 19%) and eicosapentaenoic (C20: 5n3, >
14%) acids were also found in the P. tricornutum profile, with minor amounts of other saturated
and unsaturated fatty acids. Palmitic acid is one of the most common saturated fatty acids found
in animals, plants, and microorganisms, being the first fatty acid produced in the biosynthesis
pathway of those primary metabolites and the precursor of longer fatty acids (WISHART et al.,
2018). Consequently, it commonly appears as one of the major fatty acids in various organisms.
The third most abundant fatty acid detected in microalgal samples was eicosapentaenoic acid
(C20:5n3-EPA) with concentrations varying from 14% to 17% according to the extraction
method (Table 1). The EPA extraction was positively influenced by the physically and
chemically assisted extraction processes. Thus, samples exposure to UAE prior to the chemical
extraction allowed to increase the yield of fatty acid recovery from 14% to 17%. For instance,
the UAE assisted extraction of w-3 DHA (C22:6n3) enabled the BD protocol yield to an
increase from 0.79% (non-assisted) to 0.91%. Balasubramanian, Doan and Obbard (2013) also
observed increases of yield total lipids by gravimetry when using UAE-assisted extraction
methods in studies with Nannochloropsis sp. extraction protocols. The data (Figure 1) infers
that even when using a small amount of biomass and solvents, it seems advantageous to use a

physical method to increase yield. The lipid extraction efficiency is augmented when cell
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membranes are lysed by the microwave or ultrasound exposure, facilitating the permeation of

solvent and improving the recovery of the target analyte(s).

Table 1 — Fatty acid composition in the lipid fraction recovered from P. tricornutum

according to the five extraction protocols studied. Values (%) are presented as mean of two

readings of pooled sample of three independent extraction by gas chromatography analysis.

Different letters indicate significances among protocols (One-way ANOVA, followed by the

post hoc Newman Keuls test, p<0.005).

Fatty acids Bligh and Dyer Bligh :111\2 Dyer Dl;iifll %n:E Selgzlrlrilsztmd Folcsht,a Il:f:yand
C8:0 1.21 +£0.001 NA 0.46 +£0.004 NA NA
C10:0 0.92 +0.032 NA NA NA NA
C12:0 0.71 £ 0.022 0.66 +£0.019 0.82+£0.048 0.25+£0.256 0.483+0.016
C13:0 0.52 £0.046 0.46+0.001 0.57+£0.028 NA NA
C14:0 7.15+£0.011 7.10+£0.132 7.52+0.036 7.28 £0.040 7.84+0.111
C16:0 20.48 +£0.159 20.84 +£0.213 19.27+0.096  21.91+0.164 21.09 +0.053
C 16:2n4 35.38 +0.277 33.07 £ 0.058 29.64+0.322  35.28+0.038 35.63 +0.050
C16:3n4 0.47+0.010 0.47 +£0.020 0.51+0.014 048 £0.015 0.49 +0.003
C17:0 0.22 +£0.228 0.44 +0.005 0.57+0.001 0.43 £0.001 0.46 £0.007
C17:1n7 0.92 £0.001 0.95 +0.003 1.10+0.028 0.95+0.002 0.95 +0.007
C18:0 1.15+0.0001 1.46 £ 0.004 1.52+0.010 1.22+0.013 1.10+£0.018
C18:1n9t 2.61+0.057 2.85+0.012 3.33+0.017 2.78 +£0.008 2.79+0.029
C18:1n9 5.69 +0.007 5.83+0.005 5.88+0.031 5.81+£0.024 5.95+0.019
C 18:1n7 1.61+0.001 1.73 £0.002 2.22+0.013 1.71£0.023 1.85+0.034
C18:2n6 1.08 £0.001 1.18 £ 0.004 1.56 +£0.008 1.15+£0.053 1.08 £0.017
C18:3n6 0.51+0.018 0.51+£0.00 0.51+0.015 0.50+0.003 0.53 +£0.002
C18:4n3 0.83 +0.009 0.78 £ 0.005 0.73 £ 0.009 0.78 +£0.0003 0.84 +0.009
C20:3n3 0.29 +0.293 0.79 +0.008 0.48 £ 0.480 0.68 +£0.015 0.75 +£0.006
C20:4n3 0.35+0.002 0.38+0.011 0.20 £0.201 0.39+0.003 0.20 +0.203
C20:5n3 14.30 £ 0.037 15.80 + 0.369 17.41 £0.128 14.76 £ 0.058 14.78 £ 0.048
C24:1n9 0.44+0.038 0.46 £ 0.00 0.56 +0.035 0.20 +0.201 NA
C24:0 0.72 £ 0.007 1.04 +£0.002 1.38 £0.025 1.20 + 0.008 0.98 +0.017
C22:6n3 0.79 £ 0.024 0.83+£0.010 0.91 +£0.003 0.80 £ 0.020 0.83+0.019
XSFA 33.36 32.03 32.15 32.32 31.99
XPUFAt 18.66 20.79 22.34 19.59 19.53
XSFA/ZUFA 0.51 0.49 0.49 0.49 0.48

ND= not detected; SFA= saturated fatty acids; PUFA= polyunsaturated fatty acids; UFA= unsaturated fatty
acids; M= microwave; UAE= Ultrasonic- assisted Extraction.
The extraction methods herein investigated demonstrated selectivity regarding the
recovery of MUFAs and PUFAs (Table 2) from the microalgal biomass, while no significant
differences were noted in the yield of saturated FA recovered. Methods that did not adopted

physical treatment of the samples, i.e., microwave and ultrasonic bath previously to the
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chemical extraction afforded higher yield of MUFAs, 47.18%. Contrarily, the assisted methods
using UAE and microwave and have lower yields, 44.93% for MUFA, respectively. In respect
to the PUFA extraction, the addition of physical methods increased up to 4% the yield of the
chemical extraction protocols. These results may infer that MUFAs are more sensitive than
PUFA to the use of a physical method such as microwave and UAE, previously to the chemical
extraction. The proportion of SFAs and PUFAs was around 0.48 to 0.51. The recommended
ratio of PUFAs to SFAs for feed should be above 0.4 (MILICEVIC et al., 2014).

Table 2 — Selectivity of extraction of saturated fatty acids from P. tricornutum biomass.
Values (%) are represented as mean of two readings of pooled samples of three independent

extraction, as measured by gas chromatography analysis.

BD BD+M BD+UAE SO FLS
YSFA 33.13 32.03 32.15 32.32 31.99
MUFA 46.69 44.93 42.76 46.75 47.18
YMUFA+PUFA 65.35 65.72 65.09 66.34 66.71
YPUFAt 18.66 20.79 22.34 19.59 19.53
YPUFA-®3 17.06 19.09 20.26 17.93 17.91
YPUFA-w6 1.60 1.70 2.08 1.66 1.62
YPUFA-07 37.93 35.77 32.97 37.95 38.44
YPUFA-®9 8.76 9.16 9.79 8.80 8.74
SATURATED/
UNSATURATED 0.51 0.49 0.49 0.49 0.48
06/®3 0.09 0.09 0.10 0.09 0.09

SFA= saturated fatty acids; PUFA= polyunsaturated fatty acids; UFA= unsaturated fatty acids

In a second approach, and taking into account the extraction protocols that resulted in
higher efficiency of recovery of P. tricornutum’ s lipid fraction (i.e., FLS, BD, and BD + UAE),
samples were analyzed regarding their fucoxanthin contents both in CHCIl3 (lipid phase) and
MeOH (non-lipid phase) extracts (Figure 2). As expected, due to the hydrophobic nature of this
oxycarotenoid, the CHCIl; phase shown to be quite richer in fucoxanthin (0.6-1.4 mg g +/-
0.003 dry mass) than the MeOH one, where negligible amounts were found (~0.10 mg g!). For
the CHCI; phase, the extraction of fucoxanthin did not differ (p> 0.05) among the FLS and BD
methods, recovering on average 1.22 mg g™ of that pigment. However, in the methanol phase,
the extraction of fucoxanthin was superior only in the FLS method extracting 0.08 mg. g’

fucoxanthin.
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Figure 2 — Fucoxanthin contents in the two phases in three different extraction protocols from
P. tricornutum CCAP 1052/1A. Values (mg. g'! and percentage of dry algal biomass) are

represented of three independent (n = 3) extraction by liquid chromatography analysis

(UHPLC).
0% 10%  20%  30% 40% 50% 60% 70% 80%  90% 100%
Folch, Lee and Stanley (%) I I I I I I I I I -
(mg/g) ]
Bligh and Dyer (%) | .
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Bligh and Dyer +UAE (%) - .
(mg/g) | I
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

chloroformic phase ~ M methanolic phase

1.4 CONCLUSION

When choosing a method for oil and fucoxanthin extraction from Phaeodactylum
tricornutum some protocols are available, eventually with distinct yield performances. The
Folch, Lee and Stanley, Bligh and Dyer, and Bligh and Dyer + UAE methods afforded superior
lipid recovery yields by gravimetric analysis. Importantly, the Folch, Lee and Stanley method
showed to be more selective for MUFAs extraction. On the other hand, the Bligh and Dyer-
based protocols are recommended due to their greater selectivity for PUFAs, increasing the
nutraceutical value of extracts. Thus, the later protocols seem to be more suitable as effective
methodologies for oil extraction, with potential application in food industry, for instance. In
respect to the recovery of carotenoids from the microalgal biomass, it is noteworthy that similar
results were detected in the relative extraction yield (%) of fucoxanthin in the chloroform phase
among the methods studied, the same not being true regarding the extraction performance based
on algal biomass (mg. g'!), where the Bligh and Dyer + UAE showed the lowest values. Finally,
the microalga P. tricornutum is a rich source of nutraceutical substances as seen in the course
of this work. It has been claimed that a diet based on fatty acids such as EPA and xanthophylls
like fucoxanthin can help preventing various chronic diseases that affect millions of people

worldwide.
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- CAPITULO III -

STABILITY OF THE FUCOXANTHIN MOLECULE FROM THE MICROALGAE
PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM STORED IN BIOMASS AND METHANOLIC
EXTRACT 3

ABSTRACT

The analysis of fucoxanthin (FCX) in algal biomass presents some limitations, especially
regarding the sample preservation after collection until extraction of the pigment. FCX
degradation was evaluated in Phaeodactylum tricornutum biomass and extract samples. Algal
biomass and their methanolic extracts were stored in freezers at -20°C and -80°C, for 60 days.
Fucoxanthin was quantified through UHPLC-DAD. The methanolic extract of the microalga
biomass stored at low temperatures, i.e., -20°C and -80°C, were more effective in preserving
FCX, compared to the algal biomass. The linear model regarding the FCX content over storage
time demonstrated that the temperature affected the carotenoid stability and concentration either
in the algal biomass or their methanolic extracts. Besides, the chromatographic analysis showed
an increase in the FCX’s peak retention time along with the sample storage, possibly due to the
trans — cis isomerization of the molecule. Finally, P. tricornutum presented the highest
amounts of FCX compared to other species that also synthesis, reinforcing the importance of
this species in biotechnological prospecting. The results indicate that methanolic extract was
the best way to preserve the FCX molecule at -80°C. When FCX is stored in biomass, lower
temperatures are required so that the FCX content is not affected, with biomass at -20°C being
the most harmful form of content according to the mixed linear models. This information is
relevant in terms of choosing the best storage protocol to be applied for preserving at most FCX,
especially because the geometric conformations of the molecule might change over storage, a

trait that strongly affects its biological activities.

3 This chapter is part of an article submitted to the journal Food Chemistry.
SCHMITZ, C. et al., Evaluation of fucoxanthin stability in micro and macroalgae biomass and in methanolic
extracts using four low-temperature storage methods.
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1.1 INTRODUCTION

The carotenoid market is projected to reach USD 1.53 billion in 2021, essentially
concentrated on the production of astaxanthin, B-carotene and lutein (YABUZAKI, 2017;
NOVOVESKA et al., 2019).

Among the various organisms that synthesize carotenoids, microalgae are recognized as
the most effective source due to their high biosynthesis and accumulation (BUTLER et al.,
2018). The technological application of carotenoids can be associated, for example, with the
nutraceuticals, food and natural pigments markets (AMBATI et al., 2019; HONDA, 2020).

The commercial applications of carotenoids are directly related to their pharmacological
properties in the prevention of human diseases, including cardiovascular and other chronic
diseases (CHRISTAKI, et al. 2013; TEIXEIRA; FEIO; FIGUEIRA, 2014; WOOD et al., 2005;
HEO et al., 2005; HEO et al., 2010). In this sense, carotenoids have been widely used in
industry, both as ingredients, additives, food supplements and cosmetics, mainly for their
photoprotective effect (AMBATI et al., 2019; RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018;
PANGESTUTI; SIAHAAN; KIM, 2018). In biotechnology, carotenoids from algae are
recognized as potent and can be sources of natural antioxidants, performing the elimination of
singlet molecular oxygen and peroxyl radicals due to their molecular structure composed of a
system of conjugated double bonds that gives them this bioactivity (FOO et al., 2017).
Xanthophylls, one of the most important classes of carotenoids in algae, have shown positive
effects on the neurological, immune and ophthalmological systems, which translate them into
new matrices for the pharmaceutical field (AZIZ et al., 2020).

Among the most studied xanthophylls, FCX represents 10% of biogenic carotenoids,
being found in greater amounts in brown algae and diatoms (MATSUNO, 2001; MIKANTI;
HOSOKAWA, 2013). FCX is a tetraterpenoid with a characteristic linear C40 molecular
skeleton containing up to 11 conjugated double bonds, including an allenic bond, an epoxide
and a conjugated carbonyl group in the polyene chain of the molecule (RODRIGUEZ-
CONCEPCION et al., 2018; MIKANI; HOSOKAWA, 2013). The presence of conjugated
double bonds in its structure contributes to the process of isomerization of the molecule. In
nature, FCX is mainly found in all trans forms, as cis conformers are regularly more
thermodynamically unstable and subject to isomerization (NAKAZAWA et al., 2009). The
molecular conformation of this compound is relatively unstable and sensitive to light, heat,
oxygen, storage conditions and time. Thus, FCX can be altered or even destroyed in biological

samples, for example, depending on their storage conditions. The molecule can be altered by
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enzymatic or non-enzymatic oxidation and by isomerization, rearrangement, or other chemical
reactions over storage time (SCHOEFS, 2002, PIOVAN et al., 2013; BRITTON; KHACHIK,
2009).

Drying and freezing strategies are very relevant and influence the preservation and
maintenance of the predictable application of carotenoids in samples and commercialized
products, avoiding oscillation in their content and degradation. The choice of method to
preserve them must take into account the consequences for the molecules, the costs and
procedures involved. Usually, lyophilization has been pointed out as a more effective method
to dry and conserve carotenoids in biological samples until the moment of their extraction. In
laboratories, FCX molecules can also be extracted with organic solvents and stored at low
temperatures until use (RYCKEBOSCH et al., 2011).

In this study, the stability of FCX was investigated, over an experimental period of 60
days, in samples of in vitro cultured cells of the diatom Phaeodactylum tricornutum Bohlin
(Bacillariophyceae). For this, the lyophilized biomass and its methanolic extract were stored in
freezers at -20 °C and -80 °C, after determining their FCX levels to identify the best way to
preserve that pigment for 60 days. It is important to emphasize that the species of algae studied
has FCX as its main carotenoid, reinforcing the importance of understanding the best strategy

for the preservation of this carotenoid in this marine organism (PENG et al., 2011).

1.2 MATERIAL AND METHODS

1.2.1 Acquisition of biomass

The microalgae Bacillariophyceae Phaeodactylum tricornutum CCAP 1052/1A was
cultivated in 500 mL Erlenmeyer flasks for seven days (end of log phase) followed the
specifications of MARTINO et al., (2007), where a detailed study of several strains of distinct
isolates of P. tricornutum was carried out. Cells were cultured with ~65 umol.m™. s photon
irradiance, provided by cool white fluorescent lamps and a 12h:12h (light: dark) photoperiod at
21°C. Cells were grown in /2 medium, without additional silicic acid, for routine cell growth
(GUILLARD, 1975). The initial concentration of cells per Erlenmeyer was 22.10° cells/mL.
The culture medium presented pH values around 8 and salinity 31. At the end of the experiment,
the cell cultures were collected, centrifuged (2276g, 9 min) and the supernatant discarded. The
collected biomass was desalted, washing it quickly with 0.5M ammonium formate solution,

followed by lyophilization (36 h, 0.001 mbar).
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1.2.2 Sample drying and storage

Two thermal storage conditions in a freezer were tested (Figure 1). Initially, the fresh
biomass was lyophilized for 55h and after drying, separated into two samples. The first was
submitted to an extraction protocol with organosolvent, with subsequent storage in freezers at
-80°C or -20°C. The second aliquot of algal biomass without further processing after its
lyophilization was transferred to dark falcon tubes and stored in freezers at -80°C and -20°C. In
addition, on sampling days (1, 7, 21, 28 and 60) FCX was extracted from the biomass that was
stored dry and directed to quantification analysis along with extracts aliquots, in order to

determine the most efficient type of sample for storage, i.e., biomass or extract.

1.2.3 Extraction and quantification of fucoxanthin

Oxycarotenoid was extracted for 24h using methanol (P.A.) in a 1:50 ratio of dry
biomass (mg) and solvent (mL). After extraction, the FCX content in the organosolvent extracts
was determined chromatographically on days 1, 7, 21, 28 and 60 (Figure 1). An aliquot of each
extracted sample (10 uL, n = 4) was injected into high performance liquid chromatography
(Shimadzu LC-10 A), equipped with a C18 reversed phase column (Vydac 218TP54, 250 mm
x 4.6 mm, @ 5 um, 30 °C), protected by a C18 reversed-phase guard column (Vydac 218GK54,
@5 pum) and a UV-vis detector (A = 450 qm). Elution was performed with MeOH:CH3CN
(90:10, v/v) at a flow rate of 1 mL min"!. FCX identification was performed using retention
time and analytical standard co-chromatography (fucoxanthin all-trans, CASS number 3351868
- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The quantification of metabolites was based on the
FCX standard curve (1-25 pg mL'; y = 0.0513x; R> = 0.999). Readings were taken in
quadruplicate and results were expressed as mean (mg FCX / g dry biomass) + standard

deviation.

1.2.4 Data analysis

Chromatographic data were collected, summarized and submitted to one-way analysis
of variance (ANOVA), followed by Tukey's post-hoc test (p < 0.05) to verify the variation of
FCX concentration during storage days. Data were analyzed by mixed linear models and the

correlation coefficient (R?) was calculated to determine the goodness of fit between the
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experimental and predicted values. A mixed effects linear regression model was used to
evaluate the influence of time and storage, as well as their interaction term on FCX
concentrations. The metabolite concentration was used as a dependent variable, time,
temperature and its interaction term as a fixed effect and the repeated measurement as a random

effect. For this, the scripts were written in R language (v. 4.1.0).

Figure 1 — Workflow of the main stages of the study. Four different protocols with biomass

and methanolic extract storage were investigated for fucoxanthin concentration and stability.
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1.3 RESULTS AND DISCUSSION

Four protocols for the storage of biomass and its methanolic extract were investigated
for their suitability for the conservation of FCX. The methanolic extract was more effective in
preserving the molecule compared to dry biomass storage (Table 1). After 60 days, the smallest
reduction in FCX concentration observed was 0.1 mg/g, thus demonstrating that the storage of
extracts at low temperatures seems to be adequate to protect the molecule from degradation
processes. The FCX concentration presented values of 8.1 mg / g of dry biomass. In fact, the
microalga species studied proved to be very effective in the synthesis and accumulation of FCX,
which reinforces its importance in the biotechnological sciences.

The results demonstrate that by storing freeze-dried microalgae biomass, even in a low
temperature freezer (i.e. -20°C), reduction in FCX loss can be achieved to some extent. P.
tricornutum showed a significant reduction in its FCX contents in biomass stored at -20°C and
-80°C. Its lyophilized biomass showed FCX losses, ranging from 8.1 mg / g to 6.5 mg/ g (~
20%) and 7.2 mg / g (~ 11%) after 60 days stored at -20 °C and -80 °C.
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Table 1 — Fucoxanthin contents (mg FCX/g dry weight of biomass) determined by high
performance liquid chromatography (UHPLC) in lyophilized P. tricornutum biomass and its
methanolic extract. Four different storage procedures were followed as described in the
Material and Methods section. In bold, values where significant responses were found (p <

0.05) according to Tukey's post-hoc test.

Days
1 7 21 28 60

Storage Pr(>F)

Biomass (-20) 8.1£0.0l1ab 8.5+0.03a 9.1+03a 6.9+0.06ab 6.5+0.1¢ 7.9¢-06
Biomass (-80) 8.1+0.01ab 7.8+0.03ab 7.2+0.4Db 8.6+03a 72+0.1b 0.04
Extract (-20) 81+0.1ab 82+0.1a 82+0.03a 79+0.02b 8.0+0.08 ab 0.12
Extract (-80) 8.1+£0.01b 85+0.05b 86+003a 7.8+0.07b &1+0.1b 0.44

Temperature was a key factor in the degradation of the molecule over time of storage.
The linear models indicate the continuous degradation of FCX in the biomass samples and
methanolic extracts over the experimental time of 60 days (Figure 2). To understand how time
(measured in days) and storage method change the FCX content individually, a linear mixed-
effect model by constrained maximum probability was performed. These models allow us to
describe a time trend considering the correlation between successive measures. The model
result (R?=0.44, p=6.708¢™!") corroborates the results of the analysis of variance of the storage
methods (Table 2). In the model, the FCX content data correlated negatively with the day factor
with a coefficient of -0.0338 (p = 1.78e!?). The extracts reserved at -80°C showed significant
results when the coefficients of positive values related to the storage method were verified
(Table 2). For samples stored in biomass, temperature was the limiting factor, it is possible to
observe that the FCX content was more stable when stored at -80°C. In summary, the model
indicates that the best method to preserve the FCX molecule is in extract at -80°C. When FCX
is stored in biomass, lower temperatures are required so that the FCX content is not affected,

with biomass at -20°C being the most harmful form of storage according to the models.
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Figure 2 — Distribution of FCX content data (mg/g) during the storage of algae biomass and
its methanolic extract at -20°C and -80°C. The mixed linear model constructed (in black)
indicates a wide range of detected values for the variable under study. The model represents
the distribution of the response variable (fucoxanthin) by species and storage form (legend) in

relation to the continuous variable time (day) for P. tricornutum.
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It has been reported that temperature influences the oxidative degradation of fully trans
molecules and allows their isomerization in the cis conformation (ZHAO et al., 2014). This is
because the effect of temperature on FCX causes more intense geometric isomerization,
producing more unstable Z isomers, while the total oxycarotenoid content is not significantly

altered, but is more prone to generate apocarotenoids (APARICIO-RUIZ; MINGUEZ-
MOSQUERA; GANDUL- ROJAS, 2011).

Table 2 — Linear mixed fit model: fucoxanthin range quantified from samples (n = 120) of
biomass and storage of frozen methanolic extracts at -20°C and -80°C of the microalgae P.
tricornutum. Two variables were used in the model (day and storage method). In bold, values

where significant responses were found (p < 0.05).

F

Residual R? value p-value variable Estimate SD tvalue  Pr(>t))
0.4829 0.44 11.7 6.708E-11  Intercept 8.650 0.1304 66.335 2.00E-16
day -0.033 0.0042  -8.007 1.78E-12

Biomass -80°C -0.463 0.1861  -2.487 0.0144

Extract -20°C -0.404 0.1844  -2.196 0.0303

Extract -80°C -0.385 0.1905  -2.022 0.0457

day: Biomass -80°C 0.022 0.0059  3.799 0.0002
day: Extract -20°C 0.031 0.0059 5.324 5.89E-07

day: Extract -80°C 0.029 0.0059 4991 2.42E-06
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Regarding the amounts of FCX found in this study, it can be noted that the storage of
this pigment in organosolvents, that is, methanol, seems to be the best way to preserve it
compared to algal biomass. However, when analyzing the HPLC profiles, it was possible to
notice an increase in the retention time of this compound for all investigated samples, eventually
demonstrating a change in the molecular conformation of FCX (Table 3). The increase in
retention times of compounds in liquid chromatography methods is typically found as a result
of the conversion of trans to cis isomers (NAKAZAWA et al., 2009; BRITTON; KHACHIK,
2009).

In Nakazawa's work, FCX was extracted from Fucus sp. and more than 80% of the
pigment content occurred as E (trans) isomers. When stored at low temperature (5 °C) for two
months, the FCX molecule underwent geometric isomerization to the Z (cis) conformation,
increasing its retention time, corroborating the findings of this study. These authors, using
HPLC and NMR spectroscopy, indicated that the main cis isomers found were 13-cis, 13'-cis
and 9'-cis. Thus, the storage of FCX at low temperatures influences the geometric conformation
of the molecule, eventually without expressive reduction in its content in the samples.
Importantly, the isomerization of the molecule can subsequently affect its stability in the

extract.

Table 3 — Retention times to monitor the conversion of fully trans fucoxanthin to its cis
conformation during 1, 7, 21, 28 and 60 days of storage by UHPLC-UV-vis. Fucoxanthin was
extracted from P. tricornutum biomass following the protocols described in the Material and

Methods section and summarized in Figure 1.

Retention time

Storage 1 7 21 28 60
Biomas (-20) 2.053 2.057 2.090 2.107 2.083
Biomas (-80) 2.053 2.063 2.093 2.113 2.083
Extract (-20) 2.053 2.067 2.093 2.103 2.083
Extract (-80) 2.053 2.073 2.097 2.107 2.083
1.4 CONCLUSION

The methanolic extracts kept at -20°C and -80°C preserved the FCX levels for longer

than the biomass of the species studied. In addition, the type of geometric conformation of the
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FCX resulting from each form of storage, that is, biomass or extract, must also be considered,
knowing that the conformation of the molecule strongly determines its bioactivity. This
information is relevant in connection with quality control protocols for stored samples
containing that pigment, especially since the bioactivity of the different geometric
conformations of the molecule is well known and important for its applications in
biotechnological products and processes. For the purpose of the work, where the objective is
solely the quantification and its extraction does not exceed the limit of 21 days, the chosen

storage method was biomass at -80°C.
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- CAPITULO 1V -

PERFIL METABOLICO DINAMICO DE PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM CCAP
1052/1A COM ENFASE NA BIOSSINTESE DE ACIDOS GRAXOS E FUCOXANTINA
EM CULTIVOS IN VITRO: SUBSIDIOS A ENGENHARIA METABOLICA

RESUMO

As microalgas tém se destacado na busca por fontes alternativas de matérias-primas e
bioprodutos, acumulando compostos de alto valor econdmico. Mais recentemente, seus
sistemas de producao t€m se concentrado no conceito de biorrefinaria para viabilizar o cultivo
em escala comercial. Para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos seguindo uma
abordagem de biorrefinaria, ¢ necessario conhecer a matriz bioquimica das microalgas e como
os metabdlitos oscilam nas células durante o cultivo. Dentre as espécies promissoras,
Phaeodactylum tricornutum tem se destacado, sintetizando compostos como o acido
eicosapentenoico (EPA) e o carotenoide fucoxantina (FCX). Este trabalho visa criar subsidios
para otimizar o processo de biorrefinaria aplicado a P. tricornutum CCAP 1052/1A utilizando
metabolomica e biologia computacional. Para tanto, foram realizadas analises direcionadas
(cromatografia liquida e gasosa) e ndo direcionadas (espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier e ressonancia magnética nuclear de prétons) ao longo das etapas de
cultivo. O objetivo foi descrever o perfil metaboldomico de microalgas para melhor compreensao
das alteragdes metabolicas durante o cultivo celular e, assim, tracar estratégias para otimizar o
processo de biorrefinaria. Analises direcionadas mostraram que a maior concentragdao de EPA
ocorre no ultimo dia da fase logaritmica de crescimento, com acentuada reducdo na fase
estacionaria, enquanto a FCX permanece estavel desde o inicio da fase logaritmica até o inicio
da fase estaciondria. As analises ndo direcionadas permitiram obter perfis metabolicos
atribuindo grupos funcionais as suas bandas de absorbéncia, para entdo analisar como as classes
metabolicas oscilam durante o cultivo. Fosfolipidios, amidos e lipidios foram as classes
quimicas mais explicativas, com maior intensidade de banda nos espectros de FTIR no final da
fase logaritmica, enquanto a banda de carboidratos apresentou os maiores valores durante a fase
estaciondria. Ao acoplar esta informagdo a estratégia de cultivo visando melhorar os teores
intracelulares de EPA e FCX, o melhor momento para finalizar o cultivo celular € no final da
fase logaritmica, devido a estabilidade do teor de FCX e a diminuicao dos teores de EPA na
fase estacionaria. Na analise de 'H-NMR foram destacadas, por anélise computacional, trés

potenciais vias metabolicas para otimizar a biossintese de EPA e FCX em P. tricornutum, i.e.,
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Alanina, Piruvato e Glioxilato. A maioria das estratégias projetadas in silico mostrou estar
diretamente relacionada a regulagdo negativa de certas vias biossintéticas, disponibilizando
mais acetil-CoA e piruvato para serem canalizados pelas células para a sintese de EPA e FCX.
Tanto o acetil-CoA quanto o piruvato sao moléculas altamente energéticas que participam de
diversas vias metabolicas, tornando complexa a sua modulagdo no metabolismo celular, e
demonstrando o maior potencial para otimizar a biossintese ¢ acimulo de EPA e FCX. Assim,
acoplando metabolomica e biologia computacional parece possivel otimizar o sistema de
biorrefinaria de microalgas, sendo uma ferramenta promissora na melhoria de processos

biotecnoldgicos que visam a modulagdo metabolica.

1.1 INTRODUCAO

A busca por novos recursos bioldgicos tem aumentado globalmente para atender aos
desafios de desenvolver sistemas sustentaveis de produgdo e consumo em uma sociedade que
sofre com problemas como o esgotamento dos recursos naturais, a crise energética e as
mudangas climaticas. O cultivo de microalgas tem sido reivindicado como um sistema de
producdo mais sustentavel para novas matérias-primas biologicas e produtos quimicos, com
potencial para mitigar o impacto ambiental do manejo agricola convencional (SINGH; DHAR,
2019). Embora as microalgas produzam compostos de alto valor econdmico, o processo ainda
ndo ¢ economicamente sustentavel (TREDICI et al., 2015), a menos que tais compostos sejam
explorados simultaneamente seguindo uma abordagem de biorrefinaria com produtos multi-
final (CARRIJO et al., 2015). Assim, a extra¢do de mais de um metabolito da biomassa algal
se enquadra no conceito de biorrefinaria, que vem sendo continuamente reconhecido como um
modelo de producdo econdmica e ambientalmente sustentavel. Reduzir custos e aumentar
rendimentos sdo agdes que afetam diretamente o crescimento e o potencial competitivo dos
sistemas de cultivo de microalgas.

Para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos alinhados ao conceito de
biorrefinaria, ¢ necessario conhecer melhor a matriz bioquimica da microalga e como os
metabolitos alvo oscilam nas células cultivadas. Com o rapido desenvolvimento de tecnologias
metabolomicas, novas possibilidades estdo surgindo para uma descri¢gdo mais abrangente do
metabolismo de microalgas e seus mecanismos de regulagdo com base em dados de biologia de
sistemas derivados de andlises dmicas e de rotulagem (JAGADEVAN et al., 2018). Dentre as

espécies de microalgas marinhas consideradas promissoras para a biossintese de compostos de
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alto valor agregado, Phaeodactylum tricornutum tem se destacado como modelo biolégico.
Essa espécie apresenta vantagens para uso biotecnoldgico, como o genoma sequenciado
(BOWLER et al., 2008), cultivo em escala comercial (BENAVIDES et al., 2013) ¢ alta
producao de biomassa com acumulo de lipidios (BELLOU et al., 2014). Considerando o
conceito de biorrefinaria, que visa maximizar o aproveitamento da biomassa produzida por uma
determinada espécie, P. tricornutum possui alto potencial biotecnoldgico, sintetizando
compostos de alto valor econdmico como o acido eicosapentenoico (EPA) e o oxicarotenoide
fucoxantina (FCX) (GAO et al., 2017).

A Dbiossintese desses compostos ¢ influenciada pelas condi¢des de cultivo as quais as
células sdo expostas. O efeito dos indutores na biossintese do metabolito alvo pode gerar ganhos
significativos de rendimento. Assim, o uso de indutores que alteram o fluxo metabolico em a
conexdo com o conceito de biorrefinaria pode mitigar custos, possibilitando o cultivo de
microalgas em escala comercial de forma rentdvel. A alteracdo dos fluxos metabolicos ¢ uma
estratégia que visa projetar o aumento da eficiéncia da sintese dos compostos desejados e €
reconhecida como engenharia metabdlica. O aumento das pesquisas nessa area esta associado
a sua capacidade de prever determinados fenotipos, sob diferentes condigdes ambientais e
genéticas (ROCHA et al.,, 2010). Com o objetivo de promover uma otimizagdo desses
processos, este trabalho faz uso das ciéncias Omicas para melhor compreender o perfil
metabolico dindmico de P. tricornutum, identificando potenciais alvos metabolicos para o
aprimoramento do método de producdo in vitro e em larga escala.

A fim de promover a otimizag¢do do processo de biorrefinaria da espécie, este trabalho
faz uso da metabolomica para melhor compreender o perfil metabdlico dinamico de P.
tricornutum CCAP 1052/1A, identificando potenciais alvos metabolicos ao aprimoramento do
método de producdo. Para tanto, foram realizadas andlises direcionadas através das
cromatografias liquida e gasosa, a fim de quantificar os compostos de interesse, bem como
analises nao direcionadas, via espectroscopia no infravermelho médio e ressonancia magnética
nuclear, buscando identificar as oscilagdes metabodlicas ao longo do crescimento das culturas.
O objetivo desta estratégia ¢ descrever o perfil metaboldomico da microalga, a fim de encontrar
padrdes de dados que fornecam informagdes metabolicas que auxiliem na otimizagdo do
processo de biorrefinaria de P. tricornutum.

A partir dos perfis bioquimicos detectados foi possivel melhor compreender a oscilagao
dos metabdlitos celulares e assim, com o auxilio de ferramentas computacionais, tracar
estratégias de quais vias metabolicas e em qual momento da cultura a engenharia metabdlica

devera ser aplicada. Neste trabalho, seguindo primeiramente uma abordagem de biologia de
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sistemas, onde ferramentas de mineragao de dados foram adotadas para apoiar a formulagdo de
hipdteses a identificacdo e supressdao de vias metabolicas alvo, i.e., associadas ao aumento da
biossintese de compostos de alto valor economico (e.g., EPA e FCX), otimizando assim o
processo de biorrefinaria aplicado a P. tricornutum. Assim, a abordagem de estudo aplicou
ferramentas de metabolomica e bioinformatica para elucidar possiveis vias a serem inibidas ou

eliciadas, direcionando o fluxo metabodlico para a sintese de compostos alvo.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Cultura e preparacio de biomassa

As condigdes de cultivo de P. tricornutum CCAP 1052/1A seguiram as especificacdes
de Martino et al., (2007). As células foram cultivadas com irradiancia de ~65 pmol.m™. s! de
fotons, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias € um fotoperiodo de 12h:12h (claro:
escuro), a 21°C. As células foram cultivadas em meio f/2, sem acido silicico adicional, para o
crescimento celular de rotina (GUILLARD, 1975). A concentragdo inicial de células por
Erlenmeyer de 500 mL foi de 22. 10° células/mL. O meio de cultura apresentou valores de pH
em torno de § e salinidade 31. No final do experimento, as culturas celulares foram coletadas,
centrifugadas (2276 xG, 9 min) e o sobrenadante descartado. A biomassa coletada foi
dessalinizada, lavando-a rapidamente com solu¢ao de formiato de amoénio 0,5M, seguido de
liofilizag@o (36 h, 0,001 mbar) e armazenamento a -80°C até a extragdo. O cultivo foi realizado
por bateladas isoladas e repetido quatro vezes para gerar biomassa para as analises

metabolomicas, gerando um pool de amostras para cada dia de cultivo.

1.2.2 Curva de crescimento

Os cultivos para analise de parametros cinéticos utilizaram as condigdes descritas em
MARTINO (2007). Para obter os dados durante um periodo experimental de 18 dias, foram
tomadas aliquotas didrias de 1 mL do cultivo fixadas com lugol para contagem celular, e
medidas de pH e salinidade do meio. A contagem de células na cdmara de Neubauer foi
realizada em microscopio optico e em aumento de 40X, expressando-se os valores em células

por litro (célula. mL).
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1.2.3 Extracao de lipidios

Considerando os resultados apresentados no capitulo 2, utilizou-se o método BLIGH;
DYER (1959) a extracao lipidica microalgal. Para tal, foram adicionados a 300 mg de biomassa
liofilizada de microalgas, 3 mL de metanol (MeOH) e 3 mL de cloroférmio (CHCL), seguido
de agitagdo (vortex) por 30s. Na sequéncia, foram adicionados 1 mL de CHCI,, 1 mL de MeOH
e 2 mL de agua, apds incubacdo por 10 min, com eventual agitagdo (vortex, 30s, a cada 2 min).
Posteriormente, o extrato foi centrifugado por 13 minutos (2276 xG, 9 min). Esse processo
resultou em um extrato trifasico de cloroférmio, metanol e dgua, aproximadamente na razao

2:2:1,8 (v/v/v). A fase cloroféormica foi selecionada e o restante descartado.

1.2.4 Analise de acidos graxos por cromatografia gasosa

Para a anélise de acidos graxos, os lipidios foram extraidos e quantificados seguindo os
métodos especificados acima (1.2.3). Apds a extragdo da fracdo lipidica, uma aliquota foi
coletada e os ésteres metilicos de acidos graxos foram obtidos de acordo com O’FALLON
(2007). Os ésteres metilicos foram injetados (1,0 pl) em cromatdgrafo liquido/gasoso (Agilent
7890B), equipado com um injetor automatico a 240 °C, coluna CP 7487 e um detector FID
(300°C). Para a cromatografia dos derivados metilados dos &4cidos graxos, a coluna foi
termostatizada da seguinte forma: 120°C, seguido de elevagdo a 186°C (3°C/min, 5 min) e
posteriormente a 230°C (3°C/min) até o final da andlise. Um fluxo de 2,5 mL / min de gas
portador (He) e split de injecdo de 1:40 foram utilizados, resultando em sensibilidade adequada
a identificacdo e quantificagdo dos analitos. A composi¢do dos acidos graxos foi determinada
pela comparacao dos tempos de retencao dos analitos em relagdo a padrdes analiticos de 4cidos
graxos (C23: 0 Sigma-Aldrich, MO - EUA) e a quantifica¢do considerou a normaliza¢ao da

area dos picos de interesse, sendo os valores expressos em porcentagem.

1.2.5 Analise de fucoxantina por cromatografia liquida

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (UHPLC) foi utilizada para quantificacdo de
FCX no extrato de P. tricornutum CCAP 1052/1A. Uma amostra de 20 mg de biomassa seca
foi adicionada de 4 mL de metanol, seguido de maceracdo e incubagdo em auséncia de luz por
1 h. Uma aliquota de cada amostra do extrato metanolico (10 uL, n = 3) foi injetada em um

cromatografo liquido (Shimadzu LC-10A), equipado com uma coluna de fase reversa C18
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(Vydac 218TP54, 250 mm x 4,6 mm, + 5 pm, 40 °C), protegido por uma coluna de protecdo de
fase reversa C18 (Vydac 218GK54, £ 5 um) e um detector UV-vis (450 nm). A elui¢do foi
realizada com MeOH/CH3CN (90: 10, v/v) a uma taxa de fluxo de 1 mL min™'. A identificagdo
da fucoxantina foi realizada utilizando seu tempo de retengdo e co-cromatografia do padrdo
analitico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A quantificacdo do metabdlito foi baseada em
curva padrdo da fucoxantina (1-25 pg mL™!; y = 0,0513x; R? = 0,999). As leituras foram feitas

em triplicatas e os resultados foram expressos em g/mg em matéria seca.

1.2.6 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio por transformada

de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos a partir de biomassa liofilizada (0,5 g) e pastilhas
de KBr, em espectrometro com transformada de Fourier FTLA2000 ABB Bomem, equipado
com acessorio de refletancia total atenuada (ATR). Uma pastilha de KBr foi usada para
aquisicdo do espectro de linha de base. Os espectros foram adquiridos no modo de
transmitancia, na janela espectral de 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 2,04 cm™!, resultando
em 1765 pontos. Foram obtidas 128 varreduras co-adicionadas antes da transformacdo de
Fourier para cada espectro de cada amostra. Apos a aquisi¢ao dos espectros, foram considerada
algumas regioes fingerprints e nomeadas de bandas. Foram consideradas seis bandas seguindo
os seguintes comprimentos de onda, onde A = 1064-880cm™, B = 1350-1190cm’!, C = 1575-
1480cm™, D = 1705-1575cm™, E = 1780-1708cm™ e F = 2800-3000 cm™ (STEHFEST;
TOEPEL; WILHELM, 2005). Estas bandas foram submetidas a soma destes intervalos e
posteriormente calculadas a razdo entre estas bandas onde os resultados serdo nomeados de

taxas.

1.2.7 Ressonincia magnética nuclear (RMN)

Os espectros unidimensionais ("H-RMN) das amostras de extratos metanolicos foram
obtidos junto ao Laboratorio de Ressondncia Magnética Nuclear do Laboratério Nacional de
Biociéncias (CNPEM, Campinas, SP). Para estes experimentos, o extrato foi obtido como
descrito acima a analise de fucoxantina. O extrato metanolico foi seco em centrifuga com vacuo
modelo speedvac, e posteirormente liofilizado (24 h) e armazenado a -80°C. Para realizar as
leituras, o extrato seco foi ressuspenso em 600 uL. de metanol deuterado com TSP (fosfato

trissddico- NasPO4) como padrao de referéncia interno. Para a aquisi¢do do espectro, foram
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utilizados 256 scans e 4 stade state. Os espectros 'H-RMN foram processados usando o
software Bayesyl (RAVANBAKHSH et al., 2015). Este sistema executa o pré-processamento
do espectro, incluindo a transformacao de Fourier, filtragem de solventes, referéncia de
deslocamento quimico, correcao da linha de base e convolucao da forma da linha de referéncia
automaticamente. Os espectros 'H-RMN resultantes foram contrastados com uma biblioteca
espectral de referéncia (RAVANBAKHSH et al, 2015) e o conjunto de metabolitos
identificados foi inserido na plataforma MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca)
usando como referéncia o metabolismo de Chlorella variabilis (KEGQG). Esta representacdo das
vias fora submetida a andlise de super-representacdo e analise de topologia de caminho. A
analise de super-representacao foi realizada utilizando um teste hipergeométrico onde prevé a
distribuicdo de probalidade discreta identificando quais subpopulacdes estdo super-
representadas ou sub-representadas. Estes dados sdo representados com um grafico direcionado
auxiliando na identificacdo dos caminhos mais relevantes. A analise de topologia de caminho
prevé o impacto da via e ¢ baseada em medidas de centralidade das vias geradas realizando a
soma das medidas de importancia dos metabdlitos correspondentes, normalizadas pela soma

das medidas de importancia de todos os metabdlitos em cada via.

1.2.8 Analises estatisticas

Os dados de concentragdo dos compostos de interesse foram coletados, resumidos e
submetidos a analise de varidncia ANOVA, seguida pelo teste post hoc de Tukey, quando
apropriado. Dados do somatorio de bandas do espectro de infravermelho médio e suas e taxas
foram submetidos ao teste f-student pareado entre os dias de cultivo. Os resultados foram
considerados significativos com p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas usando scripts

escritos na linguagem R (v. 3.1).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Concentracoes celulares de EPA e FCX durante o cultivo in vitro

As analises metabolomicas dos cultivos de P. tricornutum CCAP 1052/1A foram

direcionadas a fim de verificar a oscilacdo de EPA e FCX ao longo de 18 dias de cultivo in
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vitro. Andlises cromatograficas demonstraram que os tempos de cultivo celular para obtengao
de maiores concentragdes dos metabolitos de interesse sao entre 6 e 10 dias, respectivamente
para EPA e FCX. Estes resultados de composi¢do bioquimica do cultivo em diferentes tempos
correlacionados com a curva de crescimento refletem o potencial fisioldgico da produtividade
no contexto do modelo de biorrefinaria pretendido a espécie em estudo.

A oscilagdo da concentragdo celular no cultivo de 18 dias foi representada sob a forma
de uma curva de crescimento (Figura 1). Trés fases do crescimento celular sdo observadas
(LAG, LOG e estacionaria), porém as amostras coletadas no 18° dia de cultivo ndo
apresentaram estagio de senescéncia avangado em todos os frascos. Como as células ja estavam
aclimatadas as condigdes de cultivo, a fase LAG foi curta, com duracdo de 16h. Na segunda
coleta (dia 2) foi possivel aferir um crescimento logaritmico que durou até o 6° dia. No 8° dia
ocorreu um decaimento na concentracao celular que também foi vista em cultivos de
manuten¢do da cepa (dados ndo apresentados). Nas coletas posteriores, os valores de
concentragdo celular ndo apresentaram oscilagdao relevante. A partir do 16° dia de cultivo
detectou-se uma queda da concentracdo celular de FCX em alguns frascos dos cultivos até o
18° dia, inferindo que estes ja entravam na fase de senescéncia. Esta fase de senescéncia ¢
acompanhada pela limitacdo de nutrientes no meio, inibindo a capacidade fotossintética e o
crescimento celular, via repressao da maioria dos genes associados a fotossintese e a biossintese
da clorofila (ALIPANAH et al., 2015).

Os contetdos de FCX, determinados a partir de um pool de trés réplicas do extrato
metanodlico, sdo mostrados na Figura 1. Os valores médios oscilaram entre 1 e 2 mg/g de FCX
e assemelham-se ao ja publicado anteriormente por WU et al., (2016), mesmo utilizando apenas
metade do tempo de extragdo aqui descrito. No entanto, outros trabalhos relatam rendimentos
daquele pigmento bastante superiores, com modifica¢des na forma de cultivo e extragdo,
alcangando teores em torno de 15,7 mg g DW (KIM et al., 2012). Todavia, ressalta-se que o
objetivo do trabalho neste momento ¢ ter uma visdo ampla do metabolismo para posteriormente
otimizar a sintese e extracao destes compostos.

Entre 0 2° e 0 12° dia de cultivo ndo ocorreram oscilagdes com diferencas significativas
de crescimento celular, observando-se valores médios com menores desvios-padrao entre o 8°
e 12° dias. Estes valores representam uma maior estabilidade da concentracdo de FCX nos
cultivos. A partir destes resultados, foi estabelecido o referencial de 10 dias de cultivo,
buscando-se uma maior produtividade do metabolito em menor tempo.

O perfil quali/quantitativo de acidos graxos durante os 10 dias de cultivo ¢ representado

na Tabela 1. Constata-se que os compostos majoritarios identificados estdo de acordo com o
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descrito na literatura a espécie (OKAUCHI; TOKUDA, 2003; WU, et al., 2016), onde os acidos
graxos saturados e insaturados com cadeias carbonicas com C16:0; C16:1, C18:1 e C20:5 foram
os mais abundantes, independente do periodo amostral. O conjunto de AGs insaturados
majoritarios reafirma a importancia da espécie em processos industriais, ja que estes compostos
apresentam comprovadas aplicacdes nutracéuticas e farmacologicas (DESBOIS et a., 2008;
MILICEVIC et al., 2014). Além disso, o AG saturado C16:0 (acido palmitico) é conhecido
como precursor de AGs de cadeia longa (WISHART et al., 2018), eventualmente revelando a

disponibilidade de precursor a biossintese daqueles metabolitos de maior peso molecular.

Figura 1 — Conteudo de FCX (fucoxantina) (mg/g) em biomassa de P. tricornutum CCAP
1052/1A ao 18° dia de cultivo in vitro, em meio de cultura f/2. A linha cinza representa a
contagem média de células durante o cultivo. Os valores representam a média de trés amostras
independentes. Letras distintas indicam diferengas significativas entre os dias (ANOVA de

uma via, teste post hoc de Tukey, p <0,05).
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Figura 2 — Conteudo de EPA (4cido eicosapentendico) (mg/g) em biomassa de P.
tricornutum CCAP 1052/1A ao 10° dia de cultivo in vitro, em meio de cultura /2. A linha
cinza representa a contagem média de células durante o cultivo. Os valores representam a

média de trés amostras independentes.
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Os dados da tabela 1 demonstram que o perfil de acidos graxos (AGs) pode ser dividido
em dois grupos, onde nos primeiros cinco dias observa-se uma concentracdo maior de AGs
insaturados (~73%) e a partir do sexto dia inicia uma queda resultando em uma concentra¢ao
final no décimo dia de ~63%. Em relagdo aos AGs saturados entre os dias zero e 5 foi detectada
uma concentragdo de cerca de 27% e, apds este periodo, os valores mostraram-se aumentados,
atingindo aproximadamente 35% no décimo dia de cultivo. Enquanto outros AGs
demonstraram valores médios de concentracdo pouco variaveis ao longo dos cultivos, o acido
palmitico foi o principal AG saturado que pesou nesta resposta. Nos primeiros dias (zero > 4°
dia), as culturas celulares evidenciaram teores mais baixos daqueles metabolitos, (17%),
elevando-se para 27% ao final do cultivo. Como observado anteriormente, na via de biossintese
de AGs insaturados o acido palmitico € precursor importante e, consequentemente, espera-se
uma correlacdo negativa entre os seus conteudos e aqueles de AGs insaturados (FABRIS et al.,
2012; WISHART et al. 2018).

Quando analisamos os dados de AGs insaturados, onde maiores teores foram detectados
nos primeiros dias de cultivo, observa-se que o EPA variou cerca de 10% entre o dia zero e o
dia 10, seguindo a tendéncia do perfil de AGs insaturados (Figura 2). Os quatro primeiros dias

foram os que demonstraram maior concentracdo com cerca de 28% do total de AGs. Seguindo
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a mesma tendéncia, seus precursores 18:1n9 e 18:2n6 também obtiveram uma queda a partir do
6° dia.

Essa diferenca no teor de EPA entre o inicio e o final do cultivo se deve a funcao do AG
no metabolismo da microalga. AGs insaturados de cadeia longa sdo elementos estruturais da
membrana celular da espécie (ALIPANAH et al., 2015). Sendo assim, no inicio do cultivo,
onde ocorre uma alta taxa de multiplicacao celular tem-se, consequentemente, uma biossintese
maior destes compostos para atendimento das demandas metabdlicas. Por outro lado, quando o
cultivo perpassa a fase logaritmica, pode-se identificar uma maior concentragdo dos lipidios de
reserva, os triacilglicer6is (TAG). Portanto, a regulacdo negativa na biossintese lipidica da
membrana pode estar relacionada a uma demanda reduzida por lipidios estruturais devido a

menor taxa de crescimento celular naquela fase de cultivo.

Tabela 1 — Composi¢do dos acidos graxos majoritarios na fragdo lipidica recuperada de P.
tricornutum CCAP 1052/1A a cada dois dias, num total de10 dias de cultivo in vitro. Os
valores (%) sdo apresentados como média de duas leituras da amostra combinada de trés

extragOes independentes por andlise de cromatografia em fase gasosa.
Acido graxo Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10
Acido caprilico — C8: 0

) 0,10 0,26 0,20 0,05 0,16 0,03
Acido caprico - C10:0 0,05 0,21 0,16 0,03 0,02 0,01
Acido miristico — C14: 0 7,98 8,68 8,08 7,46 7,72 6,68
Acido pentadecainoico — C15: 0 0.20 0.21 0,26 0,18 0,20 0,17
{*Cido palmitico - C16: 0 17,06 16,52 16,40 2333 23,67 27,65
Acido hexadecainoico — C16: 2n4 29,58 26.06 25.56 3721 37,51 42,88
Acido margarico — C17: 0 0,17 0,37 0,00 0,28 0,24 0,11
Acido heptadecainoico — C17: 1n7 2.80 3.88 3.41 121 1,24 0,65
Acido estearico — C18: 0 0,64 0,64 0,93 0,47 0,46 0,83
Acido elaidico — C18: 1n9t 8,37 9,87 9,77 4,12 4,10 1,94
Acido elaidico — C18: 1n9 3,52 1.72 2,08 5,78 5,85 6,87
Acido linoleico — C18: 2n6t 0,19 0,76 0,00 0,06 0,48 0,41
Acido linolenico cis- C18: 2n6¢c 129 1,52 1.82 1,05 0,97 0,83
Acido y-linolenico- C18: 3n6 0.39 0.36 0,43 0,41 0,42 0,40
Acido eicosadioico — C20: 2n6 0.12 0,11 0,13 0,07 0,08 0,07
Acido behenico - €22: 0 0,10 0,16 0,81 0,29 0,31 0,21
Acido araquidonico — C20: 4n6 0,81 0,47 0,58 0,56 0,62 0,38
Acido eicosapentenoico — C20: 5n3 25.70 26,71 27.85 16,67 15,28 9,45
Acido docosahexanoico — C22: 6n3 0,92 1,50 1,54 0,76 0,68 0,42
X SAG 26,32 27,04 26,84 32,11 32,78 35,67
21AG 73.68 72,96 73.16 67.89 67.22 6433
YAGZIAG 0,36 0,37 0,37 0,47 0.49 0,55

SAG= écido graxo saturado; IAG= acido graxo insaturado; AG= 4cido graxo
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1.3.2 Espectroscopia de FTIR e fingerprints metaboélicos

A fim de obter o perfil metabolico da espécie foram realizadas analises espectroscopicas
ndo direcionadas, utilizando espectroscopia vibracional de infravermelho médio com
transformada de Fourier - FTIR. O perfil metaboélico identificado em amostras coletadas apds
18 dias de cultivo esta apresentado na Figura 3. A maioria das bandas de absor¢ao observadas
na regido da impressdo digital (1800—400 cm™') de um espectro pode ser atribuido a grupos
funcionais nomeados de bandas. Estas bandas sdo consideradas fingerprint em um espectro,
pois cada uma delas esté associada a classes de metabolitos distintos (GIORDANO et al., 2001;
STEHFEST; TOEPEL; WILHELM, 2005).

A banda A estd relacionada a regido dos carboidratos (1064-880cm™), tendo sido
atribuida a ligacdo C-O-C dos sacarideos. A banda B de fosfomoléculas (1350-1190cm™)
resulta da ligacdo P=O de grupos fosfodiesteres de acidos nucleicos e fosfolipidios. As bandas
relacionadas aos amidos nas regides de 1575-1480cm™ (C) e 1705-1575cm™! (D) resultam das
ligagdes C-H e C=0, respectivamente. Por sua vez, duas bandas observadas em 1780-1708cm"
' (E) e2800-3000cm™ (F), foram atribuidas principalmente as ligagdes C=O de grupos
¢ésteres de lipidios e acidos graxos e as ligacdoes C-H de AG saturados. Estes dados relacionados
as bandas fingerprint foram submetidas a analise estatistica a fim de observar as diferengas
entre as médias.

A banda A que demonstrou variagdo entre os dias de cultivo apresentando maior
amplitude nos dias 6, 8, 12 e 18. Observa-se ainda uma tendéncia no alargamento da banda (em
torno do pico 1050 cm™) no final da fase exponencial e durante a estacionaria, revelando um
aumento dos polissacarideos nestes intervalos. Ao projetar esta informacao a estratégia de
cultivo visando EPA e FCX, os dias 6, 8, 12 e 18 sdo os indicados para a supressdo de vias
relacionadas aos carboidratos a fim de disponibilizar mais energia as vias de interesse.

A banda B de fosfomoléculas, resultante de ligacdes P=O de grupos fosfodiesteres de
acidos nucleicos e fosfolipidios, apresenta reducdo na amplitude em relacdo ao seu espectro
total no 8° dia de cultivo. Os fosfolipidios sdo uma classe de lipideos que sdo um dos principais
componentes da membrana plasmatica da célula. Esta reducdo na intensidade da banda pode
ser relacionada aos dados da curva de concentracdo do cultivo, onde o 8° dia apresentou um
decréscimo na densidade celular.

A classe de proteinas representadas pelas bandas C e D possui dois picos majoritarios

encontrados em torno de 1540 cm™ e 1650cm™. Claramente observa-se um agrupamento com
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maior amplitude dos espectros nos dias 6, 8, 12 e 18. O dia seis foi o que apresentou maior
amplitude em 1652 cm!, evidenciando novamente este dia como target na supressio de vias,
porém agora relacionada com a sintese de proteinas.

Considerando o interesse maior do presente trabalho na biossintese e acumulo de EPA,
maior detalhamento foi dado as informagdes associadas as bandas E e F, relacionadas a
compostos de natureza lipidica. Ao analisar apenas o pico em torno de ~1730 cm™! da banda E,
¢ possivel verificar uma amplitude maior a partir do 6° dia. O pico em torno de 1730 cm+¢
relacionado principalmente a ligagdes de ésteres nas moléculas lipidicas. Estas ligagdes sdo
caracteristicas de moléculas de TAG, que possuem a fun¢do de armazenamento. E clara a
auséncia deste pico nos dias dois e quatro, inferindo que nestes dias a concentragdo de TAG ¢
reduzida. Nos dias dois e quatro o cultivo se encontra em fase log, onde os lipidios estdo sendo
direcionados ao “crescimento”, e ndo para o armazenamento como TAGs. Estes dados
convergem com os encontrados nas analises de AGs por cromatografia gasosa, onde a maior
concentragdo de AGs insaturados foi encontrada nos momentos amostrais acima referidos (i.e.,
dia 2 a 4). Em seu conjunto, estes resultados suportam e reafirmam a ideia de que AGs
insaturados de cadeia longa possuem a fung¢ao de estruturagdo da membrana celular, enquanto
AGs de cadeia curta possuem a funcdo de reserva como triacilglicerois (ALIPANAH et al.,
2015). Quando analisamos os picos no intervalo entre 3000-2800 cm™! percebemos que os
primeiros 4 dias e ap6s 14 dias de cultivo os valores perdem a intensidade. Isso demonstra que
entre estes intervalos ocorre a diminui¢do das moléculas saturadas de C-H. De interesse,
ressalta-se que ndo foi constatada a correlagdo direta entre o teor de EPA determinado por CG
e as intensidades de sinais das bandas relacionadas a lipidios nos espectros de FTIR. Porém, ao
analisar o percentual de lipidios insaturados obtido por cromatografia gasosa, percebe-se uma
redugdo de ~10% no contetdo das amostras coletadas entre os dias 0 e 10 de cultivo. Contudo,
a mesma abordagem indica redu¢do maior do teor intracelular de EPA, i.e. 15%. Isso se deve a
diversidade qualitativa de lipidios insaturados que a espécie produz. Ou seja, um aumento na
concentracdo de lipidios insaturados nao necessariamente acarretarda um aumento na
concentracdo de EPA.

A fim de compreender como as classes se relacionam entre si, foram calculadas taxas
representativas da razao entre algumas bandas. Foi observado aumento relevante na razao entre
as bandas carbo/amida II a partir do 14° dia de cultivo, sugerindo uma cinética de
armazenamento de moléculas com esqueletos carbonicos de natureza glicidica e lipidica.
STEHFEST et al., (2005) demonstraram que este aumento na razdo da intensidade de bandas ¢

explicado pela deple¢ao de N ou P no meio de cultivo. Com a reposi¢ao destes nutrientes ao
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meio de cultura, os valores da razao carbo/amida II foram reduzidos. Esperava-se que ao final
dos 18 dias um aumento na banda de lipidios fosse detectado. No entanto, estudos sugerem que
diatomaceas sob estresse de N armazenam carboidratos inicialmente, enquanto o acimulo de
lipidios ocorre somente ap6s longos periodos de estresse. Portanto, as mudangas observadas
nos perfis metabolitos via FTIR sdo consistentes com os relatos na literatura (SHIFRIN;
CHISHOLM, 1981; STEHFEST; TOEPEL; WILHELM, 2005).

A andlise dos dados espectroscopicos de infravermelho médio cumpre com o objetivo
de representar regides fingerprint da metabolomica da espécie, possibilitando algumas
inferéncias. Esta andlise é representativa enquanto os questionamentos focam em classes de
metabolitos. No entanto, quando se busca um maior direcionamento a uma molécula de
interesse, faz-se necessario o uso de técnicas mais seletivas como as cromatografias liquida e

gasosa.

Figura 3 — Perfis espectrais de absorbancias de FTIR (A = 800 - 3100cm™") de amostras de
biomassas de P. tricornutum CCAP 1052/1A ao 18° dia de cultivo. Seis bandas (A, B, C, D, E

e F) foram identificadas como de maior interesse, segundo suas ligagdes de absor¢do. Estas

ligagdes estdo identificadas na parte superior da figura.
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Tabela 2 — Analise de teste ¢ student pareado entre as bandas fingerprint e suas taxas em
relag@o ao tempo de cultivo de P. tricornutum CCAP 1052/1A determinadas via
espectroscopia de infravermelho médio. Foram consideradas seis bandas seguindo os
seguintes comprimentos de onda, onde A (carboidratos) = 1064-880 cm™, B (fosfomoléculas)
=1350-1190 cm™!, C (proteinas) = 1575-1480 cm-!, D (proteinas) = 1705-1575 cm™, E
(lipidios) = 1780-1708 cm™! e F (lipidios)= 2800-3000 cm™!. Estas bandas foram submetidas a
soma destes intervalos e posteriormente calculadas a razao entre estas bandas onde os
resultados serdo nomeados de taxas. Valores em negrito foram considerados significativos

(p<0,05).

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12 Dia 14 Dia 16 Dia 18 p-valor

Carboidratos (A) 15.39 5.19 8.58 35.76 29.13 20.54 33.18 16.74 17.20 37.55 0.003
Fosfodiésteres (B) 8.44 3.21 6.65 25.66 18.66 14.47 24.84 10.23 10.35 25.00 0.04

Amido II (C) 9.19 4.56 9.22 26.54 21.60 15.11 25.71 9.72 10.18 23.56 0.03

Amido I (D) 23.39 11.09 1941 47.35 44.69 27.57 45.43 21.18 23.18 47.00 0.0004
Lipidio I (E) 7.72 2.70 5.89 15.66 13.09 11.25 19.38 8.25 8.85 16.53 0.31

Lipidio II (D) 31.73 10.09  20.28 66.22 56.89 45.66 72.49 34.56 36.73 69.13 0.0002
Carbo/Amido 11 1.68 1.14 0.93 1.35 1.35 1.36 1.29 1.72 1.69 1.59 0.003
Lipidio I/ Amido II 0.84 0.59 0.64 0.59 0.61 0.74 0.75 0.85 0.87 0.70 0.002
Lipidio I/Fosfo 0.92 0.84 0.89 0.61 0.70 0.78 0.78 0.81 0.86 0.66 0.002
Carbo/Fosfo 1.82 1.62 1.29 1.39 1.56 1.42 1.34 1.64 1.66 1.50 0.004

1.3.3 Perfil metabélico por ressonincia magnética nuclear ('H-RMN)

Os espectros 'H-RMN deste trabalho sdo provenientes de extratos metandlicos de
células de P. tricornutum CCAP 1052/1A coletadas nos 10 primeiros dias de cultivo com
intervalo de 2 dias entre eles. A elucidacao do perfil metabolico ¢ importante para trazer insights
de potenciais vias a serem inibidas ou elicitadas em trabalhos de engenharia metabodlica. Este
trabalho foca em moléculas preponderantemente lipidicas (EPA e FCX), i.e., de natureza
apolar, sendo que a escolha de um solvente com afinidade por compostos polares objetiva
identificar possiveis vias metabdlicas, a sofrerem inibi¢do via engenharia metabolica, que ndo
interfiram na expressdo do composto de interesse.

A partir dos espectros de 'H-RMN foi possivel identificar 88 compostos (Tabela 3) no
extrato metanolico com o auxilio da plataforma Bayesyl (RAVANBAKHSH et al., 2015). Este
nimero de compostos representa em torno de 7% dos compostos totais da matriz completa da

espécie, segundo a base de dados Diatomcyc — A comprehensive database of diatom
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metabolism - http://www.diatomcyc.org/ (FABRIS et al., 2012). Esta diferenca entre os
metabolitos descritos naquela base de dados frente aos metabdlitos encontrados nesta analise
pode ser explicada pela afinidade de moléculas ao solvente extrator e a sensibilidade da anéalise
dos espectros pela plataforma computacional.

Para estas andlises foi utilizado o solvente metanol que ¢ um solvente organico de
carater polar. Este tipo de interagdo resulta em uma maior afinidade aos componentes polares,
como carboidratos e proteinas. Sendo assim, boa parte das moléculas lipidicas e outras apolares
ndo foram efetivamente extraidas. Apesar deste trabalho focar em analitos lipidicos, este
solvente foi escolhido pois estamos buscando vias que podem vir a receber knockdown para
otimizar as vias lipidicas. Ou seja, precisamos conhecer o que poderemos inibir em processos
de engenharia metabolica que ndo venha a prejudicar os analitos de interesse. Ao processar
estes dados na plataforma Bayesyl- https://www.bayesyl.org/ (RAVANBAKHSH et al., 2015),
foi possivel obter uma cobertura de apenas 25% do espectro. O restante nao foi analisado dada
a baixa intensidade dos sinais de ressonancia nos espectros de 'H-RMN.

O conjunto de metabolitos identificados foi utilizado em analises das vias metabolicas
envolvidas no metaboloma da espécie com suporte da plataforma MetaboAnalyst (CHONG et
al., 2018). Esta plataforma realiza uma comparacdo entre os compostos identificados nos
espectros de '"H-RMN em relagio aos compostos do metabolismo do organismo de referéncia
disponibilizados no KEGG- https://www.genome.jp/kegg/ (Kyoto Encyclopedia de Genes and
Genomes). Neste trabalho foi utilizado o metabolismo da microalga Chlorella variabilis como
referéncia mais proxima a P. tricornutum. Esta andlise resultou na identifica¢do de 51 vias dos
metabolismos primario e secundario, apresentadas na tabela 4. No entanto, estima-se que a
espécie P. tricornutum possua um total de 286 vias metabolicas, segundo a base de dados
Diatomcyc (FABRIS et al., 2012). Em conjunto com as vias metabdlicas identificadas, ¢
apresentado o niimero de correspondéncias indicando quantos metabdlitos da via especifica
foram encontrados nos espectros de 'H-RMN.

Utilizando a rede metabdlica gerada, a plataforma MetaboAnalyst também realiza
andlise de super-representacdo e de topologia das vias metabolicas. A andlise de super-
representacdo, também chamada de andlise de enriquecimento de vias, realiza um teste
hipergeométrico que retorna um valor de p, que representa o valor de probabilidade ajustado
em testes multiplos, levando em consideracao que uma molécula pode fazer parte de diversas
vias. Estes valores sdo apresentados na figura 5, identificando subpopulacdes que sdo super-
representadas ou sub-representadas. A analise de topologia de vias calcula o impacto de cada

via metabolica sobre todos os processos bioquimicos celulares e leva em consideragdo medidas
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de centralidade de entrelagamento das redes metabdlicas. Estas duas anélises sdo importantes
ferramentas a compreensao da relevancia de cada via no metabolismo como um todo.

Ao analisar as 51 vias identificadas, os resultados revelaram o envolvimento de 7 classes
metabélicas relacionadas aos perfis metabélicos de P. tricornutum CCAP 1052/1A por 'H-
RMN, segundo o KEGG (Figura 4). Dentre estas 51 vias metabolicas identificadas, 18 sdo
direcionadas ao metabolismo de aminoacidos, representando 35% do total. Outra classe
metabdlica representativa, com 12 vias metabolicas (23%) refere-se ao metabolismo de
carboidratos. Por sua vez, as vias relacionadas ao metabolismo lipidico (5) apresentaram 10%
de representatividade, igualando-se ao somatorio das classes do metabolismo secundario. Com
menor representagdo (8%) foram identificadas quatro vias metabolicas concernentes aos
cofatores, vitaminas e nucleotideos € RNA. As vias associadas ao metabolismo energético (3)
apresentaram a menor representatividade (6%). Sendo assim, as vias metabdlicas identificadas
como de maior expressdo em P. tricornutum CCAP 1052/1A apresentam os metabdlitos cuja
alteragdo ¢ mais propensa a ter impactos significativos nos processos bioquimicos celulares.

Dentre essas, 9 vias foram identificadas em especifico e a discussdo se fara acerca delas.

Figura 4 — Representacdo percentual das classes de metabolitos identificados em células de
P. tricornutum CCAP 1052/1A segundo KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes), utilizando as 51 vias metabélicas identificadas por 'H-RMN.

B Metabolismo de aminoécidos
® Metabolismo de carboidratos
® Metabolismo lipidico
Biossintese de outros metabdlitos secundarios
B Metabolismo de cofatores e vitaminas
B Metabolismo de nucleotideos e RNA

B Metabolismo energético
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Tabela 3 — Metabolitos identificados por 'H-RMN em extratos metanolicos de P. tricornutum

CCAP 1052/1A. Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram analisados utilizando a

plataforma Bayesyl. Os valores de pontuagao de confianga indicam, numa escala de zero a 10,

a probabilidade do analito identificado no espectro ser o composto propriamente dito.

HMDB ID Nome do composto PC HMDB ID Nome do composto PC
HMDB00042  Acido acético 10 HMDBO00172 L-Isoleucina 7
HMDBO00043  Betaina 10 HMDBO00177 L-Histidina 7
HMDBO00087  Dimetillamina 10 HMDBO00660 Frutose 7
HMDBO00094  Acido citrico 10  HMDB00691  Acido mal6nico 7
HMDBO00097  Colina 10 HMDBO00214  Ornithina 6
HMDBO00122  D-Glucose 10 HMDBO00517 L-Arginina 6
HMDBO00123  Glicine 10 HMDBO00754 3-Acido hidroxiisovalerico 6
HMDB00148  L-Acido glutamico 10 HMDBO00001 1-Metilhistidina 5
HMDBO00157  Hipoxantina 10 HMDBO00929 L-Triptofano 5
HMDBO00158  L-Tyrosina 10 HMDBO00187  L-Serina 4
HMDBO00159  L-Fenilalanina 10 HMDBO00168 L-Asparagina 3
HMDBO00161  L-Alanina 10 HMDBO00169  Manose 3
HMDB00162  L-Prolina 10 HMDBO00192  L-Cistina 3
HMDBO00190  L-Acido latico 10 HMDBO00574  L-Cisteina 3
HMDB00267  Acido piroglutimico 10 HMDBO00019  2-Oxoisovalerato *
HMDBO00357  3-Acido hidroxibutirico 10  HMDBO00020  p-Acido hidroxifenilacetico *
HMDBO00407  2-Acido hidroxisovalerico 10  HMDB00039  Acido butirico *
HMDBO00562  Creatinina 10  HMDB00044  Acido ascorbico *
HMDBO00641  L-Glutamina 10 HMDBO00092  Dimetilglicina *
HMDBO00687  L-Leucina 10 HMDBO00128  Acido guanidoacetico *
HMDBO00696  L-Metionina 10 HMDBO00134 Acido fumarico *
HMDBO00863  Isopropanol 10  HMDBO00143 D-Galactose *
HMDBO00883  L-Valina 10 HMDBO00149 Etanolamina *
HMDBO01659  Acetona 10 HMDBO00164 Methylamina *
HMDBO01873  Acido isobutirico 10 HMDBO00174 L-Fucose *
HMDBO01875  Metanol 10 HMDBO00186 Alpha-Lactose *
HMDBO01881  Propileno glicol 10 HMDBO00202  Acido metilmalonico *
HMDBO04983  Dimetilsulfona 10 HMDBO00208 2-Acido oxoglutarico *
HMDBI15109 EDTA 10  HMDBO00209  Acido fenilacetico *
HMDBO00008  2-Hidroxibutirato 9 HMDBO00223 Acido oxalacetico *
HMDBO00023  3-Hidroxisobutirato 9 HMDBO00247 Sorbitol *
HMDBO00062  L-Carnitina 9 HMDBO00251 Taurina *
HMDBO00108  Ethanol 9 HMDBO00271 Sarcosina *
HMDBO00131  Glycerol 9 HMDBO00300  Uracila *
HMDBO00167  L-Treonina 9 HMDBO00479 3-Methilhistidina *
HMDBO00182  Lisina 9 HMDBO00625 Acido gluconico *
HMDB00191  L-Acido aspartico 9  HMDBO00714  Acido hipurico *
HMDBO00211  Mioinositol 9 HMDBO00718 Isovalerato *
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HMDBO02712  1,5-Anhidrosorbitol 9 HMDBO00755 4-Acido hidroxifenilactico *
HMDBO00060  Acetoacetato 8 HMDBO00906 Trimetilamina *
HMDB00243  Acido piruvico 8 HMDBO01565  Fosforilcolina *
HMDBO00254  Acido sucinico 8 HMDBO01847 Cafeina *
HMDB00294  Urea 8 HMDBO03355 5-Acido aminopentanoico *
HMDBO00064  Creatina 7 HMDB11635 p-Cresol sulfato *

PC= Pontuagao de confianca. * = sem grau de confianca estabelecido.

Tabela 4 — Vias metabdlicas identificadas através da analise de topologia aplicada ao
conjunto de metabolitos identificados via 'H-RMN, utilizando-se algoritmo da plataforma
MetaboAnalyst. O algoritmo realiza uma comparagao entre os compostos identificados nos
espectros de 'TH-RMN em relagdo aqueles do organismo de referéncia (Chlorella variabilis)
disponibilizados em https://www.genome.jp/kegg/ - KEGG, Kyoto Encyclopedia de Genes

and Genomes.

. Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10
Nome da Via
Match Match Match Match  Match  Match

Biossintese de aminoacil-tRNA 20/48 20/48 20/48 20/48 20/48 20/48
Metabolismo da alanina, aspartato e
glutamato 9/20 7/20 8/20 7/20 7/20 7/20
Biossintese de arginina 8/17 8/17 7/17 8/17 8/17 8/17
Metabolismo de glioxilato e
dicarboxilato 8/31 8/31 8/31 8/31 8/31 8/31
Ciclo do citrato (ciclo TCA) 6/20 06/20 5/20 6/20 6/20 6/20
Metabolismo da galactose 7/27 7/27 7/27 7/27 7/27 7/27
Biossintese de valina, leucina e
isoleucina 7/21 6/21 6/21 6/21 6/21 6/21
Metabolismo da glicina, serina e treonina 7/28 7/28 7/28 7/28 7/28 7/28
Metabolismo do piruvato 5/21 5/21 4/21 521 521 521
Metabolismo do enxofre 4/14 4/14 4/14 4/14 4/14 4/14
Degradacido de valina, leucina e
isoleucina 7/37 7/37 7/37 7/37 7/37 7/37
Metabolismo do butanoato 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10
Metabolismo da glutationa 527 527 5127 5127 527 527
Fixa¢@o de carbono em organismos
fotossintéticos 4/21 4/21 4/21 4/21 4/21 4/21
Biossintese de pantotenato e CoA 4/22 4/22 4/22 4/22 4/22 4/22
Metabolismo da taurina e hipotaurina 02/7 02/7 02/7 02/7 02/7 02/7
Metabolismo da fenilalanina 02/7 02/7 02/7 02/7 02/7 02/7
Metabolismo da cisteina e da metionina 6/43 6/43 6/43 6/43 6/43 6/43
Glicolise / Gliconeogénese 4/24 4/24 4/24 4/24 4/24 4/24
Biossintese de monobactam 2/8 2/8 2/8 2/8 2/8 2/8
Metabolismo da tirosina 3/18 3/18 2/18 3/18 3/18 3/18

Biossintese de lisina 2/11 2/11 2/11 2/11 2/11 2/11
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Metabolismo da arginina e prolina 4/31 4/31 4/31 4/31 4/31 4/31
Metabolismo do nitrogénio 2/11 2/11 2/11 2/11 2/11 2/11
Metabolismo da tiamina 3/22 3/22 3/22 3/22 3/22 3/22
Biossintese de fenilalanina, tirosina e

triptofano 3/22 3/22 3/22 3/22 3/22 3/22
Metabolismo da frutose e manose 1/13 1/13 1/13 2/13 2/13 2/13
Sintese ¢ degradacdo de corpos cetdnicos 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4

Biossintese de tropano, piperidina e

alcaloide piridina 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4

Biossintese de betalaina 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4

Metabolismo do cianoaminoacido 1/15 1/15 1/15 2/15 2/15 2/15
Metabolismo do acido dibasico

ramificado em C5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5

Biossintese de alcaldides isoquinolina 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5

Metabolismo da histidina 2/18 2/18 2/18 2/18 2/18 2/18
metabolismo da beta-alanina 2/20 2/20 2/20 2/20 2/20 2/20
Metabolismo dos glicerofosfolipidios 3/36 3/36 3/36 3/36 3/36 3/36
Metabolismo de nicotinato ¢

nicotinamida 1/12 1/12 1/12 1/12 1/12 1/12
Metabolismo do selenocomposto 1/16 1/16 1/16 1/16 1/16 1/16
Metabolismo de ascorbato e aldarato 1/17 1/17 1/17 1/17 1/17 1/17
Metabolismo esfingolipidico 1/18 1/18 1/18 1/18 1/18 1/18
Metabolismo dos glicerolipidios 1/20 1/20 1/20 1/20 1/20 1/20
Metabolismo da pirimidina 2/38 2/38 2/38 2/38 2/38 2/38
Metabolismo do propanoato 1/21 1/21 1/21 1/21 1/21 1/21
Metabolismo de amido e sacarose 1/21 1/21 1721 1/21 1/21 1/21
Metabolismo do aguicar aminado e do

acucar nucleotidico 2/41 2/41 2/41 2/41 2/41 2/41
Metabolismo do fosfato de inositol 1/24 1/24 1/24 1/24 1/24 1/24
Biossintese da cadeia de terpenoides 1/25 1/25 1/25 1/25 1/25 1/25
Sistema de sinalizacdo de

fosfatidilinositol 1/25 1/25 1/25 1/25 1/25 1/25
Metabolismo do triptofano 1/28 1/28 1/28 1/28 1/28 1/28
Metabolismo da purina 2/65 2/65 2/65 2/65 2/65 2/65
Metabolismo da porfirina e da clorofila 1/54 1/54 1/54 1/54 1/54 1/54




103

Figura 5 — Andlise de vias metabdlicas (MetPA), conforme gerado por algoritmo da

plataforma MetaboAnalyst. A distribuicdo mostra os resultados para o conjunto de dados de

metabolitos de P. tricornutum CCAP 1052/1A, determinados via ressonancia magnética

nuclear. Todos as vias metabolicas correspondentes sao exibidas como circulos. A cor de cada

circulo ¢ baseada em valores de p (cores mais escuras indicam mudancas mais significativas

de metabdlitos na via correspondente), enquanto o tamanho do circulo corresponde ao escore

de impacto da via. As vias metabolicas mais impactadas com altos escores de significancia

-log(p)

25

20

15

10

estatistica foram destacadas.

Alanina, aspartato e glutamato

__________________ Argining ¢ OO EPATAREFEAm
; Gi'ui}xilato e dicarhfuxilam
Galactose :Ciclo TCA
o : o o He ik
“eeesdVatina e lencima - GHeina, soerina-e-treoming oo
iruvato ‘
| T T T ]
0.0 0.2 04 06 08

Pathway Impact

A via com maior numero de matchs na analise de topologia do caminho foi a de

biossintese de Aminoacil-tRNA. Essa via representa a tnica classe relacionada ao metabolismo

de nucleotideos e apresentou match de 20 dos 48 compostos totais relacionados. Essa via ¢

responsavel pela ligagcdo do tRNA a um aminoacido com gasto de ATP e assim entregando o

RNA a um ribossomo para incorporagdo na cadeia polipeptidica que estd sendo produzida

(SHARAF et al., 2019). A importancia dessa via pode ser explicada por ela ser a via central de

outras 10 vias adjacentes relacionadas a sintese de aminoacidos que dependem diretamente

desta biossintese. No entanto, pela diversidade de formas de Aminoacil-tRNA que participam

de diversas vias do metabolismo celular, o knockdown se faz muito complexo e dependente da

supressao de uma diversidade de enzimas mutualmente. Quando se busca vias para inibi¢ao

visando o aumento do fluxo metabolico para outra via, o ideal ¢ que seja o mais proximo
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possivel da via de interesse. Sendo assim, a via de biossintese de Aminoacil-tRNA ndo ¢ a
indicada para supressao em trabalhos de engenharia metabolica.

A classe mais representativa nas analises das vias ¢ a relacionada ao metabolismo de
aminoacidos que possui 6 vias diferentes que poderdo servir como alvos. Uma delas ¢ a via
relacionada ao metabolismo de alanina, aspartato e glutamato que ¢ a mais representativa no
metabolismo polar de P. tricornutum CCAP 1052/1A. Sabe-se que a via do glutamato ¢
relacionada a via de biossintese da clorofila e que a concentragdo deste metabodlito diminui com
condi¢cdes de deplecdo de nitrogénio. No entanto, em um trabalho utilizando dados gendmicos
foi verificado que quando esta via ¢ suprimida, ndo ¢ apenas a sintese de clorofila que € inibida.
As vias fotossintéticas que codificam enzimas relacionadas a biossintese de carotenoides
também foram suprimidas (CHEN et al., 2017). Nos resultados das analises realizadas na
plataforma MetaboAnalyst percebe-se que apesar do impacto da via ter sempre o seu p <0.05,
nos dias 0 e 4 os valores sdo ainda mais baixos. Isso demonstra um maior impacto da via nestes
dias de cultivo que estao diretamente relacionados aos resultados apresentados nas analises de
cromatografia gasosa do EPA e nas andlises espectroscopicas de FTIR. No entanto, devido ao
impacto desta via estar relacionado diretamente ao teor de FCX, ndo ¢ indicado suprimi-la
quando vislumbrado o acimulo desta molécula no processo de biorrefinaria.

Uma estratégia visando o metabolismo da clorofila que ndo possua impacto na via
carotenoidica considera a etapa de utiliza¢ao de geranilgeranil difosfato (GGPP), um substrato
de ambas as vias. A ndo disponibilizagdo desta molécula para o metabolismo de clorofilas
podera fornecer um aumento de substrato a via de biossintese de fucoxantina. Esta estratégia
deve se voltar, portanto, a inibi¢do da sintese de fitol, representada na figura 6 pela demarcagao
de inibigdo n° 5.

Se o objetivo for elicitar apenas a biossintese de lipidios, a supressdo da via glutamina-
glutamato ¢ considerada uma boa estratégia. Para compreender a interconexdo das vias veja
figura 6 - inibigdo (1). Este ciclo esta relacionado ao metabolismo de aminoacidos e proteinas
e supoe-se que sua supressdo poderad liberar maior quantidade de compostos redutores a
biossintese lipidica. HUANG e colaboradores (2014), através de analise protedmica
quantitativa de modo a estimar as diferencas na abundancia de proteina antes e apds a
acumulagdo de TAG, demonstraram que o acimulo de triglicerideos intracelulares ocorre
conjuntamente a produgdo limitada de proteina, desviando o excesso de carbono a biossintese
lipidica. No entanto, ainda que o acimulo de TAG nao esteja associado ao acimulo de EPA, ¢
conhecida a relagdo positiva entre o metabolismo do carbono e o acimulo daquele lipidio

(VALENZUELA et al., 2012). De fato, o acetil-CoA, proveniente do piruvato derivado da
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glicolise, fornece esqueletos de carbono e energia para a sintese de dcidos graxos em
diatoméceas (HOCKIN et al., 2012).

Outra possibilidade de trabalhar com supressao das vias relacionadas ao metabolismo
de aminoacidos ¢ a da biossintese da alanina que demonstrou um potencial alvo para trabalhos
de engenharia metabolica. A via da alanina (Figura 6 - inibi¢do 2) compete pelo substrato
piruvato, que ¢ também utilizado na via de biossintese de acidos graxos e fucoxantina. Uma
estratégia para o uso de engenharia metabolica poderia ser a supressao desta via com a inibigao
da enzima D-metionina-piruvato transaminase (E.C. 2.6.1.41) que utiliza piruvato como
substrato. No entanto, essa estratégia precisa ser testada com cautela, pois a enzima pode utilizar
como substrato o oxaloacetato e ser inibida parcialmente, ou ainda haver reflexos sobre outras

vias metabolicas.

Figura 6 — Representacdo da interconexdo das vias metabolicas de acidos graxos e
fucoxantina com as vias sugeridas a inibigao pelos estudos 6micos de P. tricornutum CCAP
1052/1A. As vias sinalizadas com X representam as inibi¢des a serem testadas in silico e in

vitro.
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A possibilidade de explorar a supressao da via de aminoacidos ja foi abordada em
trabalho de BAUER e colaboradores (2018), onde estas vias foram retornadas pelo modelo in
silico como principais targets a sintese de FCX. Os autores relacionaram esta resposta a
possibilidade de que a inibi¢ao de enzimas envolvidas no metabolismo de aminoacidos resulta
em maior disponibilidade de agentes redutores, como o NADPH, a biossintese de metabolitos
secundarios. No entanto as solugdes geradas pelo modelo in silico deste trabalho precisam ser
validadas experimentalmente e verificadas quanto a possibilidade de alteragao da via de
biossintese dos AGs que ndo estd contemplada no modelo dos autores.

A quarta via retornada nas analises foi a do glioxilato e dicarboxilato. Esta via, também
conhecida como via de Toledo, € uma rota alternativa para a sintese de glucose a partir do acetil-
CoA. A sintese de acidos graxos pode ser dividida em trés etapas principais: sintese de acetil-
CoA no citoplasma; sintese de acido graxo saturado com 16-18 carbonos e posterior
dessaturagdo e elongacdo da cadeia de carbonos (KEGG). Sendo assim, a molécula de acetil-
CoA ¢ imprescindivel para a sintese de AGs. Portanto, sugere-se que a supressao desta via seja
uma das melhores alternativas para preconizar (Figura 6 - inibi¢do 3). A via do glioxilato e
dicarboxilato ocorre no peroxissomo, onde também ocorre a beta-oxidacdo de AGs de cadeia
longa para disponibilizar acetil-CoA a via. Com a supressao da via que utiliza o acetil-CoA, a
via do glioxilato, espera-se uma redu¢do também da beta-oxidagdo de acidos graxos de cadeia
longa pelo peroxissomo a fim de disponibilizar substrato a via.

As vias de beta-oxidacdo de AGs ocorrem tanto nas mitocondrias como nos
peroxissomos. Esta degradacdo de AGs disponibiliza acetil-CoA para quatro principais vias:
alanina, butanoato, glicolato e ciclo do acido tricarboxilico (TCA). Assim, a inibicdo das
enzimas tiosterase de palmitoil-CoA hidrolase (E.C.3.1.2.2) e acil-CoA sintetase (E.C. 6.2.1.3)
¢ considerada relevante, bloqueando ou minimizando o processo metabdlico de oxidagdo de
AGs.

Outra estratégia para inibicao da via de Toledo leva em conta a supressao das enzimas
que a regulam. A via de Toledo, por ser uma via alternativa a sintese de glucose, oxidando
acidos graxos, e possui duas enzimas em compartilhamento ao ciclo de Kreb’s, a saber: citrato
sintase (E.C. 2.3.3.1) e a aconitase (E.C. 4.2.1.3). Como a estratégia € a inibicdo somente da via
de Toledo, a melhor opgao ¢ inibir enzimas especificas a esta via, ou seja, isocitrato liase (E.C.
4.1.3.1) e malato sintase (E.C. 2.3.3.9). No entanto, se optarmos por utilizar a estratégia de
inibirmos estas vias s6 ao fim do cultivo para ndo penalizar vias importantes no inicio do
cultivo, a estratégia seria suprimir a enzima citrato sintase a fim de inibir a via logo no inicio.

Estas enzimas estdo indicadas na figura 7.
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Figura 7 —Via do glioxilato com as enzimas (retdngulos) e metabdlitos (circulos)
correspondentes. As enzimas especificas que estdo em destaque em vermelho correspondem a
isocitrato liase (E.C. 4.1.3.1) e malato sintase (E.C. 2.3.3.9). Linhas continuas sio reag¢des

diretas e linhas pontilhadas representam diversas reagdes de vias associadas.
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Outra caracteristica da via de Toledo que a faz ser um alvo para engenharia metabdlica
¢ o fato de utilizar citrato gerando oxaloacetato como mostrado na figura 7. O citrato participa
da regulagdo alostérica da via de TCA como um inibidor. Como a via TCA apresenta reagdes
que liberam ATP pela oxidagdo do acetil-CoA fornecendo NADH, ao disponibilizar mais
citrato pela inibi¢do da via de Toledo, assume-se que também sera regulado alostericamente e
de forma negativa a via TCA (figura 6 - inibi¢do 4). Ao realizar a supressdo da via de TCA,
uma maior quantidade de moléculas de piruvato poderdo ser utilizadas na biossintese de AGs.
Ou seja, a inibigdo, ainda que parcial da via TCA, possibilitard aumentar a disponibilidade de
substrato a sintese de AGs ou FCX.

Apesar da via do piruvato demonstrar potencial a engenharia metabdlica de P.
tricornutum, sua supressdo ndo parece conveniente, porque o piruvato estad diretamente
relacionado a biossintese de AG e FCX, com o auxilio de um transportador que enderega
ao cloroplasto. Além disso, € preciso considerar que o piruvato e o gliceraldeido 3-fosfato sdo
0s principais precursores nas vias da carotenogénese (DAMBEK et al., 2012). HAIMOVICH-
DAYAN et al., (2013) realizaram a inibi¢do da enzima piruvato fosfato diquinase (EC 2.7.9.1),

afetando a biossintese de FCX negativamente. Portanto, entende-se que as reacdes que
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sintetizam tais compostos devem ser preservadas, ou até mesmo elicitadas para uma maior
disponibilizagdo delas.

Entretanto, ao final da via do piruvato, a molécula de acetil-CoA serve de substrato a
mais cinco vias além da direcionada a biossintese de AGs (figura 8). A supressao destas enzimas
indicadas pode significar mais acetil-CoA disponivel. Assim, as vias a serem suprimidas sdo a
de biossintese de 2-etilmalato (E.C. 2.3.3.6), leucina (E.C. 2.3.3.13), lisina (E.C. 2.3.3.14),
butanoato (E.C. 2.3.1.9) e do metabolismo de corpos cetonicos (E.C. 4.1.3).

Figura 8 — Metabolismo do piruvato com as enzimas (retdngulos) e metabolitos (circulos)
correspondentes. As enzimas especificas com destaque em vermelho correspondem a 2-
etilmalato sintase (E.C. 2.3.3.6), 2-isopropilmalato sintase (E.C. 2.3.3.13), homocitrato sintase
(E.C. 2.3.3.14), acetil-CoA C-acetiltransferase (E.C. 2.3.1.9) e glutamato dehidrogenase (E.C.
4.1.3.). Linhas continuas s3o reacdes diretas e linhas pontilhadas representam diversas reagdes

de vias associadas.
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1.4 CONCLUSAO

Neste estudo observa-se que o tempo de cultivo com maior concentragdo dos
metabolitos de interesse sdo entre os dias 6 e 10. Estes resultados de composi¢do bioquimica
do cultivo em diferentes tempos correlacionada a densidade celular do cultivo refletiu o
potencial fisioldgico da produtividade de biorrefinaria para a espécie. Com estes resultados
podemos perceber que a sintese de FCX ¢ muito mais estavel que a sintese de EPA. Enquanto
a concentracdo de FCX nao oscilou estatisticamente entre os dias 2 ¢ 12, a concentragdo de
EPA reduziu drasticamente a partir do 6° dia em concomitancia a todos os acidos graxos de
cadeia insaturada. Concluimos assim, que quando buscamos a otimizagao da biorrefinaria da
espécie, 0 4° dia se mostra mais efetivo.

Ao analisarmos os dados de espectroscopia de infravermelho pode-se inferir que estas
analises cumprem com o objetivo de representar regides fingerprint da metabolomica da
espécie, possibilitando algumas inferéncias. No entanto, esta andlise se mostrou representativa
enquanto os questionamentos focam em classes de metabdlitos. A analise permitiu verificar que
os dias 6, 12 e 18 sdo indicados para a supressao da via dos carboidratos e proteinas, sendo que
o dia 6 se destaca na banda amida I. Quando buscamos um maior direcionamento a uma
molécula de interesse ela ndo ¢ responsiva, fazendo-se necessario o uso de técnicas mais
robustas e direcionadas como as cromatografias liquida e gasosa.

As analises com os espectros de ressonancia magnética nuclear indicaram diversas vias
relacionadas ao metabolismo de carboidratos e aminoacidos. A maioria das estratégias geradas
estdo relacionadas diretamente as moléculas de acetil-CoA e piruvato. Estas moléculas sdao
altamente energéticas e participam de muitas vias do metabolismo. A estratégia de inibir a
distribuicao destas moléculas a outras vias que também a utilizam se mostrou latente. No
entanto a elaboracdo da estratégia demanda cuidado, pois as enzimas que realizam esta
distribui¢do ndo sdo especificas e poderdo interferir em outras vias que ndo as esperadas.

A via que representou maior potencial como alvo em estudos para a elicitagdo de FCX
e EPA foi a via do glioxilato e dicarboxilato. Esta via, também conhecida como via de Toledo,
¢ uma rota alternativa para a sintese de glicose a partir do acetil-CoA. A supressdo desta via
parece-nos uma das melhores alternativas para preconizar. Isso pelo fato dela ocorrer no
peroxissomo, onde ocorre a beta-oxidacao de AGs de cadeia longa para disponibilizar o acetil-
CoA para a via. Espera-se que inibindo a rota, tenhamos mais acetil-CoA livre e uma supressao
da beta-oxidagdo. Outra caracteristica da via de Toledo que a faz ser um alvo para engenharia

metabolica ¢ o fato de utilizar citrato gerando oxaloacetato. O citrato participa da regulagao
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alostérica da via de TCA como um inibidor. Ao realizar a supressdo da via de TCA, mais
moléculas do ciclo do piruvato ficardo livres e poderdo ser utilizadas na biossintese de AG.
Sendo assim, o alvo dos nossos trabalhos futuros serd a supressao destas vias concomitante a

analise cromatografica dos metabolitos de interesse.
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- CAPITULOYV -

ENGENHARIA METABOLICA APLICADA A  BIORREFINARIA DE
PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM

RESUMO

O uso de microalgas em processos biotecnoldgicos € extremamente promissor, mas seu
processo s6 demonstra ser vantajoso com a aplicacdo do conceito de biorrefinaria voltada a
compostos com alto valor para o mercado. Com o objetivo de aumentar os compostos alvos
deste trabalho e otimizar o cultivo de Phaeodactylum tricornutum CCAP 1052/1A, foram
testadas estratégias de redirecionamento metabolico para o aumento da producdo de acido
eicosapentenoico (EPA) e fucoxantina (FCX). Dentre os 14 inibidores testados, a adi¢do de
cloreto de magnésio, oxalato de amonio e quercetina proporcionou aumentos na produtividade
e nos teores de PUFAS (acidos graxos poli-insaturados) e EPA, além do oxicarotenoide FCX.
Em cultivos direcionados ao incremento de biomassa, o ideal ¢ a suplementagdo com oxalato
de amonio, enquanto o aumento do rendimento lipidico foi detectado via elicitacdo dos cultivos
celulares com cloreto de magnésio. O aporte de quercetina, por sua vez, foi relevante ao
aumento de FCX, principalmente. Estes resultados fornecem direcionamento relevante para o
melhor desenho de processos de producdo de biocompostos em microalgas, por meio da
manipulacdo das condi¢des de crescimento sem a necessidade de submeté-las a manipulacao
da engenharia genética. Sendo assim, as estratégias mais vantajosas foram as que aumentaram
o rendimento dos cultivos e/ou criaram um ambiente propicio, e.g., antioxidante, 8 manutengao

dos compostos de interesse.

1.1 INTRODUCAO

O estudo em biologia de sistemas aplicado ao cultivo da microalga P. tricornutum
CCAP 1052/1A no capitulo IV foi explorado de modo a criar estratégias para engenharia
metabolica com o objetivo de aumentar a produ¢do de EPA e FCX. Os resultados revelaram
diversas vias relacionadas ao metabolismo de carboidratos e aminoacidos que se mostraram
atrativas para sofrerem inibicao, de modo a redirecionar o fluxo metabdlico celular a sintese

das moléculas de interesse. As principais estratégias discutidas no capitulo anterior foram
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relacionadas as rotas da alanina, do glioxilato e do piruvato, onde foi possivel apontar enzimas
chaves a otimizacdo dos cultivos. As estratégias geradas sdo relacionadas diretamente as
moléculas de acetil-CoA e piruvato, sendo estas altamente energéticas e que participam de
muitas vias do metabolismo celular. A estratégia de inibir a distribuicao destas moléculas a
outras vias que também a utilizam se mostra latente. Com este objetivo, buscou-se inibidores
enzimaticos na base de dados BRENDA (SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG, 2002),
enquanto suas respectivas concentragdes levaram em consideracdo a literatura relacionada a
estudos de concentracgdo inibitdria ja propostos para a espécie modelo, i.e., P. tricornutum, a
trabalhos anteriores do laboratorio ainda ndo publicados, e ainda, quando ndo encontrado para
a espécie, foi utilizada a dosagem testada em outras microalgas (HORVATIC; PERSIC, 2007;
OSBORN; HOOK, 2013; SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG, 2002 ). Dessa forma, a
partir do levantamento de inibidores enzimaticos, foram executados experimentos de modo a
testar as hipoteses de engenharia metabdlica buscando o redirecionamento do metabolismo

celular.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Levantamento dos inibidores enzimaticos

Para inibir reacdes metabdlicas no intuito de redirecionar o metabolismo para a
producao de EPA e FCX, foram elencadas 13 enzimas relacionadas as estratégias metabodlicas
geradas (Tabela 1). De modo a selecionar potenciais inibidores destas enzimas, foram
pesquisados no banco de dados BRENDA - https:/www.brenda-enzymes.org/
(SCHOMBURG; CHANG; SCHOMBURG, 2002) compostos para esta funcao. Na base de
dados foram encontrados >800 men¢des de compostos inibidores testados para estas enzimas,
sendo eles preferencialmente selecionados quando possivel para atender a critérios de baixo
custo, acessibilidade e baixa toxicidade. Ao final, uma listagem de 14 inibidores foi definida,

sendo esses avaliados nos cultivos de P. tricornutum CCAP 1052/1A (Tabela 2).
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Tabela 1 — Enzimas apontadas pelos estudos metabolomicos de biologia de sistemas como
estratégicas para modulacdo, visando redirecionar o fluxo metabolico em P. tricornutum

CCAP 1052/1A a produgao de EPA e FCX.

Rota metabélica Enzima E.C.
Alanina D-metionina-piruvato transaminase 2.6.1.41
Alanina alanina racemase 5.1.1.1
Clorofila geranilgeranil difosfato sintase 1.3.1.83
Piruvato 2-etilmalato sintase 2336
Piruvato acetil-CoA C-acetiltransferase 2.3.1.9
Piruvato hidroximetilglutaril-CoA liase 4.13.4
Piruvato 2-isopropilmalato sintase 2.33.13
Glioxilato isocitrato liase 4.1.3.1.
Glioxilato malato sintase 2339
Glioxilato palmitoil-CoA hidrolase 3.1.22
Glioxilato AG de cadeia longa-CoA ligase 6.2.1.3
Glioxilato citrato (Si)-sintase 23311
Glioxilato

aconitato hidratase 42.1.3

E.C=nomenclatura de enzimas, cada nimero EC esta associado a um nome recomendado para a referida enzima.

1.2.2 Cultivos microalgais

Os cultivos microalgais foram mantidos em frascos Erlenmeyer contendo 500 mL de
meio de cultura f/2 (GUILLARD, 1975), formulado com &gua marinha natural filtrada e
autoclavada. A concentragio de células por frasco foi de 22 x 10° células/mL e foram cultivadas
em camaras de cultivo a 21°C, com ciclo de luz de 12 h e irradiancia de 60 pmol photons m s
"I fornecida por 1dmpadas fluorescentes (36 w). A agitagdo dos cultivos foi proporcionada por
injecdo constante de ar atmosférico. Aliquotas foram coletadas no primeiro, quinto e sexto dia
de cultivos (final fase log) para contagem de células em camara de Neubauer. Seguindo os
estudos de biologia de sistemas, os cultivos foram realizados conforme capitulo IV até o quinto
dia, onde entdo os inibidores foram adicionados aos cultivos, de modo a aplicar as estratégias
de engenharia metabolica. No final do experimento (6° dia de cultivo), as culturas celulares
foram coletadas, centrifugadas (2276 xG, 9 min) e o sobrenadante descartado. A biomassa
coletada foi dessalinizada, lavando-a rapidamente com solu¢do de formiato de amonio 0,5M,
seguido de liofilizagdo (36 h; 0,001 mbar), a biomassa foi submetida a gravimetria e

posteriormente armazenada a -80°C até a extragdo dos compostos de interesse.
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1.2.3 Rendimento e produtividade dos cultivos

Os célculos de produtividade, rendimento do produto, € o rendimento de biomassa dos

cultivos foram calculados segundo as equagoes 1, 2 e 3, respectivamente.

1 - Equacio produtividade (Eq. 1):
P=M/V*D

Onde:

P = Produtividade de lipidios (g /L. dia)

M = Biomassa seca coletada do cultivo (g)

V = Volume (L)

D = Tempo (dias)

2 - Equacio rendimento lipidico por mg de biomassa (Eq. 2):

RP=M1/M2

Onde:
RP = Rendimento do produto
M1=massa de lipidio extraido

M2 = massa biomassa utilizada na extracao

3 - Equacao rendimento por cultivo (Eq. 3):

RB= RP*MF

Onde:
RB = rendimento lipidico
RP = rendimento do produto

MF = massa por cultivo
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1.2.4 Qualificacdo e quantificacdo do perfil de acidos graxos

Para a andlise dos 4cidos graxos, os lipidios foram extraidos segundo protocolo de Bligh
and Dyer (1959) seguindo o direcionamento do teste de protocolo realizado no capitulo II. Apds
a extracdo da fracgdo lipidica, uma aliquota foi coletada, e os ésteres metilicos dos acidos graxos
foram obtidos de acordo com O’Fallon (2007). Os ésteres metilicos foram injetados (1,0 pL)
em cromatografo liquido/gas (Agilent 7890B), equipado com injetor automatico a 240 °C,
coluna CP 7487 e detector FID (300 °C). Para a cromatografia dos derivados metilados de
acidos graxos, a coluna foi termostatizada da seguinte forma: 120 °C, seguida da elevagdo para
186 °C (3 °C / min, 5 min) e posteriormente para 230 °C (3 °C / min) até o final de a andlise.
Utilizou-se um fluxo de 2,5 mL/min de gas carreador (He) e um split de injecdo de 1:40,
resultando em sensibilidade adequada para identificacdo e quantificagdo dos analitos. A
composicao de 4cidos graxos foi determinada comparando os tempos de retengdo dos analitos
com os padrdes analiticos de 4cidos graxos da mistura de FAMES Supelco TM C37 FAME
Mix (47885-U, Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha). FAMES de o6leo de algas foram
quantificados em relacdo ao padrdo interno, o &cido tricosandico (23:0, 47885-U, Sigma-
Aldrich, Madrid, Espanha). A quantificagdo do metabolito foi baseada em curva padrao do
padrio interno em hexano (1-15 mg mL'; R> = 098). A quantificacdio considerou a
normalizacdo da area do pico de interesse, sendo os valores expressos em mg / mL para o EPA
e em porcentagem para os demais acidos graxos poli-insaturados identificados na matriz

bioquimica.

1.2.5 Quantificacio da fucoxantina por cromatografia liquida

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para quantificagao de FCX
no extrato de P. tricornutum CCAP 1052/1A. Uma amostra de 20 mg de biomassa liofilizada
foi adicionada de 4 mL de metanol, seguido de maceracao (1 min, ultraturrax) e incubagao em
auséncia de luz por 1 h. Uma aliquota de cada amostra do extrato metanélico (10 puL, n = 3) foi
injetada em um cromatografo liquido (Shimadzu LC-10 A), equipado com uma coluna de fase
reversa C18 (Vydac 218TP54, 250 mm x 4,6 mm, + 5 pm, 40°C), protegido por uma coluna de
protecdo de fase reversa C18 (Vydac 218GK54, + 5 pm) e um detector UV-vis (450 nm). A
eluicio foi realizada com MeOH/CH>CN (90: 10, v/ v) a uma taxa de fluxo de 1 mL min™!. A
identificacao da fucoxantina foi realizada utilizando seu tempo de retenc¢ao e co-cromatografia

do padrao analitico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A quantificacdo do metabolito foi
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baseada em curva padrio da fucoxantina (1-25 pg mL™!; y = 0,0513x; R? = 0,999). As leituras

foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos em g/mg em matéria seca.

1.2.6 Analise de dados

Os dados de concentragdo dos compostos de interesse foram coletados, sumarizados e
submetidos ao teste-f com ajuste, usando o método Bonferroni para os dados de EPA, e analise
de variancia (ANOVA) precedida de pds-hoc Tukey para os dados de FCX. Dados de
produtividade foram calculados segundo a fung¢do 1 abaixo. Os resultados foram considerados
significativos com p < 0,05 e as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se scripts em

linguagem R (v.4.1.1).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Inibidores enzimaticos

A busca na base de dados BRENDA com posterior selecdo de inibidores mais
promissores resultou em 14 estratégias de engenharia metabolica (Tabela 2). As estratégias
selecionadas foram direcionadas as vias do piruvato e glioxilato. A via da alanina, que também
demonstrou potencial nas analises de biologia de sistemas, ndo apresentou nenhum inibidor
com as caracteristicas pré-selecionadas por serem todos farmacos, ndo cumprindo assim o
critério de baixa toxicidade ao ambiente aquatico. Sendo assim, todas as estratégias de
engenharia metabolica geradas sdo direcionadas a distribui¢@o otimizada dos fluxos de carbono
inibindo quatro diferentes enzimas das vias do piruvato e do glioxilato.

Dentre as quatro enzimas selecionadas a inibicdo, duas delas relacionam-se a via do
piruvato. As enzimas 2-isopropilmalato sintase e a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase
participam de reagdes ao final da via do piruvato e suas supressdes podem resultar em maior
disponibilidade de acetil-CoA ao metabolismo, sendo testadas quatro estratégias com este
objetivo. De forma similar, isocitrato liase e a aconitato hidratase foram as enzimas selecionadas
e relacionadas a via do glioxilato. A aconitato hidratase ndo foi apontada no estudo de biologia
de sistemas. No entanto, diversos trabalhos indicam a uréia como um inibidor da enzima em
questao e potencial indutor de ganho de biomassa (ALLEN et al, 2006; BAUER et al., 2018;
LEVITAN et al,, 2015; OBATA et al., 2013; REES; BEKHEET, 1982; REMMERS et al.,
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2018). Como tal enzima faz parte da via de interesse, optou-se por inserir a suplementagdo de
uréia nos experimentos. A enzima com maior nimero de inibidores identificados foi a isocitrato
liase, possibilitando testar nove estratégias de redirecionamento metabolico. De interesse,

ressalta-se que esta enzima ¢ especifica a regulagdo da via do glioxilato.

Tabela 2 — Inibidores enzimaticos escolhidos para estudos nos cultivos de P. tricornutum

CCAP 1052/1A, com suas respectivas enzimas alvo e a rota metabdlica a qual pertencem as

enzimas.
Inibidor 1D Formula Enzima alvo Rota Concentracao
Cloreto de magnésio 1 MgCl, 2-isopropilmalato sintase Piruvato 20 uM
Cloreto de manganés 2 MnCl, 2-isopropilmalato sintase Piruvato 20 uM
Cloreto de cadmio 3 CdCl, isocitrato liase Glioxilato 1,5 uM
Pirocatequina 4 CeHeO, isocitrato liase Glioxilato 3,0 uM
Cloreto de cobalto 5 CoCl, isocitrato liase Glioxilato 1,1uM
Nitrato de cobalto 6 Co(NOs), isocitrato liase Glioxilato 100 uM
Oxalato de aménio 7 (NH2),C204 isocitrato liase Glioxilato 0,5 uM
Oxalato de aménio 8 (NH3),C,04 isocitrato liase Glioxilato 5,0 uM
Sulfato de zinco 9 ZnSO, isocitrato liase Glioxilato 1,5 uM
Sulfato de aménio 10 (NH.):SOs isocitrato liase Glioxilato 0,5 uM
Sulfato de aménio 11 (NH:)SOs isocitrato liase Glioxilato 5,0 uM
Quercetina 12 CisHi007 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase  Piruvato 0,1 uM
Quercetina 13 CisH1007 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase  Piruvato 0,5 uM
Uréia 14 (NH»).CO aconitato hidratase Glyoxylato 10 pM

1.3.2 Engenharia metaboélica aplicada a biorrefinaria de P. tricornutum CCAP
1052/1A

Os experimentos de engenharia metabolica foram realizados em bateladas de forma a
direcionar a escolha dos inibidores com melhores resultados. Na primeira fase de experimentos
foram aplicados 14 inibidores (n = 2). Foi possivel verificar a toxicidade na adi¢do de
pirocatequina (CsHeO2) e de cloreto de cobalto (CoCly), ocasionando aglutinagdo das células de
forma imediata a adicdo dos inibidores (Figura 1 - frascos 4 ¢ 5) aos cultivos. Estudos de
toxicidade indicam que apesar do cobalto ser um metal essencial que atua diretamente na
clorofila P680, em altas concentragdes (>2,5 ppp Co") se mostra toxico para organismos
aquaticos, interferindo na assimilagdo do oxigénio (O2) (EL-SHEEKH et al., 2003;
LUSTIGMAN; LEE; WEISS-MAGASIC, 1995). No entanto, a espécie P. tricornutum ¢

reconhecida por possuir alta tolerancia a metais pesados e trabalhos anteriores relatam até
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mesmo um efeito estimulador do cobalto sobre taxa de crescimento celular durante as fases
exponencial e estaciondria (HORVATIC; PERSIC, 2007). Neste trabalho, os cultivos com este
composto em forma de cloreto evidenciaram morte celular em menos de 3 h, na concentracao
de 1,1 uM.

O perfil de acidos graxos insaturados e os teores de acidos graxos saturados, insaturados,
monoinsaturados e poli-insaturados sdo mostrados na Tabela 3. O perfil de acidos graxos
saturados pode ser visto com maior detalhe no capitulo anterior. A andlise de cromatografia
gasosa mostrou o aumento no teor de acidos graxos saturados em rela¢do ao controle, sendo o
mais expressivo (acima de 7%) observado nos cultivos elicitados com cloreto de manganés
(124,49%), cloreto de cadmio (111,43%), pirocatequina (120,16%), oxalato de amoénio 0,5uM
(111%) e ureia (17,02%). Estes aumentos na porcentagem de 4cidos graxos saturados
demonstram que estes inibidores ndo cumprem com os objetivos propostos neste trabalho. Os
inibidores com maior potencial em relagdo a este parametro, com redugdo dos acidos graxos
saturados no perfil lipidico, foram o cloreto de magnésio (SuM), a quercetina (0,5uM) e o

oxalato de amonio (S5uM).

Figura 1- Cultivos in vitro de P. tricornutum CCAP 1052/1A no 5° dia de cultivo apos a

adi¢do dos inibidores enziméaticos. Os nimeros representam a identifica¢do (ID) segundo

tabela 2.
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Tabela 3 — Perfil de dcidos graxos insaturados e somatorio de acidos graxos saturados (SAT), insaturados (INSAT) monossaturados (MUFAS) e
poli-insaturados (PUFAS) de P. tricornutum CCAP 1052/1A em cultivo de 6 dias, com a adi¢ao de inibidores enziméaticos no 5° dia. Os valores
(%) sdo apresentados como média de duas leituras da amostra de dois cultivos independentes por andlise de cromatografia em fase gasosa (FID).

) Cloreto Cloreto Cloreto Pirocate- Cloreto Nitrato Oxalato  Oxalato Sulfato Sulfato Sulfato

Acido Controle de' . de A 'de . quina de de dAe . dAe . .de dAe . dAe . Quercetina  Quercetina Uréia
) graxo magnésio manganeés cadmio 3uM cobalto cobalto amonio amonio zinco amonio amonio 0,1pM 0,51M 10 pM
insaturado 20 pM 20 pM 1,5 uM 1,1 uM 100 pM 0,5uM SuM 1,5 uM 0,5uM S5uM
Cl4:1 0,00 0,00 0,69 0,36 0,00 0,41 0,00 0,41 0,02 0,02 0,10 0,06 0,01 0,02 0,47
Cl15:1 1,57 1,86 3,01 291 2,86 0,00 1,30 1,82 1,70 0,97 1,41 1,31 2,27 1,54 2,06
Cle:l 16,42 14,23 8,27 11,77 5,20 12,26 16,49 10,88 17,34 15,24 19,53 15,73 14,62 15,48 7,51
Cl6:2 0,11 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,17 0,32 0,10 0,14 0,12 0,23 5,38
C17:1 3,07 3,04 1,57 2,18 2,27 2,62 3,13 2,48 3,15 291 3,59 2,84 3,06 3,08 2,95
C18:1 11,88 11,82 7,27 11,09 13,77 13,16 11,52 10,56 11,81 12,62 14,53 11,87 12,28 12,14 9,69
C18:2 1,53 1,67 1,22 5,09 4,74 3,74 1,49 1,35 1,47 1,51 1,75 1,65 1,84 1,78 1,02
Cl16:3 0,68 0,72 0,05 0,21 0,00 0,47 0,74 0,64 0,69 0,89 0,87 0,76 0,76 0,81 0,35
C18:3 0,22 0,23 0,00 0,22 0,07 0,06 0,04 0,42 0,28 0,03 0,25 0,23 0,42 0,29 0,14
C18:4 0,19 0,20 0,00 0,00 0,02 0,01 0,19 0,00 0,21 0,00 0,10 0,17 0,22 0,18 0,08
C22:1 0,37 0,42 0,00 0,00 0,00 0,04 0,03 0,45 0,42 0,42 0,51 0,48 0,45 0,48 0,29
C20:4 0,21 0,01 0,03 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,12 0,00 0,13 0,20 0,45 0,21 0,64
C20:5 28,96 31,10 15,47 21,89 11,50 25,14 28,47 24,37 28,50 27,48 16,84 28,62 27,89 29,59 23,35
C22:6 1,42 1,39 0,00 1,03 0,13 1,64 1,38 1,09 1,38 1,36 1,50 1,47 1,39 1,51 1,22
SAT 27,18 27,14 51,67 38,61 47,34 29,57 29,15 38,18 25,93 28,66 31,12 28,46 27,18 25,81 34,21
INSAT 66,62 66,66 37,59 56,74 40,59 59,54 64,82 54,76 67,36 63,78 61,27 65,60 66,08 67,33 55,54
MUFAS 33,30 31,36 20,81 28,30 24,10 28,49 32,47 26,60 34,50 32,19 39,67 32,29 32,91 32,73 23,22
PUFAS 33,32 35,30 16,78 28,43 16,49 31,05 32,35 28,16 32,86 31,59 21,60 33,31 33,17 34,60 32,32
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O perfil de acidos graxos insaturados e o somatério dos teores de MUFAS (4cidos
graxos monoinsaturados) e PUFAS (4&cidos graxos poli-insaturados) sdo um indicativo da
efetividade das estratégias de engenharia metabolica adotadas a producao de EPA. A adicao de
cloreto de magnésio, oxalato de amoénio (5 uM) e quercetina (0,5 uM) proporcionaram aumento
no teor de acidos graxos insaturados totais em relacdo ao controle (Tabela 3). No entanto,
cloreto de magnésio e quercetina (0,5 uM) aumentaram a sua porcentagem de PUFAS em
1,98% e 1,28%, respectivamente, enquanto a suplementacao do meio de cultura com oxalato
de amonio (0,5 uM) aumentou a concentragdo de MUFAS. A mesma tendéncia foi detectada
quando se direciona a analise a porcentagem de EPA por extrac¢do, onde os cultivos com adi¢ao
de cloreto de magnésio e quercetina a 0,5 uM apresentaram os teores algo superiores daquele
metabolito (i.e., 31,10% e 29,50%, respectivamente), em relacdo ao controle (28,96%). Os
dados de quantificacdo de EPA foram submetidos ao teste-t de Bonferroni, de modo a verificar
se os teores de EPA foram afetados pelos inibidores em relagdo ao controle (Tabela 4). A analise
apontou um efeito positivo com a elicitagao dos cultivos com sulfato de amonio a 5 uM e nitrato
de cobalto, para além dos inibidores j& pontuados, i.e., cloreto de magnésio e quercetina a 0,5
uM.

Dados de produtividade, i.e., g/L™! de biomassa por dia também sio considerados um
fator importante na tomada de decisdo em sistemas produtivos (Figura 2). Os cultivos controle
apresentaram valores médios de 2,14 g/L°!, muito proximo ao encontrado na literatura para a
espécie no sexto dia de cultivo (RODOLFI et al., 2017). Os inibidores que aumentaram a
produtividade de biomassa foram cloreto de caddmio, cloreto de cobalto, sulfato de zinco e ureia.
O oxalato de amonio (0,5 pM) se destacou, com incremento de 3,8x na produgdo de biomassa
em relagdo ao controle. No entanto, sabe-se que uma maior producdo de biomassa nao
necessariamente aumenta o rendimento lipidico, visto que o ganho observado pode ser
direcionado a producdo de outras classes de metabdlitos, podendo inclusive penalizar a
producao de lipidios, redirecionando o metabolismo a multiplicagdo celular.

Diante do exposto, dentre os 14 inibidores testados, oito deles foram selecionados como
potenciais a otimizagdo do cultivo, de modo a calcular também o rendimento lipidico final por
gravimetria. Sendo assim, os inibidores selecionados pelo perfil de 4cidos graxos insaturados
foram cloreto de magnésio, quercetina e oxalato de amonio. A quercetina e o oxalato de amdnio
foram testados nas duas concentragdes propostas inicialmente, para verificar a efetividade da
dose na resposta do rendimento lipidico. Foram também considerados os inibidores sulfato de
amonio e nitrato de cobalto, com o objetivo de compreender melhor o efeito destes compostos

sobre a producao lipidica microalgal, visto que o primeiro ¢ um forte candidato ao incremento
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na producdo de FCX. No que tange ao nitrato de cobalto, apesar de gerar morte celular, a
elicitagcdo dos cultivos com a forma nitrogenada do sal de cobalto proporcionou altos niveis de
biossintes de EPA e o aumento da pigmentagao no cultivo, o que pode significar maior produgao

de FCX (Figura 1).

Figura 2 — Produtividade de biomassa celular (g/L por dia) dos cultivos de P. tricornutum

CCAP 1052/1A calculados pela razao de biomassa em relagao ao produto do volume vs

tempo.
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O rendimento lipidico dos cultivos que leva em consideracdo a produgdo de biomassa
e dos dados de gravimetria do dleo extraido permite um melhor entendimento das estratégias
de aumento de concentracdo de lipidios por grama de biomassa seca, considerando-se a
produtividade do cultivo (Figura 3). O valor do rendimento lipidico total calculado com
referéncia a biomassa gerada se mostra mais efetivo quando vislumbrada a otimiza¢do de um
processo, pois amplia a compreensdo do aumento de rendimento por cultivos, ja que a densidade
celular ndo necessariamente ¢ acompanhada na mesma propor¢ao do peso da biomassa seca, ou
ainda da sintese dos compostos de interesse. Sendo assim, o rendimento proporcional a

produtividade do cultivo ¢ o parametro que elencamos como prioritario nas analises posteriores.
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Figura 3 — Biomassa total (g/L, barras cinzas) e teor de lipidios totais (%) de cultivos de P.
tricornutum CCAP 1052/1A. Os valores de rendimento relativos a biomassa da extragdo sao
apresentados em linha cinza tracejada, enquanto o rendimento total de lipidios por cultivo ¢
indicado em linha preta, com os valores em destaque. Eixo y representa o total de lipidios em
porcentagem (%) e g/L quando consideradas as barras cinzas.
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As analises de rendimento lipidico do cultivo (linha tracejada) mostraram incrementos
de valores para os inibidores cloreto de magnésio (T+2%) e quercetina a 0,1 uM (T 13%) e se
mostraram efetivos no redirecionamento do metabolismo a producdo de lipidios totais. A
quercetina (0,1 pM) se mostrou mais efetiva no rendimento lipidico final nos cultivos,
considerando que o cloreto de magnésio apresentou uma alta produtividade de biomassa que
resultou em maior rendimento por cultivo. A despeito do alto rendimento em biomassa seca
com a elicitacdo dos cultivos com oxalato de amoénio (0,5 uM), estes apresentaram baixo
rendimento lipidico por extragdo, o que influenciou nos baixos valores de rendimento lipidico
(3,4%) por cultivo observados. No entanto, quando analisado o valor absoluto de rendimento
lipidico (i.e., 8 mg lipidios/L cultivo) daquele sal de amonio em relag@o aos efeitos observados

com quercetina e cloreto de magnésio (3 mg lipidios/L cultivo), constata-se sua superioridade
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na inducdo metabodlica daquela classe de compostos. Esta regulacdo negativa do teor total de
lipidios tem sido relacionada a alta taxa de crescimento celular (ALIPANAH et al., 2015), mas

tal aspecto requer estudos mais detalhados no que se refere ao modelo bioldgico em estudo.

Tabela 4 — Percentual de EPA nos cultivos de P. tricornutum CCAP 1052/1A com a adi¢ao
dos inibidores enzimaticos. Em negrito sdo destacados os resultados sem diferenca estatistica

em relagdo ao controle teste-t pareado, com ajuste de método Bonferroni (p>0,05).

Inibidor EPA mg/g BS P-valor
Controle 1,44

Cloreto de magnésio 1,63 3,7e-11
Cloreto de cadmio 0,11 1,6e-10
Nitrato de cobalto 2,08 2,6e-11
Cloreto de cobalto 0,89 1,9¢-09
Pirocatequina 0,93 0,87194
Oxalato de amoénio 0,5uM 0,42 3,6e-10
Oxalato de amoénio 5uM 1,55 2,5e-05
Sulfato de zinco 1,07 1,0e-07
Sulfato amoénio 0,5uM 1,12 0,11561
Sulfato de amonio SuM 1,13 1,8¢-07
Quercetina 0,1uM 1,70 6,8e-006
Quercetina 0,5uM 1,99 3,7e-05
Uréia 1,13 0,00243
Cloreto de maganés 1,20 1,00000

A produgdo de EPA/g de biomassa e os valores p associados aquela variavel resultantes
do teste- pareado com ajuste de método Bonferroni sdo apresentados na Tabela 4. Os maiores
valores resultaram da elicitagdo dos cultivos com cloreto de magnésio (1,63 mg/g), oxalato de
amoénio 5 uM (1,55 mg/g) e quercetina nas duas concentracoes testadas (1,99 e 1,70 mg/g),
comparativametne ao controle (1,44 mg/g). O nitrato de cobalto apresentou valores altos para
EPA, mas reduziu a produtividade do cultivo em 0,83 g/L ao dia, representando uma redugdo
de 62% da biomassa/L/dia, ndo sendo considerada estratégia efetiva e, provavelmente,
resultante da toxicidez daquele elemento as células de P. tricornutum. De outra forma, cloreto
de magnésio, oxalato de amonio e quercetina demonstraram efetividade a producao de EPA.

Ao analisar os dados de concentragdo de carotenoides em relagdo a biomassa
microalgal, os inibidores com maior rendimento foram a quercetina 0,1 uM (1*54%), oxalato
de amonio 0,5 uM (1M26%) e a quercetina 0,5 uM (1M4%) (Figura 4). Este ultimo inibidor

mostrou-se mais efetivo no aumento dos teores de FCX, com incremento de 0,7 mg/g BS em
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relacdo ao controle, na concentragdo mais baixa do inibidor, enquanto a concentra¢do mais alta
ndo diferiu estatisticamente. O oxalato de amdnio também aumentou a concentragao de FCX e
como induziu alta produtividade de biomassa, também ¢ indicado para a elicitacdo celular,

visando o aumento da producao de FCX nos cultivos de P. tricornutum CCAP 1052/1A.

Figura 4 — Conteudo de fucoxantina (mg/g BS) em células de P. tricornutum CCAP 1052/1A
ao 6° dia de cultivo em meio de cultura f/2, com adicao dos inibidores enzimaticos no 5° dia.
Os valores representam a média de duas amostras independentes. Letras distintas indicam
diferengas significativas entre os dias (ANOVA, teste post hoc de Tukey, onde p <0,05).
Dados referentes a duas bateladas e, portanto, o controle 1 € relacionado ao cloreto de
magnésio, sulfato de amonio e nitrato de cobalto. Por sua vez, o controle 2 relaciona-se aos

dados de cultivos a sua direita, i.e., quercetina e oxalato de amonio em suas duas

concentracoes.
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1.3.3 Rendimento e produtividade final de EPA e FCX

A efetividade do rendimento na producdo de EPA e FCX devem levar em consideracao
os valores relativos a concentracao do composto por biomassa e seu rendimento em relacao a
produtividade do cultivo, ou seja, a concentracdo do composto em relagdo ao seu rendimento
nos cultivos microalgais. Os inibidores que demonstraram resultados efetivos na producao de
EPA e FCX foram a quercetina (0,1 uM), o oxalato de amonio (0,5 uM) e o cloreto de magnésio
(20 uM) (Tabela 5). O cloreto de magnésio aumentou moderadamente o contetido de EPA,
porém induziu uma reducao de produtividade e teor de FCX, sendo considerado como uma
opcdo apenas quando vislumbrada a producdo de acidos graxos isoladamente, fugindo do
contexto de biorrefinaria. O oxalato de amonio suplementado ao meio de cultura em baixas
concentragdes (0,5 uM) nao resultou em valores aumentados dos compostos de interesse, no
entanto, o incremento de produtividade em biomassa observado lhe conferiu alto rendimento
ao final do cultivo. A quercetina apresentou valores apreciaveis de FCX e EPA em sua menor
concentragdo molar, mostrando-se o inibidor mais efetivo na otimizagdo do rendimento de

cultivo.

Tabela S — Efeito dos principais inibidores enzimaticos no conteido de EPA e de FCX, em
relacdo a producdo de biomassa seca (mg/g BS), rendimento por litro de cultivo (mg/L),
produtividade total de biomassa ao 6° dia (g./L) e rendimento final dos compostos alvo por

litro de cultivo.

Rend. Rend.

Produtividade  Biomassa [ ] EPA EPA [1 FCX FCX
Inibidor g.L! dia Total mg/g BS mg/L mg/g BS mg/L
Controle 2,14 0,24 1,44+0,06 0,26 6,77+0,24 1,67
Cloreto de magnésio
20uM 2,07 0,36 1,62+0,03 0,28 4,64+0,58 1,70
Controle 2,14 0,24 1,44+0,06 0,26 4,85+0,17 1,04
Oxalato de amonio
0,5uM 8,25 0,23 0,42+0,07 0,29 6,12+0,68 1,44
Oxalato de aménio 5uM 1,99 0,78 1,55+0,51 0,26 2,42+0,16 1,90
Quercetina 0,1uM 1,75 0,22 1,98+0,56 0,29 7,47+0,22 1,69
Quercetina 0,5uM 1,90 0,20 1,7040,05 0,27 5,04+0,20 1,03

O oxalato de aménio (0,5 uM) se mostrou mais efetivo no aumento da produtividade do

cultivo (Figuras 2 e 3). Aquele elicitor na concentracdao de 0,5 pM aumentou a produtividade
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em 6.11 g. L! dia, em relagdo ao controle. Em contrapartida, a concentracio de EPA e FCX
por mg de biomassa foi mais baixa em comparagdo a quercetina e cloreto de magnésio. No
entanto, o rendimento destes compostos em relagdo a producao do cultivo (L) evidenciou
ganhos de 11,5% (EPA) e 38,4% (FCX), representando um aumento no valor total de
rendimento em cada litro de cultivo (Tabela 5). O valor gasto em oxalato de amonio por litro
de cultivo é de R$ 0,06 ¢, sendo assim, tem-se uma elevacdo reduzida no custo dos cultivos
com a adi¢cdo daquele inibidor, tendo em conta os valores do EPA ¢ FCX. Assim, entende-se
ser o oxalato de amonio o melhor elicitor a otimizagdao da produtividade em biomassa para o
processo de biorrefinaria de P. tricornutum CCAP 1052/1A.

Os altos rendimentos de cultivos suplementados com oxalato de amoénio podem ser
relacionados ao fato da capacidade da espécie em assimilar o amonio como fonte nitrogenada
primdria. Evidéncias indicam que o genoma de P. tricornutum apresenta 5% de origem
bacteriana bem conservados, sendo muitos deles envolvidos no metabolismo do nitrogénio
(ALLEN et al., 2006; BOWLER et al., 2008). Esses genes adicionais podem ser responsaveis
por sua capacidade de utilizar o0 NH4+" como fonte de nitrogénio, aumentando sua taxa de
crescimento, embora aparentemente exija mudangas metabolicas. De fato, o transcriptoma da
espécie quando exposto aquela forma de nitrogénio reduzido inibiu a nitrato redutase e,
consequentemente, a assimilacdo de NOz~ (ORBORN E HOOK, 2013). A resposta
transcriptomica da espécie frente a adigdo de NH4" alterou 545 transcritos, principalmente os
relacionados a absorc¢ao de ferro, glutamina sintetase e transportadores de nitrato. A lista de
genes elicitados pela adi¢do do ion NH4" apresentou maior niimero de transcritos envolvidos
na tradugdo e processos metabolicos de proteina celular. Como consequéncia do aumento dos
processos relacionados a proteina celular, observou-se aumento da taxa de crescimento do
cultivo.

O processo de assimilagdio de nitrogénio pela célula ¢ altamente -custoso
energeticamente, sendo a preferéncia dada ao fon NH4", uma forma de reduzir gastos
energéticos celulares. A assimilacdo de NO3™ e sua conversdo em NO;™ demanda o gasto de 2
elétrons e a conversdo de NO»” em NHy4' utilizard mais 6 elétrons, que por fim requerera 2
elétrons e 1 ATP para a formagao de glutamato (BLOOM et al., 1992). A exigéncia energética
da assimila¢dao do amdnio € menor em relagdo ao nitrato, em razao do primeiro ndo precisar ser
reduzido para sua incorporagao em aminoacidos (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

O oxalato de amodnio a 0,5 pM foi extremamente efetivo no incremento da produtividade
de P. tricornutum CCAP 1052/1A, mas quando utilizado na concentra¢do de 5 uM causou

redugdo da produtividade de biomassa em peso seco em relagdo ao controle. Isso se deve pelo
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fato de altas concentracdes serem consideradas toxicas as células microalgais, pois direcionam
o metabolismo a acumula¢do de NH4" livre, interferindo na taxa de crescimento do cultivo
(BREDEMEIER e MUNDSTOCK, 2000).

O cloreto de magnésio aumentou a biossintese de EPA e a FCX nos cultivos. Sua adi¢ao
proporcionou maiores valores de FCX (1,7 mg/L) comparado ao controle, i.e. 1,67 mg/L, e
também aumentou o conteudo de EPA de 0,28 mg/L, em comparacao a 0,26 mg/L do controle.
Apesar destes aumentos aparentemente baixos, levando-se em conta a escalabilidade do
processo € o baixo valor requerido a adig@o de cloreto de magnésio aos cultivos (R$ 0,57 /L), a
estratégia pode ser considerada promissora, visto que aumentou os teores dos dois compostos
de interesse, tipicamente no contexto proposto a biorrefinarias.

Alguns trabalhos mostram o aumento da produtividade lipidica e alteragcdes no perfil de
acidos graxos em espécies de microalgas sob estresse salino. Testes com suplementacdo de
magnésio em Chlorella vulgaris demonstraram um aumento de até 2X da produtividade lipidica
frente a elicitagdo por este composto (GORAIN et al., 2013). Evidéncias apontam que a
suplementagdo de Mg ao cultivo aumentaria a biomassa celular, pois a clorofila tem no ion
magnésio o elemento de coordenacdo do nucleo porfirinico de sua estrutura molecular. Como
esperado, P. tricornutum CCAP 1052/1A aumentou sua produtividade relacionada a biomassa
produzida de 0,24 mg/L no controle para 0,36 mg/L com a adigao de MgCl,. Em confluéncia
ao aumento da produtividade da biomassa do cultivo, seu rendimento lipidico também foi
superior, elevando-se de 0,02 para 0,03 g de lipidios/g de biomassa. Estes valores representam
uma elevacdo da biossintese de EPA pelo cultivo celular, a qual foi incrementado com a
elicitacdo com MgCl: (i.e., 0,35 g EPA/L — 0,59 g EPA/L). O aumento representa 68% a mais
de EPA por litro, demonstrando assim ser efetivo a engenharia metabolica da espécie.

A quercetina nas concentracdes mais baixas (0,5 uM) se mostrou mais efetiva no
aumento do rendimento do cultivo apresentando uma biomassa rica em EPA e FCX (Figura 4).
Na concentragdo de 0,1 uM aquele flavonoide propiciou ganhos de 0.65 mg/L e 0.02 mg/L em
FCX e EPA, respectivamente, representando um aumento no valor total de rendimento para
cada litro de cultivo (Tabela 5). O custo estimado da adi¢ao de quercetina por litro de cultivo €
R$ 0,05, indicando ser o melhor inibidor & otimizagdo do processo de biorrefinaria visando a

otimizagdo das biossinteses de EPA e FCX.



130

Figura 5 — Rendimentos (mg/L) dos cultivos de P. tricornutum CCAP 1052/1A em relagdo a
biossintese de EPA ¢ FCX ao 6° dia de cultivo, em meio de cultura /2, com a adigdo dos

inibidores enzimaticos ao 5° dia.
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A quercetina ¢ um flavonoide conhecido por diminuir as espécies reativas de oxigénio
(ROS) e o estresse oxidativo, além de inibir a xantina oxidase e a peroxidacao lipidica, exibindo
atividade de eliminagdo de radicais livres (JOHNSON; LOO, 2000; SILVA et al., 1998). A
adicao deste composto antioxidante no meio de cultura pode resultar na supressao de reagdes
de radicais livres que participam da foto-oxidagdo dos carotenoides (TAKAHAMA, 1984), ja
que a acdo da quercetina frente espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em comparagdo com
outros carotenoides ¢ mais efetiva. Quando comparado o poder de reacdo perante os radicais
livres da quercetina e da FCX, o composto fenolico foi mais efetivo, apresentando valores de
eliminagdo do radical peroxil (ROO") de 0,84, do radical hidroxil (HO") em 1,42, do 4cido
hipocloroso (HOCI) em 5,63 e de peroxinitrito (ONOO") em 0,97. FCX mostrou valores
inferiores de eliminagdo dos radicais ROO- (0,43), HO™ (1,18), enquanto nenhum efeito foi
detectado ao radical ONOO", sendo, contudo, mais eficiente na eliminagdo do acido hipocloroso
(6,26). Tais efeitos da quercetina contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pode estar
influenciando positivamente o acimulo de FCX e EPA, ja que compostos oxidantes iniciam

reacgoes de radicais que ocorrem em regides lipofilicas no estagio inicial da fotodegradacao da
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FCX, com a formagao de hidroperdxidos lipidicos que continuam a atacar os acidos graxos
poli-insaturados vizinhos gerando produtos volateis resultantes da oxidagdo lipidica
(RODRIGUES etal.,2012; LIU et al., 2021). Os 4cidos graxos poli-insaturados gerados reagem
com a molécula de quercetina formando ésteres de DHA e EPA e estudos iniciais indicam que
essa alteragdo aumenta o seu poder antioxidante, mas ndo apresenta aumento significativo do
teor de EPA (ZHANG et al., 2021; LIU et al., 2021). Estes achados sugerem que para além do
redirecionamento do metabolismo frente a inibi¢do de vias, a pentahidroxiflavona quercetina
também ¢ indicada quando se objetiva um ambiente favoravel a manutencdo das moléculas
sintetizadas, i.e., estabilidade.

A estratégia deste trabalho visou a quercetina pela acdo inibitdria da enzima formadora
de corpos cetdnicos, i.e., hidroximetilglutaril-CoA liase, que compete pelo acetil-CoA
proveniente do Piruvato para a sintese de 4cidos graxos. A hipdtese testada no presente trabalho
¢ que a inibi¢do desta enzima resultara em maior conteudo de acetil-CoA disponivel a formagao
lipidica. Para além deste fato, a formagao de corpos cetonicos ¢é resultado dos produtos da
transformagdo de lipidios em glicose. Com a inibi¢do desta enzima espera-se uma redu¢do na
degradagdo de moléculas lipidicas para obtencao de substrato para a via formadora de corpos
cetonicos. O que se pode perceber pelos resultados do presente trabalho ¢ o aumento da
concentracdo de EPA por biomassa (137,5%), as expensas de menor produtividade em
biomassa dos cultivos comparativamente ao controle, o que afetou o rendimento de EPA (17%).
O impacto na produtividade do cultivo pode ser associado a inibia¢do da atividade da PEPc pela
quercetina, reduzindo a taxa liquida de evolugdo de oxigénio e, desta maneira, prejudicando a
fixacdo de glucose pela célula (McGINN e MOREL, 2008). Os flavonoides afetam de maneiras
diversas muitos sistemas enzimaticos. A quercetina, em especifico, possui relatos de atividade
inibitoria como antagonista competitivo de quinases em enzimas com atividade fosforiladora,
principalmente as que utilizam adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) como
doadores de grupamento fosfato (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).
Os trabalhos que avaliam a acdo inibidora da quercetina em sistemas enzimaticos sao
atualmente voltados de forma mais frequente a alteragdo de lipidios no metabolismo humano,
diferindo em muito do organismo estudado, sendo dificil extrapolar os resultados aqui descritos
neste contexto.

Diante dos resultados promissores do oxalato de amoénio e quercetina frente ao aumento
da produtividade e dos biocompostos de interesse, foi desenhado um experimento com os dois
inibidores de modo a verificar se a aplicacdo dos dois poderia aumentar ainda mais a

produtividade e posteriormente o rendimento. A estratégia utilizada visou a aplicagao dos
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inibidores estrategicamente em dois momentos, onde inicialmente o oxalato de amonio foi
utilizado no dia 5 do cultivo para aumentar a produtividade, e no dia 6 foi adicionada quercetina
para gerar um ambiente antioxidante e protetor das moléculas de FCX ¢ EPA. No 7° dia de
cultivo as células foram coletadas, dessalinizadas e centrifugadas. Essa estratégia aumentou em
3,5% a concentragdo de FCX e em 1,08% da concentra¢do de EPA (Figura 6). A produtividade
de biomassa foi de 0,26 mg/L para os dois cultivos, inferindo que as 20h entre a adi¢do dos
inibidores oxalato e quercetina nao foi o suficiente para aumentar a produtividade do cultivo
significativamente, quando comparada a adi¢ao dos dois compostos separadamente. O cultivo
de duas etapas também ocorreu em 7 dias o que, segundo as analises do metaboloma descritas
no capitulo IV, ndo constitui o tempo de cultivo mais favoravel ao incremento dos compostos
de interesse. Sendo assim, entende-se que o mix de inibidores ndo se mostrou efetivo nesta
conformacgdo estratégica com desenho experimental de 7 dias, onde apenas a insercdo da
quercetina ja se mostra mais efetiva sem os gastos adicionais com o oxalato de amonio. A
estratégia se mostra mais latente se a adicdo do oxalato de amdnio for realizada no dia 1 do

cultivo, dando maior tempo de adaptagao ao composto para melhor redirecionar o metabolismo.

Figura 6 — Rendimentos (mg/g) de P. tricornutum CCAP 1052/1A em relacdo a biossintese
de EPA e FCX no 7° dia de cultivo em meio de cultura /2, com adi¢dao de mix de inibidores
enzimaticos, i.e., quercetina e cloreto de magnésio, ao 5° e 6° dia.
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1.4 CONCLUSAO

As informagdes obtidas neste estudo sdao de alto valor para a industria de microalgas,

pois permitem o desenho de explora¢des industriais mais eficazes nas quais a produtividade
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desta espécie sera maximizada pela manipulagdo de suas condi¢des de cultivo sem a
necessidade de aplicacdo de engenharia genética. Dentre os 14 inibidores testados, a adi¢do de
cloreto de magnésio, oxalato de amonio e quercetina proporcionou aumento na produtividade,
teor de PUFAS e EPA e ainda do carotenoide FCX. Se os cultivos forem direcionados ao
incremento de biomassa, o ideal ¢ a suplementa¢do com oxalato de amonio, enquanto o aumento
do rendimento lipidico é conseguido com o cloreto de magnésio. Por sua vez, o aporte de
quercetina foi relevante no aumento principalmente de FCX e EPA, sendo o mais indicado para
os bioprocessos que visam a biorrefinaria. Estes resultados fornecem direcionamento relevante
para o melhor desenho de processos de producao de biocompostos em microalgas por meio da
manipulacdo das condi¢des de crescimento, sem a necessidade de submeté-las & manipulacao

da engenharia genética.
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CONCLUSOES FINAIS

O desenvolvimento da engenharia metabodlica aplicada as microalgas vem crescendo na
ultima década com o sequenciamento do genoma de algumas espécies modelo que facilitam os
estudos em biologia de sistemas e, assim, possibilitam o entendimento do metabolismo das
algas como um todo. A andlise de biologia de sistemas, juntamente com o aumento da
disponibilidade de bancos de dados e software de acesso aberto, permite mais precisamente a
descoberta de gargalos no metabolismo microalgal que podem servir como alvos para
engenharia metabdlica. Dentre as estratégias de engenharia metabolica em P. tricornutum,
aquelas que utilizam o conhecimento da biologia de sistemas e aplicam a engenharia genética
sdo as mais promissoras. No entanto, no que diz respeito ao conceito de biorrefinaria aplicado
a esta espécie, ¢ fundamental compreender os pontos de controle e regulacdo das vias
biossintéticas de multiplos compostos de interesse biotecnologico. Nesse sentido, as
tecnologias das ciéncias Omicas sdo verdadeiramente Uteis porque visam compreender os
sistemas como um todo como visto no Capitulo I em maior extensdo. Embora a ideia de
biorrefinaria seja altamente atrativa, numerosos avangos € ajustes ainda sao necessarios para
tornar a biorrefinaria de microalgas economicamente viavel. O proprio conceito envolve nao
apenas uma multiplicidade de produtos, mas também protocolos que vao desde a engenharia
metabolica de organismos até os processos upstream € downstream para a obtengdao dos
produtos com a qualidade desejada. Avangos ocorreram em todas as areas do processo de
biorrefinaria e precisam ser refinados e avaliados em escala industrial para se tornarem
biotecnologicamente relevantes.

De modo a estabelecer um grau de controle de qualidade das analises dos metabdlitos,
os Capitulos II e III buscaram validar a metodologia de extragdo de EPA e FCX na espécie
modelo bem como testar a estabilidade do carotenoide FCX, visto que ¢ um metabolito sensivel
quando exposto a luz, temperatura e oxigénio. Referente a metodologia de extracdo, os
protocolos de BLIGH E DYER sao recomendados devido a sua maior seletividade para PUFAs,
aumentando o valor nutracéutico dos extratos. No que diz respeito a recuperagdo de
carotenoides da biomassa microalgal, vale ressaltar que resultados semelhantes foram
detectados no rendimento relativo de extragdo (%) da fucoxantina. Em relacdo a estabilidade
de FCX, os extratos metanolicos mantidos a -20°C e -80°C preservaram os teores da molécula
por mais tempo do que a biomassa da espécie estudada. Além disso, o tipo de conformagao
geométrica da FCX resultante de cada forma de armazenamento, ou seja, biomassa ou extrato,

também deve ser considerada, sabendo que a conformagao da molécula determina fortemente
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sua bioatividade. Essas informagdes sdo relevantes em conexao com protocolos de controle de
qualidade de amostras armazenadas contendo aquele pigmento, especialmente porque se
mostram importante quanto as suas aplicagcdes em produtos e processos biotecnoldgicos.

Para aumentar a produgdo de lipidios e carotenoides voltados a biorrefinaria de
microalgas e a0 mesmo tempo superar seu efeito negativo sobre o crescimento, pesquisas
recentes tém se concentrado no desenvolvimento de duas estratégias. Por um lado, o
conhecimento das vias metabdlicas envolvidas no armazenamento de energia e sua regulagao
tem fornecido a base para a engenharia metabdlica de microalgas em cepas com maior
produtividade dos compostos de interesse. Por outro lado, para evitar a controvérsia social e
cientifica associada a comercializagdo de cepas geneticamente modificadas e os possiveis riscos
ambientais, estudos foram conduzidos no sentido de aumentar a produtividade de EPA e FCX
pela manipulagao das condi¢des dos meios de cultura.

Analises metabolomicas direcionadas a concentracdo dos metabolitos de interesse
demonstraram que o tempo de cultivo com maior concentracdo dos metabolitos sdo entre os
dias 6 e 10. Estes resultados de composi¢do bioquimica do cultivo em diferentes tempos
correlacionada a densidade celular do cultivo refletiu o potencial fisiolodgico da produtividade
de biorrefinaria para a espécie. Com estes resultados podemos perceber que a sintese de
fucoxantina ¢ muito mais estavel que a sintese do acido eicosapentenoico. Quando analisados
dados nao direcionados com foco em biologia de sistemas, foi possivel identificar vias com
potenciais a serem redirecionadas para a producdo dos metabolitos de interesse e a partir de
bancos de dados foram criadas estratégias da otimizag¢ao do processo produtivo.

Foram pensadas 14 estratégias testadas, o aporte de cloreto de magnésio, oxalato de
amonio e quercetina demonstraram os melhores resultados voltados a engenharia metabodlica.
Se os cultivos forem direcionados ao incremento de biomassa o ideal ¢ a suplementagdo com
oxalato de amdnio, se o objetivo for o aumento do rendimento lipidico o Cloreto de magnésio
elicitou as maiores concentragdes, enquanto o aporte de quercetina foi relevante no aumento
principalmente de FCX e EPA, sendo a mais indicada para o uso em processos de biorrefinaria.
Estes resultados fornecem direcionamento relevante para o melhor desenho de processos de
producdo de biocompostos em microalgas por meio da manipulacdo das condigdes de
crescimento sem a necessidade de submeté-las a manipulacao da engenharia genética.

As informagdes obtidas neste estudo sdo de alto valor para a industria de microalgas,
pois permitem o desenho de exploracdes industriais mais eficazes nas quais a produtividade

desta espécie sera maximizada pela manipulacdo de suas condi¢des de cultivo sem a
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necessidade de aplicacdo de engenharia genética, e também possibilita o desenvolvimento de

estratégias para a producdo de biocompostos a partir de outras espécies de microalgas.
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