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RESUMO

ROSA, Rinamara Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2016.
Aspectos metabdlicos e crescimento em Nitzschia palea sob diferentes fontes de
silicato. Orientador: Adriano Nunes Nesi.

A interrelac@o entre a produtividade de diatoméceas e sua demanda por silicato tem
sido frequentemente foco de pesquisas. O cultivo em larga escala com finalidade
econdmica € o principal foco dos estudos. O alto preco dos cultivos, principalmente
em fun¢do da demanda de silicato nos meios, é um entrave para o uso de diatoméceas
em escalas comerciais. A utilizacdo de fontes alternativas, ricas em silicato como
suplementacdo de meios pode ser uma alternativa para reducdo de custos. O género
Nitzschia representa um grupo dulcicola dessas algas com grande potencial de
producdo de lipideos e elevada demanda de silicio para seu cultivo. Assim, foram
cultivadas duas cepas da diatomdcea Nitzschia palea (BR0O06 e BR022), fornecendo
diferentes dosagens de silicato a partir das fontes alternativas casca de arroz
carbonizada e agregado sidertrgico. Os experimentos demonstraram que ambas as
fontes alternativas sdo capazes de fornecer silicato aos cultivos, promovendo
incremento de produtividade em relacdo ao meio controle de acordo com a dosagem
de silicato fornecida. Os maiores valores de biomassa foram obtidos nos tratamentos
com casca de arroz carbonizada. Os cultivos com agregado siderdrugico, apesar de
ndo ser observado aumento no acimulo de biomassa, apresentaram elevados
percentuais de lipideos. O acimulo de compostos variou bastante entre as fontes e
dosagens de silicato aplicadas, indicando impacto das fonte alternativa e diferentes
dosagens de silicato. . Os resultados obtidos indicam a suplementacido de silicio
utilizando as duas fontes testadas pode ser utilizada para o cultivo de Nitzschia palea.
Adicionalmente verificou-se que a utilizagao dessa fonte de silicio pode ser utilizada

para modular o acimulo de compostos de interesse nestes organismos.
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ABSTRACT

ROSA, Rinamara Martins, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, February, 2016.
Metabolic and growth aspects in Nitzschia palea under different silicate sources.
Adviser: Adriano Nunes Nesi.

Interrelationship between the diatomaceous silicate productivity and their demand has
frequently been the focus of research. Large-scale cultivation with economic purpose
is the main focus of the studies. The high price of crops, mainly due to the silicate in
the media demand, is an obstacle to the use of diatoms in commercial scales. The use
of alternative sources rich in silicate as media supplementation can be an alternative
for cost reduction. The Nitzschia genre represents a freshwater group with high lipid
production potential and high silicon demand for its cultivation. So two strains were
grown diatom Nitzschia palea (BRO06 and BR022), providing different silicate
dosages from alternative sources carbonized rice husk and steel aggregate. The
experiments demonstrated that both alternative sources are capable of providing
silicate to crops by promoting increased productivity in relation to the control
according to the provided silicate dosing. The highest biomass values were obtained
in the treatments with carbonized rice husk. Crops with siderurgic aggregate,
although not observed increase in biomass accumulation, showed high percentage of
lipids. The accumulation of compounds varied widely between sources and silicate
dosages applied, indicating the impact of alternative sources and different silicate
dosages. . The results obtained indicate that supplementation silicon tested using both
sources may be used for the cultivation of Nitzschia palea. Additionally it was found
that the use of a silicon source can be used to modulate the accumulation of

compounds of interest in these organisms.
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INTRODUCAO GERAL

BIOMINERALIZACAO E METABOLISMO DO SILICIO EM
DIATOMACEAS: UMA INTER-RELACAO QUE VAI ALEM DO PAPEL

ESTRUTURAL

O silicio enquanto elemento quimico possui impacto em escala global,
principalmente por ser um componente de elevada abundancia na terra. Ele se
encontra associado em estruturas inorganicas, como composi¢cdo de rochas e solo e
também em estruturas organicas, sendo encontrado em plantas e animais '. Dentre
suas formas de associagdo em organismos vivos, o silicio € citado principalmente
como constituinte estrutural em paredes celulares, espiculas ou estruturas de
proteg€102. O maior consumo de silicio entre os organismos vivos € feito pelas
diatoméceas. Estes organismos fotoautotréficos, responsaveis por cerca de 40 % da
produtividade primdria dos oceanos, estdo presentes em ambientes dulcicolas e

. ., . 3
marinhos, possuem parede celular constituida de silica”.

A relacdo das diatomdceas com o ciclo biogeoquimico do silicio acontece

desde o surgimento das mesmas na terra 4

. A ecologia e diversidade destas possui
inter-relacdo direta com a abundancia e disponibilidade do silicio, uma vez que € um
elemento essencial a sobrevivéncia desses organismos 3. Por outro lado, o consumo e
ciclizacdo do silicio na biosfera é enormemente dependente da abundancia de
espécies de diatomdceas. Essa interligagdo entre processos teria sido responsdvel, em
escala geoldgica, pela mudanca da composicao da atmosfera e do perfil de nutrientes
dos ambientes aqudticos. A alta disponibilidade de silicio no ambiente primitivo
proporcionou elevadas taxas reprodutivas de diatoméceas; estes organismos
fotoautotréficos consumiam juntamente com o silicio disponivel na &4gua, gés
carbonico atmosférico, por meio do processo fotossintético. Numa longa escala de
tempo, a produtividade de diatoméceas representou um grande impacto na

composicio atmosférica e geoldgica global ',

O principal emprego do silicio em diatomdceas € a composicdo da fristula.

Mecanismos bastante especificos conseguem realizar influxo de silicio para a célula,

1



concentrar e agregar componentes ao silicato e formar as complexas ornamentacoes
da frastula °. Entretanto, o elevado grau de especializacdo tanto do processo de
entrada de silicio como de formacdo da fristula e a relagdo direta entre a
disponibilidade de silicio no meio e a produtividade de diatomdceas, levam a entender

que o papel do silicio ndo seja apenas estrutural °.

A proposta desta revisdo € discutir a inter-relacdo que existe entre a presenga e
consumo do silicio no ambiente e o papel das diatomdceas neste ciclo biogeoquimico.
Além disto, compreender o impacto e a relacdo da disponibilidade do silicio com a
ecologia e metabolismo de diatomdaceas. Sob estes pontos de vista é possivel analisar
as alternativas biotecnoldgicas para as quais o metabolismo de silicio em diatomdceas

tem sido estudadas atualmente.
Silica, ambiente, ciclo biogeoquimico e disponibilidade

Silica, palavra do latim silicis, que significa pedra, constitui o segundo
elemento mais abundante na crosta terrestre, sendo apenas superado pelo oxigénio 2.
Dadas suas caracteristicas moleculares, pode ser encontrada em formas combinadas
com cerca de 90 % dos materiais conhecidos, tais como; aluminio, célcio, ouro,
magnésio, zinco, etc. *°. Estd presente em todos os organismos vivos e ¢é requerida,
principalmente, dando estabilidade estrutural aos materiais ?. Sua abundancia nos
seres vivos, inclusive, varia de acordo com essa implicacdo estrutural, caracteristica
espécie-especifica '°. Costumeiramente encontrada na forma de silica hidratada,
também chamada de opala em sua associagdo a materiais organicos, somente ¢é

e A . . 11
superada em distribui¢do e abundancia pelos minerais de carbonato .

7 7

A molécula bdsica em que a silica € amplamente encontrada é em sua
associagdo com oxigénio, formando o silicato (SiO4), molécula estruturalmente rigida
12 .. . g eq° ~ . . ~ s .

. No entanto, para permitir a sua disponibiliza¢do aos organismos vivos € necessdria

. - 13 oy - o
a solubiliza¢do do elemento . A solubilizacdo da silica ocorre de forma natural ou
pode ser estimulada por acdo antrépica. Apds a solubilizag@o o silicio passa a estar

. . . z 1 7
disponivel para ser disperso no solo ou em corpos de dgua . Sua forma soluvel e
biodisponivel, por sua vez, ¢ como 4cido ortosilicico [Si(O4)], onde o dtomo de silicio

é coordenado tetraedricamente com 4 grupos hidroxila 115



O intemperismo de silicatos tem um grande impacto, em escala geoldgica,
para o consumo de COy; pelo fato de a conversao molecular desse elemento em seres
vivos ocasionar o consumo da molécula. Dessa forma, as variacdes ambientais
promovidas temporalmente por seu ciclo biogeoquimico tém grande importancia no
clima global e distribui¢do de elementos na biosfera >'°. A concentracio de CO,
atmosférico tem influéncia sobre o intemperismo de silicatos, e essas taxas de
intemperismo se alteraram significativamente durante o desenvolvimento da biosfera

8 C — ~ . .~ 16
. Assim hd uma intrinseca relagdo entre a reciclagem de CO, e SiOy4 .

Neste contexto, o fitoplancton atuou concomitantemente nos ciclos dessas
moléculas. As diatoméceas, que representam cerca de 40% da produtividade primdria
dos oceanos, sdo as responsaveis primarias pela incorporagdo de SiO4, na forma de
Si(OH)4, e este processo ocasiona o consumo de CO, 70 consumo de Si por
diatoméceas ocorre por sua caracteristica estrutural de composi¢ao de parede celular a
base de silicio, as chamadas frustulas 1819 " Adicionalmente ao consumo de silicatos e
carbono para papeis estruturais, o organismo consome CO; atmosférico no processo
fotossintético, impactando ainda mais na disponibilizacdo destes elementos no

. ~ . 3
ambiente onde estdo contidos °.

O ciclo global do silicio é uma interagdo complexa de processos quimicos,
biolégicos e geolégicos, com atuacdo ampla de processos espaciais e temporais *°.
Em ambientes aqudticos o silicio € disponibilizado pelo intemperismo de silicatos
minerais € entra em ciclos organicos, principalmente, através do consumo por
diatoméceas >'. Em ambientes terrestres sua disponibilizacdo, ocorrida de forma
semelhante, atua como formadora dos solos compondo e regulando o perfil da
vegetacdo **. Os modelos mais comuns que teorizam o ciclo reconhecem pools de
disponibilizacdo e consumo do silicato que tem grande impacto ecoldgico e geoldgico

2324
em ampla escala temporal .

Além do papel bioldgico, tem sido cada vez mais recorrente a demanda por
silica para usos industriais e tecnologicos; como abrasivos, filtros, elementos
. . AL 25 L L. N . . .
estruturais e micromecanica . Por suas caracteristicas de resisténcia, principalmente,

e variada possibilidade de associagdo e organizagdo estrutural, t€ém-se estudado



bastante tanto o processo de biossilicificagdo quanto de manipulagdo do elemento

T Lo 26
com implicacdes biotecnolégicas .

Atualmente, reconhece-se que os estudos acerca do ciclo biogeoquimico do
silicio ainda ndo recebem atencdo suficiente '*. Porém, os efeitos apontados sobre as
implicacdes do seu uso na terra, t€ém sido valiosos, incentivando maiores avangos em
relacdo a abordagens interdisciplinares para compreensdo sobre o elemento e suas
aplicacOes, principalmente em organismos vivos. A importancia do ciclo do silicio
para o consumo de carbono atmosférico, o impacto na biodiversidade e a

possibilidade de aplicagdo comercial e industrial estdo entre estas abordagens. 2627

Silica e organismos vivos

A presenca de silica em diversos organismos vivos tem dois aspectos
primordiais: suas caracteristicas estruturais e a evolu¢do organica dos seres vivos '
Seu 4tomo, da mesma familia quimica do carbono (elemento quimico base dos
compostos organicos), apresenta elevada estabilidade quando inserido em
substituicdo ao carbono, conferindo um elevado potencial de associacdo em seres
vivos. Conjuntamente, durante a evolucdo organica, esses dtomos foram associadas
aos organismos, estando presente essencialmente, por exemplo, nas paredes celulares
de diatomdiceas, organismos muito impactantes tanto em relagdo a produtividade
priméria dos oceanos, desde periodos primitivos, quanto em relacdo a mudanca da
disponibilizacdo de elementos na crosta e atmosfera pelo impacto da fixacdo de

Y
carbono atmosférico .

A maioria dos organismos vivos do ambiente oceanico possui silica amorfa
em sua constituicdo estrutural (LEE et al., 2000). Protozoarios, esponjas, diatomdaceas
e plantas superiores teriam evoluido de forma divergente nos mecanismos de
incorporacdo do silicio, seja por vias diretas de consumo a partir de 4cido

. . . . . . 28
ortossilicico, ou de moléculas minerais onde esse elemento esta associado .

Pouco se sabe sobre como esse elemento age bioquimicamente nos
organismos, apesar de ser reconhecida a sua ampla associacdo dentre as espécies” .
Apesar de comprovados os seus beneficios como atenuadores de impactos de estresse
em plantas ainda nio se sabe se o seu papel estd relacionado a sinalizacdo ou a

4



2o et~ z -3 oy
propria constituicio de moléculas 3032 Egsa caracteristica que vem chamando
bastante aten¢do nas pesquisas, principalmente relacionadas a produtividade de

g N . 1
lavouras, aumenta de adaptabilidade e resisténcia a fatores de estresse 31,33

Entre as func¢des apontadas para o silicio, pesquisadas em plantas superiores,
estdo: a estimulacdo da fotossintese, por meio da facilitacio da transmissdo de luz,
por exemplo34; o aumento da resisténcia tecidual a patégenos e outras injdrias > e a
reducdo da transpiracio por deposicio de silicio ***’. Os principais grupos vegetais
onde essas caracteristicas sdo estudadas sdo aqueles que apresentam maior deposicao
tecidual de silica, Gramineas e Ciperdceas, que possuem culturas de elevado impacto

econdmico como arroz 38740.

Apesar de também estar presente em animais, a maior parte dos estudos sobre
os papeis da molécula sdo feitos em organismos fotoautotréficos, nos quais sua
ocorréncia é mais abundante, tanto em volume de Si assimilado, quanto em

percentual de constituicdo .

Silica em diatomaceas

Os organismos vivo majoritariamente citado para o metabolismo de silicio sdo

. 2 41 ~ . . ..
as diatomdceas * . Tanto em relacdo ao ciclo biogeoquimico do elemento quanto
sobre os processos possiveis de agregacdo do silicio em organismos vivos. Sua série
de mecanismos especificos e a intrinseca dependéncia desses seres vivos em relagdao

25,42 £ o
. Uma série de caracteristicas

ao silicio os tornam organismos modelo nos estudos
particulares desses organismos unicelulares fotoautotréficos € relacionada
comumente ao metabolismo do silicio e, apesar de amplamente estudado, ainda ha
muitas lacunas para a completa compreensdo dos mecanismos metabdlicos que

. . . )
envolvem o SlllClO, estrutura e crescimento desses organismos 6.

Evolucao de diatomaceas

Diatomdceas s@o organismos fotoautétrofos, eucaridticos e unicelulares,
amplamente distribuidos no planeta estdo presentes em ambientes dulcicolas e

marinhos e sob diversas condi¢des de pH, temperatura e salinidades, indicando uma

543

elevada adaptabilidade evolutiva Sd0 os mais abundantes organismos do



fitoplancton, possuindo um numero estimado superior a 100000 espécies

Essencialmente importantes, principalmente no ambiente marinho, as diatomdaceas
sd@0 as maiores responsaveis pela fixacdo de CO; e producdo de carboidratos que
sustentam o zooplancton desses ambientes #. Além do papel na cadeia alimentar,
realizam aproximadamente 20% da fixacdo bioldgica de carbono atmosférico global,
tendo sido fundamentais na mudancga do perfil de disponibilidade de elementos no

. L. 4
ciclo geoldgico terrestre .

Possuem a particularidade de uma parede celular silicosa, chamada de
frastula. Esta carapaca € formada por moléculas de didxido de silicio (SiO,),
nanometricamente organizadas °. Essa estrutura altamente especializada é formada a
partir de um processo coordenado de assimilacio de Si(OH4) do ambiente,
complexificacio molecular e organizacio estrutural **. Por serem estruturas rigidas
e possuirem ornamentacdo caracteristica sdo importante instrumento de estudo
paleontoldgico, sendo encontradas com elevado grau de preservagdo “**’. Estudos
geoldgicos e paleontoldgicos indicam que o grupo Bacillariophyta teria surgido antes
ou durante o periodo Jurédssico, hd aproximadamente 210 — 144 milhdes de anos

atras®.

A histdria evolutiva desses organismos indica um desenvolvimento diferente
das plantas superiores, que conquistaram o ambiente terrestre. Diferentemente das
plantas superiores, em que os cloroplastos tém origem primdaria, no filo
Heteokontophyta (a0 qual as diatomdceas pertencem), os cloroplastos evoluiram a
partir de um evento de endossimbiose secunddria, pelo engolfamento de uma alga
vermelha por um heterétrofo unicelular **°°. Cada evento de endossimbiose teria
gerado diferentes combinacdes genéticas, que sdo as responsdveis por todo um padrao
metabodlico peculiar desses organismos e tem sido mais bem elucidados nos tltimos

< . . fovine 5152
anos através dos dados obtidos com o sequenciamento de espécies .

Frustula e biomineralizacao do silicato

A formacdo da parede silicosa das diatomdceas, desde as primeiras
observacdes microscopicas desses organismos, sdo objeto de curiosidade e estudos

32133 A frastula, como é chamada, limita e protege o protoplasto, tendo elevada

6



especializacdo tanto em sua ornamentacdo quanto estrutural e funcionalmente N
estrutura, que € didaticamente comparada a uma placa de Petri (Figura 1), possui duas
valvas que se encaixam, delimitando o protoplasto >*. A valva maior é chamada de
epiteca e a menor hipoteca, transversalmente as duas, forma-se o cingulo, um
adensamento do revestimento que se assemelha a um cinto contornando a estrutura .
A morfologia da fradstula possui variados formatos e padrdes, sendo formados por
diferentes adensamentos de silicato e arranjos de poros (ocelos). Esses nanoporos dos
ocelos garantem a comunicagdo celular com o ambiente, permitindo o fluxo de
nutrientes, gases e produtos de secrecdo celular como polissacarideos 637 0s
variados padrdes observados sdo espécie-especificos e constituem um cardter
taxondmico amplamente utilizado que vem sendo mantido, juntamente com as

identifica¢des moleculares 4358

Epiteca

Pool de influxo Cingulo
de silicio

Hipoteca

Inicio do
processo de -

divisao celular
= / Etapas da
formacdo da

Organizagdo da
silicificacdo a partir
do nédulo polar

\
]
. TTTLLLLLLLLY LLLrrrrre

-— nova valva
Biomineralizacao N
do silicio para a 2
formagdo das o T
novas hipotecas &

Separacdo das células :
Redugdo de tamanho

Figura 1 — Estrutura e morfogénese da frastula. A fristula é dividida, basicamente, em
duas valvas chamadas de epiteca (valva maior) e hipoteca (valva menor) que estdo interconectadas
pelo cingulo. O cingulo possui espessamento de silicio que é aumentado durante todo o tempo de vida
da célula. Dada a sua estrutura silicosa rigida, uma vez formadas as valvas as mesmas ndo sofrem
elongacdo como em paredes celulares de outros fotoautétrofos. A sinalizagdo para a o inicio da
morfogénese de uma nova fristula ocorre assim que se inicia o processo de divisao celular. O primeiro
estimulo € o aumento do influxo de silicio para a célula, o “pool” de entrada de 4cido silicio Si(OH),

7



na célula, através de simporte por proteinas de membrana especificas (Transportadores Internos de
Silicio — SIT) permite a organizacdo da célula para a formagao de nova valva. O silicio é concentrado
internamente em vesiculas depositoras de silicio (SDV), nas quais proteinas como poliaminas e
silifinas sdo ligadas ao silicio formando um material amorfo facilmente polimerizdvel. O
direcionamento das SDV para a formagdo da nova valva possui interferéncia dos nédulos polares das
células. A partir do ndédulo central ¢ organizado um “esqueleto primério” (1) que se posiciona
paralelamente a regido intermembrana dos novos protoplasto formados. Desse “esqueleto primario”
surgem ramificacdes (2) que se desenvolvem perpendicularmente ao ndédulo polar, iniciando a
expansdo da nova valva no chamado “esqueleto secundario”. E durante a formagdo desse esqueleto
secunddrio que as caracteristicas espécie-especificas da ornamentacdo da fristula comecam a ser
direcionadas. Os mecanismos especificos que promovem o direcionamento das SDV na formagao das
ornamentacdes ainda ndo sdo bem elucidados. Apds da formacdo completa da estrutura secunddria, €
promovido o adensamento do revestimento silicico (3), preenchendo os espacos e organizando-se os
poros e desenvolvimento da estrutura tridimensional da valva. Por se iniciar ao centro da célula, a nova
valva formada sempre serd uma hipoteca (ou hipovalva). Este processo, ao longo do tempo € o
responsdvel pela reduc@o do tamanho da populacdo de diatomdceas, que sé é revertido a partir de um

processo sexuado especifico do grupo.

O processo de formacao das fristulas é chamado de silicificagdo e consiste na

L L 3,59
biomineralizagio da silica >’

Biomineralizagdo ¢ a formagdo de materiais
inorganicos a partir de processos de uma célula viva. A maior parte dos exemplos em
que este processo ocorre estdo relacionados a formacdo de elementos estruturais,
como paredes celulares™. Algumas espécies produzem estruturas a base de CaCOs3,
enquanto a silica € muito menos abundante na biomineralizacdo de organismos 6061,
A silica, no entanto, pode ser aplicada em muitos papeis biotecnoldgicos e estruturais,
por exemplo, catdlise e separacdo Otica 62 Dessa forma, enquanto se compreendem
0os mecanismos que permitem a biomineralizagdo da silica, uma série de outras
implicacdes do processo sdao desenvolvidas, concomitantemente. Para tanto, os
mecanismos de controle molecular devem ser compreendidos com mintcia para

o L . . 26,63,64
permitir que o processo seja biotecnologicamente aplicado =77,

A primeira comprovacdo do influxo de silicio em diatoméceas foi feita por
Lewin e colaboradores *>®. No trabalho é discutido apenas o consumo de silicio
disponibilizado em meio de cultivo, ndo compreendendo o mecanismo especifico da

sua entrada. Numerosos estudos desenvolvidos posteriormente indicam que se trata
8



de um processo ativo, saturdvel e mediado por transportadores especificos 12,66,

Diversas técnicas tém sido aplicadas e desenvolvidas para comprovar de que forma
exata esse influxo ocorre. J4 foram identificados alguns transportadores especificos,
chamados de Transportadores Internos de Silicio (SIT em inglés)67. Esses
transportadores ja foram caracterizados molecularmente e testados através de

mutantes®®®,

Por hora, foi demonstrado que a forma ndo ionizada do é&cido
ortosiicico [Si(OH)4] € transportada, em pH ambiente médio de 8; ocorrendo raras
excecdes a estas condi¢des'™'". Foram também apontados que o mecanismo de
transporte € através de simporte, sendo observada relagdo com o fon sédio (Na*) em

. . P . . 41,71,72
marinhas e com os fons sédio (Na") e potdssio (K*) em dulcicolas .

Na maioria das espécies de diatomdceas, o transporte de [Si(OHy4)] € acoplado
a deposicao de parede, em espécies onde isso ocorre, o controle € interno, ou seja, a
taxa de absor¢do independe da concentracdo externa de Si e estd relacionada a
capacidade interna de aproveitamento da molécula'>". Foi apontado que a entrada de
silicio ocorre em abundancia imediatamente antes do inicio da divisao celular e que a
atividade de transporte dos SITs € induzida com rapidez, concomitantemente ao
inicio do process062’74. Além dessa alteracdo de intensidade de atividade dos SITs, o
nimero de transportadores presentes na membrana também se altera durante o ciclo
celular, bem como sdo regulados de acordo com as caracteristicas da fristula de cada
espécie, sendo mais abundantes ou ativos de acordo com a quantidade de silica
comumente acumulada na fristula>*"”. Todos os resultados obtidos nestes trabalhos
sugerem a ocorréncia de um mecanismo de feedback. Trabalhos com caréncia e
abundancia de Si comprovaram que a regulacdo ocorre internamente, bloqueando a
entrada de Si antes que ocorra a saturacdo'®'®. Ficou claro que para que ocorram
pools de influxo ndo é necessdria a abundancia ou estresse por Si, levando a proposta
que a regulacdo ndo ocorreria pelos niveis de acido silicico disponivel e sim pela

. ~ ~ c . 3,19,76
capacidade de concentracdo e transformagao da molécula intracelularmente > ™.

A proposta mais consensual em relacdo ao controle e mecanismos de entrada
de silicio nas células aponta que, quando a taxa de 4cido silicico interna € superior a
de agentes ligantes, ocorre a sinalizacdo para que o influxo ocorra °. A natureza dos

e ~ . . . . 1
SITs permitiria a ocorréncia deste mecanismo, segundo as pesquisas realizadas "



Assim, da mesma forma que a deposicao da silica em paredes € controlada, a entrada
A . c ‘ . 3

e permanéncia do silicio na célula, também ocorreria em um processo acoplado °. Em
um trabalho que mediu o efluxo de silicio, foi apontada a possibilidade de transporte
bidirecional, indicando a ocorréncia de um controle de niveis intracelulares de

s 7277 . . . N P ~
silicio’”"". Assim, o mecanismo de controle ocorreria em trés niveis: (a) a expressao
de genes, medida na acumulacdo de mRNA, interferiria na producdo e atividade das

. . L, . o0 78 3 .

SIT a nivel de ciclo celular e espécie-especifico °; (b) proteinas que interagem
diretamente com SIT exerceriam o papel de sinalizadoras, indicando a saturacido dos
niveis de silicio internos e regulando a intensidade de entrada e saida de 4cido

s - 68 . . . ~ .
silicico™; (c) O processo de direcionamento intracelular e acomodagdo de Si, por
meio da complexificacdo em moléculas, seria o regulador da intensidade de consumo
e por conseguinte da necessidade de demanda de silicio internamente””. As multiplas
formas de SITs encontradas e a capacidade de influxo de cada uma dessas formas
seriam a resposta a condicao ambiental de caréncia ou abundancia de Si disponivel e,
apresar de a disponibilidade de Si limitar o crescimento, seus niveis intracelulares ndo

: ‘o . ~ 71

se apresentam oscilantes gracas a uma série de mecanismos de regulacdo’ . Todos
estes mecanismos apontados teriam como objetivo evitar que o 4cido silicico pudesse

se polimerizar de forma ndo direcionada em muitas moléculas dentro da célula,

impactando no seu metabolismo.

Ap6s a entrada do silicio, na forma de dcido ortossilicico, suas moléculas sdo
concentradas em estruturas especificas, chamadas de Vesiculas Depositoras de Silicio
. A 79 . . .

(no inglés SDV)". Estas estruturas foram similarmente encontradas em poriferos,

4,80 . L. s
Y. Nestas vesiculas o acido ortossilicico

radioldrios, sianurdéfitos e coanoflagelados
pode ser concentrado em até 1000x, através de atividades de polimerizagﬁozs.
Trabalhos que realizaram a copurificacdo de organelas conseguiram encontrar o
silicio associado a uma grande variedade delas, indicando que, apesar da existéncia
de vesiculas depositoras especificas, o dcido silicico circularia livremente dentro da
célula’’. Em outro trabalho ', foi observado que o silicio era encontrado por todo o
citoplasma e ndo apenas em SDV, conforme sugerido, além de indicar que as
proteinas que polimerizam o acido silicico poderiam agir sem a presenca de vesiculas

especificas. O 4cido silicico € facilmente polimerizdvel e pode se complexificar em

. . . 18 ~
diversas estruturas citoplasmaticas, gerando danos celulares . Apesar de ndo
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haverem dados que comprovem diretamente a associagdo de Si em moléculas

metabolicamente ativas, esta possibilidade € considerada, uma vez que quimicamente

o silicio poderia substituir o carbono sem alteragdes estruturais drasticas por serem
1° P 82 ~ . ~ 1s s

elementos da mesma familia quimica °°. A ndo associa¢do do silicio com outros

componentes celulares ja foi apontada como estratégia para a manutencao de niveis

supersaturados do elemento para a sua atividade essencial, a formacdo de paredes **°.

Os componentes de parede em diatomdceas sao esculpidos, precisamente, por
dois mecanismos: micromorfogénese e macromorfogénese 2. A micromorfogénese
define-se como os processos que desenvolvem nanoestruturas distintas, a partir da
polimerizagdo da silica nas SDV, e a partir da autocondensacdo de moléculas
resultam em nanoestruturas aplicaveis estruturalmente. A macromorfogénese, por sua
vez, consiste em uma etapa posterior onde os polimeros desenvolvidos via
micromorfogénese sdo aplicados, estruturalmente, a partir da interacdo de moléculas
sendo formados polimeros de silica e proteinas em larga escala para a formagao de
paredes. O estudo desses dois processos permite compreender detalhadamente, de que

forma sdo construidas as paredes celulares em diatomaceas (Figura 1).

O processo de micromorfogénese permite a biossilicificacdo das
nanoestruturas de frastula em diatoméceas 3*. A forma solivel da silica [Si(OHy)], é
encontrada em condic¢des de pH e concentragdes limitrofes, acima de 2mM e em pH
diferente do neutro o processo de polimerizagdo é energeticamente favordvel 78 Em
meios dcidos ou muito concentrados a polimerizacao forma uma solucdo coloidal de
silica, espontaneamente, formando nanoesferas de silicio que se organizam numa
espécie de “rede” de silica fundida *°. Pesquisas que identificaram exclusivamente os
mecanismos de polimerizacdo da silica apontaram dois principais processos de
formagdo de polimeros de silica®: (a) em intervalo de pH de 7,0 a 10, na auséncia de
sal, a repulsio de particulas de carga negativa favorece a formacdo de esferas
coloidais de Si, (b) em pH 4cido, abaixo de 7, ou na presenga de sais, a carga de
superficie das moléculas de Si(OH4) torna-se neutra, proporcionando a fusido de
moléculas de Si quando ocorre a colisdo entre elas. Em ambos os casos € favorecida a
formacdo de uma rede tridimensional de silicio”. A deposicdo de silica nas SDV

seria, portanto, um evento de nucleacdo de silicio para o favorecimento quimico do
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processo de polimerizagéo74. O pH interno das vesiculas seria dcido e a modelagem
favorecida por moléculas proteicas que catalisariam a polimerizagdo”. Estudos
estruturais das diferentes morfologias da fristula apontam a presenga de proteinas,
que atuariam como elementos associativos, sendo responsdveis tanto pela modelagem
da silica como pelo direcionamento da formagdo das estruturas durante a organizacao
da fristula na macromorfogénese *>. Um conjunto de polipeptideos policatidnicos,
chamados de silifinas, foram identificados por Kroger e colaboradores 86; com a
descoberta das ORFs relacionadas a essas proteinas, foi possivel purifica-las e testar
sua funcionalidade, apontando que estas moléculas possuiam elevado potencial de
polimerizacio de Si(OHy) ™. Além das silifinas, foi descoberto no mesmo periodo
o potencial de polimerizagdo de silicio por poliaminas sintéticas, a partir de Si(OHy),
sugerindo que estas moléculas também pudessem estar associadas ao processo . A
partir de entdo, diversos estudos foram realizados a fim de compreender de que forma
essas proteinas impactariam na modelagem das frastulas, levando a conclusio de que
a modelagem do silicato era realizada a partir da alteracdo do pH e agregacdo de
poliaminas e silifinas ap6s a concentracdo de Si(OHy) a partir de um pool de influxo

. 59,90
da molécula™".

Como apontado anteriormente, o controle para a entrada da silicio na célula
seria realizado internamente. O processo de micromorfogénese seria o ponto essencial
da realizacio desse controle®®*. Baseado nos mecanismos de precipitacio da silica, a
regulac@o ocorreria através do controle de sintese de poliaminas e silifinas e, a partir
da demanda de concentracdo de polimeros de silicio, seria feita a sinalizacdo que
controla o influxo de acido ortossilicico. Desse modo, atuariam coordenadamente os
controles transcricionais e pos transcricionais do processo responderiam respondendo
ao ciclo celular do organismo, controlando a diversificacio morfolégica espécie-

especifica, a transicdo de fases do ciclo celular e a producao de poliaminas e silifinas
59,90,91

O processo de macromorfogénese, responsdvel pelo direcionamento da
deposicdo de silica em paredes, tem sido estudado de forma mais aprofundada nos
Gltimos anos’. Os mecanismos de incorporacdo da silica e modo como ocorre tem

sido estudadas por diversas técnicas, microscopia de forca atdbmica e andlises de
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polimerizagdo in vivo obtiveram resultados bastante elucidativos para o
processo’®”>**. J4 se identificaram algumas bases genéticas e moleculares que sdo
responsdveis por parte do direcionamento do processo, permitindo compreender em
parte a forma como atua o controle espécie-especifico de organizacdo da fristula e

N ~ c 46,71
como a organizacdo da ornamentacdo de parede é conservada®®

. Sabe-se que o
processo ocorrem em etapas coordenadas onde, a partir do ndédulo central das células
em divisdo é formado um esqueleto primdrio fino e homogéneo de silicio, de onde
partem ramificacdes de microfibrilas silicosas, que organizam o direcionamento do
preenchimento da estrutura que € feito a partir do preenchimento de colunas

. [ . sl 94,95
hexagonals com nanoestruturas de silicio e proteinas associativas .

A policondensacdo da silica, ocorrida nas SDV, é utilizada de forma
organizada num processo de montagem do tipo botton-up, que acumula os blocos de
nanoparticulas de silica durante a formago da fristula *. As vesiculas sdo exocitadas
a partir da membrana das células-filha recém formadas e, acredita-se que, silifinas e
poliaminas de cadeia longa que catalisam o processo dentro da célula, sejam
responsaveis pela organizacdo do formato das nanoparticulas quando submetidas a
condicdo externa a vesicula, permitindo o enrijecimento e organizacdo
estrutural """, Apesar de todas as conclusdes jd reveladas pelas pesquisas, o exato
mecanismo que permite controlar a ornamentacdo das fristulas ainda ndao é bem
elucidado apesar de ser recorrentemente citado como o0 maior interesse
biotecnoldgico no estudo de diatomaceas *°. No futuro, pretende-se manipular in vitro
0s processos que permitam obter componentes como a parede silicosa, aplicando o
processo para a producdo de nanoestruturas interessantes para a industria de

tecnologia, mecanica e médica, principalmentez6’45.

Silica no metabolismo

Como explicado anteriormente, os fatores que regulam e influenciam a
entrada e transporte de silicio em diatoméceas sdo amplamente estudados e, apesar de
ainda haverem lacunas, os mecanismos de influxo de Si(OHy) sdo bem
compreendidos’. As diatoméceas, por sua ampla distribuicdo pelo mundo, tem clara a
sua elevada adaptabilidade aos ecossistemas atuais. Essa adaptabilidade é garantida
por robustos processos bioquimicos e moleculares que as mantém vivas nessas
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diversas condig6es4. Uma vez que praticamente todas as diatomdceas caracterizadas
sdo dependentes de silica disponivel para se manterem, sugere-se que este elemento
ocupe uma posi¢ao central no metabolismo deste organismo. Algumas caracteristicas
de ambientes marinhos e dulcicolas onde essas espécies sdo encontradas interferem
em suas taxas intrinsecas de crescimento. A taxa mdxima de acido ortossilicico
encontrada em ambientes marinhos € de 0,1 mM enquanto este valor € de 1,0 mM em
4gua doce’’. O que reflete no fato de espécies marinhas crescerem mais lentamente
do que outras em dgua doce. Outros aspectos ambientais interferentes sdo o pH dos
ambientes naturais, em geral 8,0, no qual apenas cerca de 3% das moléculas de silicio
encontram-se na forma biodisponivel [Si(OHy)]; e a disponibilidade dos carreadores
especificos (Na* e K) que sdo utilizados no simporte realizado pelos transportadores

especificos (SIT) %,

As taxas de absor¢do de silicio e de divisdo da célula dependente de silicio ja
foram utilizadas para propor um modelo que mensuraria a dependéncia de uma dada
cepa ao silicio’. Segundo esta proposta, a constante de semi-saturacio para a
dependéncia de Silicio € menor para o crescimento do que para a absor¢do, o que
indica que as taxas de divisdo podem ser mantidas muito proximas do maximo
mesmo sob condi¢des de limitacdo de silicio, gragas a mecanismos controladores do
simporte. Além disso, o acoplamento de diferentes etapas do ciclo celular e a
incorporacdo do silicio tem implicagdes importantes para avaliar parametros cinéticos
de absor¢do. Essas taxas de absorcdo, por sua vez, sdo varidveis de acordo com a
cepa, uma vez que possuem relagdo com o tamanho da célula e a densidade de silicio
presente na ornamentagio da frastula °. As espécies marinhas, por exemplo, possuem
de modo geral menores taxas de assimilagdo de silicio, devido as suas bases genéticas
selecionadas na condicdo de salinidade do ambiente marinho®®. Outras caracteristicas
que afetam a absorcdo sdo fatores como luz, concentracdo de nutrientes como
nitrogénio ou fésforo, que impactam no crescimento e por consequéncia na divisdao

e :18,66,100,101
celular e demanda por silicio'®©%!90:1

. O pool de entrada de silicio, quando a tnica
condicdo de estresse € a limitacdo da disponibilidade no ambiente, pode ser

controlado durante bastante tempo °.
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Para permitir essa flexibilidade na adaptacdo as condi¢des ambientais, o
controle do influxo e efluxo de silicio devem ser muito bem coordenados (Figura 2).
Trés modelos de controle sdo os principais aceitos: (1) Durante periodos de alta
demanda de captacdo sdo observadas taxas méximas de influxo de Si(OH)4 (2)
Internamente, a demanda por influxo de silicio é coordenada pela utilizagc@o de silicio
para a constitui¢do de paredes, (3) Quando as taxas de disponibilidade externa de
silicio sdo muito elevadas ou baixas, na caréncia o nimero de transportadores de
membrana (SIT), bem como a sua atividade sdo aumentados, enquanto na ocorréncia
de excesso de silicio é promovido o efluxo de moléculas a fim de evitar um excesso
de saturacdo de silicio que permitiria sua associa¢do a outros elementos

intracelulares”.

”fi Acido ortossilicico Si(OH), l SIT — Transportador Interno de Silicio
@ Potéssio (K*), @SIV — Vesicula Depositora de Silicio
© Sédio (Na*) Ll Bloqueador de influxo de silicio

Figura 2 — Mecanismos de controle de influxo de silicio em diatomaceas. Etapa do ciclo
celular e disponibilidade de potdssio e sddio para a atividade dos transportadores internos de silicio
(SIT). O controle do simporte de silicio em diatomdceas € regulado por fatores internos e externos.
Externamente pela disponibilidade de silicio em forma assimildvel — 4dcido ortossilicico [Si(OH)4)] — e
internamente pela abundancia de silicio no citoplasma (livremente ou acumulado em vesiculas
depositoras de silicio (SDV). Estes aspectos atuam conjuntamente no metabolismo do silicio em
diatomdceas e exercem seu impacto através de moléculas sinalizadoras que vem sendo melhor
estudadas nos ultimos anos. Em (A) observa-se a condicdo de reduzida atividade de influxo de
Si(OH),. A chamada “condi¢do basal” de assimilag@o do silicio ocorre quando nio ha estimulo para a

divisdo celular. Esta condicdo pode ser motivada simplesmente pelo momento no ciclo de vida ou por
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fatores como a baixa disponibilidade de Si(OH), no meio externo. Neste caso a entrada de Si(OH),
ocorre a pequenos niveis, somente para manter reservas internas de silicio que mantém o espessamento
do cingulo ou respostas breves a injuirias na fristula. Os SIT encontram-se majoritariamente
bloqueados e hd pouca abundancia de SDV no citoplasma. Em (B) observa-se a condi¢do de elevado
influxo de Si(OH), para a célula, este processo € observado imediatamente antes do inicio da divisdo
celular, quando o organismo necessitard de muita reserva de silica para a formagdo de novas valvas.
Esta intensificacdo do fluxo pode ser motivada somente pelo ciclo celular regular ou incentivada pela
abundancia de Si(OH)4 no meio externo, que € capaz de acelerar o processo de divisdo. Quando essa
sinalizacdo ocorre, o bloqueio dos SIT é removido, e sua atividade de simporte acelerada. A elevada
atividade de influxo proporciona o aumento da abundancia de SDV no citoplasma. Esta intensa
atividade de entrada de Si(OH), é controlada em funcio capacidade de formagao de SDV, que evitam a
associacdo do silicio em outras estruturas intracelulares, e consumo do silicio internamente. Quando o
volume de entrada é superior a demanda ou capacidade de consumo da célula, os SIT podem ser
novamente bloqueados ou permitirem o efluxo de Si(OH),.Este controle ocorre pois, apesar de o
Si(OH), poder ser encontrado livremente no interior da célula, niveis elevados podem ocasionar a

biomineraliza¢do em organelas, afetando os processos metabdlicos da célula.

Os processos de entrada e utilizagdo interna do silicio, apesar de ativos,

102 /s . . )
. Vias de baixa energia podem explicar

apresentam baixos requisitos energéticos
porque a divisdo celular ndo € estritamente luz-dependente e porque € possivel a
formagdo de paredes utilizando-se de reservas de carbono "°. A energia para o
transporte e biomineralizacdo da silica sdo provenientes da respiracdo aerdbia e
fosforilacdo oxidativa, e ndo da atividade fotossintética em curso 47277 No entanto,
taxas de absor¢do do silicio s@o mais altas na presenca de luz, comparativamente ao
periodo de escuro . Adicionalmente, a atividade respiratéria no periodo de influxo
de silicio é superior . A relagdo entre o ciclo celular, o metabolismo do silicio e a
forma como esses mecanismos ocorrem parece ser particular de cada cepa, refletindo

nas diferentes capacidades de adapta¢do ambiental, bem como taxas de crescimento e

demanda por silicio.

Além da relagdo entre a disponibilidade do silicio no ambiente, outros fatores
afetam a entrada do elemento na célula. O aumento da temperatura afeta a
polimerizacao do silicio e, indiretamente, a entrada do elemento. Assim, em
temperaturas superiores ao Otimo, os mecanismos de entrada de silicio sdo

estimulados e ocorre aumente do influxo de silicato como meio de contrapor o efeito
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da temperatura 193 Outros aspectos identificados, mas ndo bem compreendidos sdo:
disponibilidade de nutrientes, como N e P, que reduzem o pool de entrada de silicio
66101104, " alteracdo da disponibilidade de luz, que quando reduzida promove o
aumento da absorcdo de silicio e quando muito aumentada promove a reducdo da
absorcdo de silicio '®°. O impacto de todos esses fatores possui também relagio com o
metabolismo durante o crescimento e a divisdo celular e 0 metabolismo do silicio em

diatomaceas.

A ligacdo entre a disponibilidade de silicio e o ciclo celular foi estudada em
culturas sincronizadas, onde foram variados os regimes de luz-escuro, além de
disponibilidade de silicio. Sabe-se que os metabolismos do silicio e do crescimento
celular sdo acoplados, e que as diatomdceas mantem um nivel interno de silicio
concentrado, seja para iniciar a divisdo, seja para as demandas relacionadas a
estresses ambientais durante o periodo de vida **. O elevado fluxo de entrada de
silicio na célula ocorre com o inicio da mitose e se mantem até a separacdo das
células filhas. O fato de os eventos ocorrerem sequencialmente, faz com que pareca
que a taxa de crescimento tenha influéncia sobre o grau de silicificacdo da célula. O
tempo que cada espécie demanda durante as diferentes fases do ciclo sdo reflexo de
caracteristicas de crescimento intrinsecas, geneticamente reguladas, e a série de
condi¢des ambientais relacionadas 3106 Para explicar como a concentracdo de silica
rege o crescimento celular, podemos prever um mecanismo limitante, onde a sintese
de DNA ¢ bloqueada abaixo de uma certa concentracdo. Ja foi provado que
acumulacdo ou ativagdo de componentes celulares chave durante o ciclo celular,
quando em niveis criticos, alteram as concentra¢des de ciclinas e cinases que
responderiam a essa regulacdo metabodlica 42197 podemos supor que a silica regule
diretamente a atividade de proteinas envolvidas no ciclo celular e que a inibi¢do
dessas atividades bloqueie as fases do ciclo. De acordo com essa hipédtese, a silica
operaria como um mensageiro controlando a progressdo do ciclo celular.
Adicionalmente, seria possivel explicar o estimulo ao crescimento em condi¢des de
maior disponibilidade de silicio no ambiente; o aumento da concentracdo de silicato
no ambiente promoveria uma maior taxa interna de silicio, em fun¢do desse aumento,
o processo de mitose seria estimulado refletindo no aumento da taxa de crescimento.

Em contrapartida a esse processo, quando a concentra¢do externa causa um acumulo
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excessivo de silicio internamente, um processo inibitério ao crescimento &
desencadeado, provavelmente pela necessidade da célula em exercer o controle

desses niveis, demandando energia para realizar o efluxo de parte desse silicio.
21,59,108

Impacto estrutural do silicio: biologia e tecnologia

A combinagdo quimica da fristula, em moléculas hidratadas de oxido
silicico, é semelhante a um vidro com grupos hidroxila livres na superficie’*. Essas
hidroxilas livres na superficie estdao relacionadas tanto as mudangas quimicas, quanto
a funcionalidade da parede'’. Esta combinagdo quimica permite que a frdstula
mantenha uma elevada drea de superficie e faz com que a mesma seja ideal para a
fixacio de moléculas bioativas’. A estrutura intrincada da fristula fornece uma édrea
de superficie bem maior que superficies planares, estas caracteristicas tornam a
estrutura biopolimerizada por diatomdiceas ainda mais atraente industrialmente. A
manipulacdo do processo de formagdo de fristulas originaria materiais de baixo
custo, e alto desempenho em aplicacdes biotecnoldgicas, como na fabricacdo de

nanoestruturas para a industria de informdtica ou farmaceutica “.

Alguns estudos que vem de encontro com as implicagdes
biotecnoldgicas da estrutura das fristulas ja testaram as propriedades mecanicas da
silica®?"**_ Em relacdo  resisténcia das mesmas, a partir dos pardmetros utilizados
em vidro, indicam uma elevada resisténcia mecanica e grande variagcao deste fator em
relacdo as diferentes densidades de silicificacio e padrdes de organizacdo *°, o que
indica que a partir da manipulagdo desses aspectos € possivel criar estruturas de

variadas caracteristicas mecanicas.

Sobre sua quimica de superficie uma espécie de mucilagem estd presente entre
a fristula e a membrana celular, se aglomerando também entre poros e na face
exterior da parede celular, interagindo com os grupos hidroxila livres da silica amorfa
na parte externa. Trata-se de uma camada hidratada, que in vivo apresenta diversas
substancias como compostos primdrios de polissacarideos, proteinas e alguns
lipideos. Os mais abundantes elementos dessa camada sdo os silanos, agentes de

superficie que se juntam com grupos organicos formando uma espécie de superficie

18



oxidante'”'"° A interagcdo de diversas moléculas forma uma camada de propriedade
bioadesiva que permitiria a aglomeracdo de células na ocorréncia de condicdes de

111 L
STHL Qua caracteristica de

estresse ambiental e a adesdo a superficies, por exemplo
elevada interacdo com outras moléculas, por sua vez, seria capaz de manter
particulas de interesse, como nutrientes retidos otimizando a sua disponibiliza¢dao
para o metabolismo celular®. Todas estas caracteristicas que garantem funcdes
estruturais e bioquimicas importantes e tem impacto em aspectos ecoldgicos e

estruturais, atraem diversos estudos sobre as propriedades e fun¢des dessa mucilagem
6,112-114

A produgdo de nanoestruturas, de forma natural, por diatoméceas faz
com que os organismos sejam modelos de estudo para a fabricacdo de nanoprodutos.
Crescentes estudos sobre a conversio molecular de elementos organicos em

. p 4
diatomaceas *

, vem abrindo possibilidades pra que testes in vitro sejam realizados
com silicio, na tentativa de reproduzir os mecanismos naturalmente realizados por
esses organismos. Estes estudos tentam a geracdo in vivo de nanocompostos a partir
de manipulagdo, agregando outros elementos além do silicio 5. uso de
nanoestruturas de silica de diatoméceas para propriedades Opticas, tais como difracao
e interferéncia 27; propriedades de fotolumnescéncia, como semicondutores de luz UV
116; além do aumento da eficiéncia do direcionamento da luz, como amplificador da
capacidade de aproveitamento da luz pelos complexos antena em condi¢cdes de

A - 117,11
caréncia ou refletores de luz em condigdes de excesso 7%

Com todas essas caracteristicas de impacto biotecnolégico, que
relacionam diretamente a capacidade de aproveitamento do silicio e a estrutura da
frdstula, uma parte representativa dos estudos tem se voltado para os mecanismos de
silicificagdo e formagdo das nanoestruturas por processos bioldgicos, manipulacio
dos padrdes de silicificagdo e ornamentagdo da parede celular, além do aumento da

. . . e s 52526,119,120
produtividade a partir do aproveitamento do silicio™ .

Perspectivas

As caracteristicas estruturais do silicio e sua abundancia no ambiente

fomentam o desenvolvimento de pesquisas relacionadas as implicacdes
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biotecnoldgicas deste elemento''. Diversos empregos ja foram pesquisados para o
mesmo, tais como 0 uso ha composi¢do estrutural de materiais, desenvolvimento de

20,31
031 Egtes

nanoestruturas ou como suplementacdo nutricional de culturas agricolas
estudos levam em considerag@o tanto a disponibilidade do elemento, quanto seu ciclo

. L. . . 1
biogeoquimico e impacto no ambiente .

Apesar do silicio ser encontrado em estruturas de diversos organismos, 0 mais
importante grupo em que o elemento estd associado sdo as diatomdceas’. Uma vez
que suas paredes celulares sdo formadas basicamente pelo elemento, e a
disponibilidade do mesmo no meio representa uma limitacdo para a sobrevivéncia
destes microrganismos, as diatomdceas tornam-se um organismo perfeito para

. ~ 1/ z ALt 4
compreender as interacdes do silicio com moléculas organlcas9 .

Todo o processo evolutivo de diatomdceas esteve relacionado com a

102
2 Ppor

disponibilidade e abundancia de silicio em formas assimildveis no ambiente
outro lado, o sucesso evolutivo da espécie e sua abundancia foram essenciais, em
escala geoldgica, para o ciclo biogeoquimico do silicio. Assim, estudos sobre o
impacto do silicio no ambiente e o impacto da presenga de diatomdceas sempre

. .. . 1.49
estiveram intimamente ligados ™.

O processo de biomineralizacdo do silicio por diatoméceas evoluiu com
elevada especificidade, permitindo tanto que diversas espécies evoluissem como que
estas espécies apresentassem mecanismos diferenciados de resposta as concentracoes
de silicio no meio™®'. Estima-se que mais de 100000 espécies de diatomdceas estejam
distribuidas no planeta, nos mais diversos ambientes®'. O impacto do silicio no
metabolismo de diferentes espécies de diatomdceas € estudado principalmente
objetivando compreender como a alteracdo dos niveis de silicio impacta na célula e
interfere na produtividade de diatomiceas, j4 que a abundincia do elemento é

bastante varidvel em ambientes naturais.”

Além do emprego industrial do silicio, as diatomaceas também tem sido foco

. . 1625 . . . . ..
de interesse comercial ™. Diversos microrganismos tem sido estudados com objetivo
de produgdo em larga escala para a producdo de biocombustiveis, principalmente.

Neste aspecto as microalgas tem importante impacto dadas as suas caracteristicas de
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elevada produtividade e diversidade de espéciesm’m. Dentre as microalgas, as
diatoméceas sdo especialmente promissoras por apresentarem, na maioria de suas
espécies, taxas de acimulo de lipideos superiores a 30%, caracteristica de interesse

para producdo de biodiesel'*.

Diante disso, diversas aplicabilidades impulsionam os estudos do
envolvimento entre diatomdceas e o silicio. Os resultados ja obtidos nas pesquisas
mostram que a relacdo entre o nutriente € 0 microrganismo abrange muito mais do
que as caracteristicas estruturais de formacgao da fristula que foram o primeiro foco
dos estudos™''’. A inter-relagdo do silicio com diatoméiceas envolve a constitui¢ao
estrutural, regulacdo metabdlica do ciclo celular e ecologia destes organismos; ao
mesmo tempo que interferem na disponibilidade do silicio no ambiente e o impacto

. . oo 1876,124
do seu ciclo biogeoquimico ™™ .

O potencial emprego tanto das diatomdceas, enquanto fornecedores de
biomassa, quanto do silicio, como matéria prima para produtos biotecnoldgicos,
direcionam os investimentos futuros nos estudos da relacdo entre o nutriente e o
microrganismo”'**"'*_ A diversidade de emprego de ambas as finalidades tem
proporcionado vdrios avancos nos ultimos anos, colocando as diatomiceas como
potenciais organismos para a industria de biocombustiveis e nano estruturas®®'?®. Para
tanto, estudos relacionados ao aumento de produtividade e viabiliza¢do dos cultivos
em larga escala de diatomdceas e compreensdo da regulacdo metabdlica na formacgao

de fristulas devem ser os principais focos nos préximos anos’ 127128,
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ARTIGO

ASPECTOS METABOLICOS E CRESCIMENTO EM Nitzschia palea SOB

DIFERENTES FONTES DE SILICATO
RESUMO -

O uso de diatoméceas para diversas implicagdes comerciais, como produtividade
de biomassa e uso comercial do silicio tem sido foco de iniimeras pesquisas nos
ultimos anos. Devido as caracteristicas do organismo, como a presenca de parece
celular silicosa, a viabiliza¢do do cultivo em larga escala, precisa do fornecimento
de micro e macro nutrientes € uma concentra¢do elevada de silicato. Um dos
principais entraves para o cultivo em larga escala é a viabilizagdo de meios de
baixo custo, o que ainda € pouco estudado para diatomdceas. Neste contexto, o
presente trabalho testou o uso de casca de arroz carbonizada, e agregado
siderdirgico  (fertilizante comercial Agrosilicio Plus®) em diferentes
concentracdes, no cultivo de duas cepas (BR0O06 e BR022) da diatomécea
dulcicola Nitzschia palea. A suplementacdo com casca de arroz mostrou-se
eficiente no cultivo de ambas as cepas, ocorrendo um incremento na
produtividade de biomassa superior 30%, comparado ao meio controle. As cepas
apresentaram a maior produtividade no tratamento com 30 g.L" de casca de arroz
carbonizada; 0,9056 g.L"' e 0,8914 g.L'!, respectivamente; o que estd associado
além fornecimento de silicio a outros micro e macronutrientes presentes no
material. Os cultivos realizados com agregado siderurgico, apesar de nao
apresentar incremento na produtividade de biomassa, sendo a produtividade cerca
de 40-50% inferior ao meio controle, ndo apresentaram mortalidade das células e
o rendimento dos compostos acumulados teve percentuais proximos ao meio
controle, com produtividade lipidica acima de 30%. Ambas as fontes foram
capazes de fornecer silicato solivel aos cultivos, possibilitando manutencao dos
cultivos ou incremento de produtividade. Os padroes de compostos acumulados
para as diferentes fontes, combinado as diferentes dosagens indicam que é
possivel modular o padrdao de acimulo de compostos a partir da manipulacio
desses fatores. Os resultados tornam as fontes e tratamentos aplicados potenciais

para cultivo em larga escala.
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ABSTRACT -

Use of diatoms to commercial implications, as biomass productivity and
commercial use of silicon has been the focus of numerous studies in recent years.
Due to the characteristics of the organism, as the presence of siliceous cell
appears, the feasibility of large-scale cultivation, providing precise micro and
macro nutrients and a high concentration of silicate. One of the main obstacles to
the large-scale cultivation is the feasibility of low-cost media, which has been
little studied for diatoms. In this context, the present study tested the use of
carbonized rice husk and steel aggregate (commercial fertilizer Agrosilicio Plus®)
at different concentrations in the cultivation of two strains (BR0O06 and BR022)
freshwater diatom Nitzschia palea. Supplementation with rice husk was efficient
in the cultivation of both strains, occurring an increase in higher biomass
productivity 30%, compared to the control medium. The strains showed the
highest productivity in the treatment with 30 g.L-1 carbonized rice husk; 0,9056
gL' and 0,8914 g.L'!, respectively; which it is associated in addition to supplying
silicon to other macro and micronutrients present in the material. Crops made with
steel aggregate, although no increase in biomass productivity, and productivity
about 40-50% lower than the control medium, showed no mortality of the cells
and the yield of accumulated compounds had percentage next to the control
medium, with lipid yield above 30%. Both sources are capable of providing
soluble silicate to crops, enabling maintenance of the crops or increased
productivity. The patterns compounds combined for the various sources,
combined to indicate different doses that can modulate the pattern of
accumulation of compound from the manipulation of these factors. The results

become potential sources and treatments applied to large-scale cultivation

INTRODUCAO -

Diatoméceas sdo o mais diverso grupo de microalgas e possuem a maior
abundancia do fitoplancton em numero de espécies 12 Estes organismos tem
distribuicdo cosmopolita com adaptabilidade, eficiéncia fotossintética e
rendimento de biomassa em variadas condicdes. Além da variedade ecoldgica,

diatomdceas apresentam compostos de interesse comercial, como lipideos e
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proteinas de alto valor agregado™”. Outra caracteristica, especifica do grupo, é a
formagdo de paredes celulares silicosas através de nanoparticulas de silicio, de
elevado interesse biotecnolégicos. Em funcdo destas caracteristicas, o interesse em
se estudar tanto a fisiologia, quanto produtividade em larga escala desses
organismos, tem se intensificado nos dltimos anos®®,

Pelo fato de diatomdceas apresentarem sua parede celular formada por
polimeros de silicio, hd uma demanda especifica por esse nutriente nos cultivos’.
O Si € o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre, e apresenta fécil
associa¢do com diversos dtomos'’. Apesar de abundante, apenas a forma solivel
do Si € assimildvel. A forma assimildvel do Si para a célula é de acido silicico
Si(OH)4. O mecanismo de absor¢do de Si se dda por meio de simporte, por
intermédio de transportadores de acido silicico (SIT)'"™". Estes transportadores
podem apresentar alta ou baixa afinidade, regulando a entrada de Si nas células as
quais sao responsivas ao excesso ou a baixa concentragdo do nutriente no meio,
sendo que, ambos 0s extremos podem inibir o crescimento'*'*. Trabalhos recentes
apontaram que presenca ou auséncia do silicio na célula atua como sinalizadora
do ciclo celular, indicando quando € possivel ocorrer a formacao de novas paredes
(frastulas), e efetivar o ciclo mitético. Dessa forma, as concentracdes de silicio
seriam interpretadas de maneira exclusiva de acordo com a demanda da espécie
para a formagdo da frdstula. A caréncia de silicio € interpretada como uma
situacdo de estresse pela impossibilidade de replicacdo e, em fungdo disso,
ocasionaria mecanismos de acimulo de reservas e fotoprote¢do. Ao contririo, a
abundancia de silicio, se acompanhada por concentragdes adequadas dos demais
nutrientes, possibilita uma elevada taxa de crescimento'®!”.

Pesquisas realizadas com cultivos de microalgas em condicdes de estresse,
principalmente com o objetivo actimulo de reservas visando biocombustiveis, sdo
abundantes'®'®. Estes estudos tem focado principalmente em determinar cepas
potenciais dentro da diversidade natural e a manipulacio nutricional em meios de
cultura, visando altas taxas de crescimento e percentuais lipidicos elevados™.
Recentemente, um trabalho desenvolvido com duas cepas da diatomdacea dulcicola
Nitzschia palea (BRO06 e BR022), cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio,
observou respostas discrepantes em relacio a produtividade lipidica e crescimento
entre estas cepas. O estudo discutiu a relacdo entre o habitat original de uma

mesma espécie e seus padroes de produtividade e acimulo, o que indica que

. . . . 21
diversos fatores devem ser considerados no cultivo desses organismos” .
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Atualmente o cultivo de diatomaceas € estudado em diversas escalas, em
sistemas abertos e fechados para diferentes objetivoszz’B. Além das limitacoes
impostas pela escala de cultivo, o custo dos meios geralmente utilizados
representa um importante entrave. Os cultivos sdo, na maioria das vezes,
realizados com meios sintéticos que utilizam reagentes de elevado grau de pureza
e preco elevado®. Poucos estudos sdo realizados com meios de cultivo a partir de
fontes alternativas para diatomdceas. J4 ha dominio de meios de baixo custo para

24,25 . o
, entretanto, fontes alternativas de silicio,

outros grupos de microalgas
essenciais ao cultivo de diatomdceas, ainda ndo foram testadas. A utiliza¢do de
residuos ou produtos comerciais de baixo custo representam fontes alternativas de
nutrientes interessantes para a formula¢do de meios de baixo custo?®. O éxito no
cultivo com fontes alternativas pode representar um sucesso biotecnolégico e
comercial, viabilizando a producdo em larga escala de diatomédceas com menor
custo de producdo. Além do potencial biotecnolégico do cultivo de microalgas, o
uso de materiais provenientes de residuos para o cultivo tem grande apelo a
sustentabilidade do process027.

Apesar da abundancia do Si na crosta terrestre, poucos sao os subprodutos
onde o 4tomo se apresenta solubilizdvel. Para a suplementacdo de meios de
cultivo, o ideal € que a fonte seja abundante em Si e que 0 mesmo tenha facilidade
em ser convertido a Si(OH)428’29, O presente trabalho identificou duas fontes
potenciais que atendiam a estas caracteristicas de interesse: casca de arroz
carbonizada e agregado sidertirgico. A casca de arroz representa cerca de 22 % da
massa residual apés o beneficiamento do cultivo™. Por ser uma das mais
importantes culturas do mundo o volume de residuo produzido anualmente é
elevado. Este residuo de casa, se ndo corretamente armazenado ou descartado
pode gerar compactacdo de solos e impactar negativamente o ambiente. A
utilizacio da casca de arroz como combustivel de fornos € uma das alternativas de
reducdo do material e as cinzas geradas vem despertando interesse para pesquisa.
Apo6s a carbonizagdo ocorre a concentragdo de silicio nas cinzas, podendo o teor
de moléculas silicosas chegar a 80% da massa do material. Sabe-se que ha
concentracdo de diversas moléculas silicatadas, como a mulita (3A1,03.2S10,),
carbeto de silicio (SiC) e dioxido silicico (SiO;) que podem ser solubilizados
através de temperatura, por exemplo31’32. O agregado siderurgico por sua vez € um
residuo da inddstria siderdrgica, produzido apds o tratamento do minério de ferro..

O fertilizante comercial Agrosilicio Plus ® comercializado pela empresa Harsco
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Minerais ®, é produzido a partir desse residuo, o agregado siderirgico . O
material € rico em macronutrientes como cdlcio, fésforo e magnésio além do Si 34
A linha Plus, possui um percentual mais elevado de silica, 10,5% do contetddo do
fertilizante, tornando-o um fertilizante potencial para o uso na formulacdo de
meios de cultura para diatomdceas 3

O fato de ambas as fontes sdo subprodutos industriais, de cadeias
produtivas bem estabelecidas, abundantemente produzidos e baixo custo, desperta
enorme interesse para a aplicacao como fonte alternativa de silicio. Neste trabalho
cultivo de duas cepas de Nitzschia palea (BRO0O6 e BR022), sob diferentes
concentracdes de slicato, provenientes das duas fontes alternativas demonstrou
que as mesmas sdo capaz de fornecer Si assimildvel, gerando produtividade de
biomassa. Os resultados demonstraram ainda o impacto da variagdo das
concentracdes de Si no padrdo de acimulo para as diferentes cepas, comprovando

o impacto da disponibilidade de Si no metabolismo de diatomaceas.

METODOS

Cepas utilizadas

As cepas da diatomdcea dulcicola Nitzschia palea BR006 e BR002 sdo
provenientes do banco de microalgas do Laboratério de Ficologia (DBV-UFV).
As mesmas apresentam diferentes respostas metabdlicas quando submetidas a
condi¢cdes de estresse por nutrientes”'. Estas cepas foram isoladas a partir de
coletas no campus da Universidade Federal de Vigosa, em Vicosa (20 © 45'14 S,
42 © 52'54"W) sudeste do Brasil. A cepa BR006 foi isolada de uma lagoa eutréfica
com &guas residuais provenientes de manejo de alimentacdo animal. J4 a cepa
BRO022 foi amostrada a partir de uma rocha artificial em um canal de passagem de

agua doce.
Producao de indculos e condi¢des de cultivo

Na producio de indculos foi utilizado como fonte de silicio o silicato de
s6dio (NapSiO3 - Sigma Aldrich®). O cultivo foi realizado em meio BG11%
contendo a concentragdo utilizada durante a manuten¢@o no banco de culturas: 10
mM. Esta concentracdo foi determinada a partir de testes de acondicionamento
anteriormente realizados para as diatomdceas isoladas no banco de microalgas do

Laboratorio de Ficologia (DBV-UFV).
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O cultivo foi realizado em frascos do tipo erlenmeyer de 125 mL de
volume em sala de cultivo, com 50 mL de volume total, temperatura 24 + 2 °C,
fotoperiodo 16:8 (luz:escuro) e intensidade luminosa de 90 pmol fotons m2s™ |
fornecida por lampadas LED (Light Emitter Diode) tubulares de 20 W (Kian, Led
Tube, China), na altura do agitador orbital e agitacdo constante a 110 rpm. A
densidade celular inicial das unidades experimentais foi de 1,7 x 10° células mL™"
para BR0OO06 e 2,5 x 10° células mL™ para BR022. A diferenca se justifica pelas
diferentes taxas de crescimento caracteristicas das duas cepas. Foram cultivadas 5
réplicas por tratamento. Os experimentos tiveram a duracdo de 10 dias, sendo feita
a coleta para anélise no inicio da fase estaciondria, segundo curva de crescimento
previamente realizada. O acompanhamento das fases de crescimento foi realizado
diariamente a partir de contagem de células.

Meios alternativos e tratamentos aplicados

O meio de cultivo com suplementacdo de casca de arroz carbonizada foi
produzido a partir de material proveniente da combustdo em fornos da industria
cerdmica e foi fornecido pela Ceramica Millenium (Paraiso do Tocantins — TO).
A partir da andlise elementar do material, foi comprovado o percentual de Si
(m/m) contido (Tabela 1), permitindo mensurar as concentracdes exatas aplicadas
em cada uma das massas (0, 3, 15, 30, 45, 60 g/L) utilizados na produgdo dos
meios. As concentracdes de silicio correspondentes as massas foram: 0, 2, 12, 23,
35 e 45 mM de Si, respectivamente. Para que o Si presente na casca de arroz fosse
solubilizado no meio para assimilagdo pelas cepas foi realizado um processo de
solubilizacdo do Si por temperatura®. O procedimento consistiu em homogeneizar
em frascos do tipo erlenmeyer de 2L os volumes determinados de casca de arroz
carbonizada, previamente pesados, em 1L de dgua deionizada. Essa mistura foi
autoclavada a 121°C, durante 20 minutos. As solu¢des obtidas foram
posteriormente separadas do residuo por processo de decantacdo e utilizadas para
a producdo do meio de cultivo utilizando solu¢des do meio BG11, sendo o pH
ajustado a 8,0; o material era subdividido em frascos erlenmeyers de 125 mL em
sala de cultivo, com 50 mL de volume util e novamente esterilizado por
autoclavagem para a montagem dos experimentos.

A producdo dos meios alternativos a base de agregado siderdrgico utilizou
o material tratado, fertilizante comercial Agrosilicio Plus®. Segundo j4 firmado
comercialmente, o fertilizante possui 10,5 % m/m de Si disponivel. A partir desse

dado, foram calculados os volumes de fertilizante a serem solubilizados para o
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cultivo para a obtencdo das concentragdes de: 0; 0,5; 2,5; 5; 7,5; 10 mM de
silicato (Tabela 2). Para que o Si presente no agregado sidertrgico (fertilizante
comercial Agrosilicio Plus®) fosse solubilizado no meio para assimilagcdo pelas
cepas foi realizado um processo de solubilizacdo do Si por temperaturazg. 0]
procedimento consistiu em homogeneizar em erlenmeyers de 2L os volumes
determinados de fertilizante, previamente pesados, em 1L de dgua deionizada.
Essa mistura foi autoclavada a 121°C, durante 20 minutos. As solugdes obtidas
foram posteriormente separadas do residuo por processo de decantagdo e
utilizadas para a produc¢do do meio de cultivo utilizando solu¢des do meio BG11,
o material era subdividido em erlenmeyers de 125 mL em sala de cultivo, com 50
mL de volume {til e novamente esterilizado por autoclavagem para a montagem
dos experimentos.

Quantificacao de biomassa

A medida de biomassa foi feita no 10° dia de cultivo (fase estaciondria).
Foram utilizadas membranas de 0,45 um (Millipore®), sendo filtrados 10 mL de
cultura por meio de um sistema a vicuo. Posteriormente, as membranas foram
secas em estufa a 60°C por 24 horas, sendo analisados dados absolutos de
biomassa seca. Posteriormente as amostras incineradas em mufla (Fornos Jung
Ltda, LF 02312, Brasil), a 550°C por um periodo de 2 horas, para o calculo de
biomassa seca livre de cinzas.

Analises bioquimicas

O material para as andlises foi coletado no 10° dia de cultivo (fase
estaciondria). As concentragdes de clorofila a e carotenoides totais foram
determinados por extragdo metandlica segundo protocolo adaptado de Griffiths
(2011) e Wellburn (1994)36’37. Carboidratos totais foram determinados conforme o
método fenol - dcido sulftirico descrito por Masuko (2005)38. Para tal, a curva
padrao foi preparada a partir de uma solugdo de glicose. A extracdo de proteinas
totais foi realizada conforme protocolo de extracdo etanodlica seriada, seguida pela
quantificagdo pelo método de Bradford 3 utilizando proteina do soro bovino
(BSA) como padrao para a curva de calibragdo. Para a quantificacdo de lipideos
totais foi utilizado o corante Nile Red, segundo metodologia adaptada de Chen e
colaboradores (2011)*. A curva de calibracado foi feita pela metodologia de Brigth

& Dyer, segundo adaptacao feita por Ramirez (2014,
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Tabela 1 — Concentracdes de micro e macronutrientes por tratamento apés a suplementacdo com

casca de arroz carbonizada.

Massa seca de casca de arroz (g.L'l)

Nutrientes 0 3 15 30 45 60
Aluminio 0,0 <0,0015 <0,0075 <0,015 <0,0225 <0,03
Boro 0,0 0,015 0,075 0,15 0,225 0,3
Célcio 0,0 0,0972 0,486 0,972 1,458 1,944
Cloretos 0,0 0,0594 0,297 0,594 0,891 1,188
Cobre 0,0 <0,0015 <0,0075 <0,015 <0,0225 <0,03
Ferro 0,0 <3x10"* <0,0015 <0,003 <0,0045 <0,006
Fésforo 0,0 0,12 0,6 1,2 1,8 2,4

Magnésio 0,0 0,0588 0,294 0,588 0,882 1,176
Manganés 0,0 <3x10"" <0,0015 <0,003 <0,0045 <0,006
Nitrogénio 0,0 <0,084  <0,42 <0,84 <1,26 <1,68
Potéssio 0,0 1,164 5,82 11,64 17,46 23,28

Elementos dissolvidos(mg.L'l)

Silicio 0,0 1,38 6,95 13,8 20,84 27,79
Sédio 0,0 0,033 0,165 0,33 0,495 0,66
Zinco 0,0 6x10~* 0,003 0,006 0,009 0,012

*Qs protocolos utilizados correspondem as metodologias padrdo regulamentadas

segundo o Departamento de Controle de Qualidade dos Produtos Agua e Esgoto.

Tabela 2 — Valores de nutrientes fornecidos por tratamento apds a suplementagdo com agregado

sidertirgico (Agrosilicio Plus ®)

Massa de Agrosilicio Plus (g.L'l)

. Nutriente 0 0,28 1,43 2,86 4,29 5,71
,g %” | Cllcio 0 7 3575 71,5 10525 142,75
5§ £ 7 Magnésio 0 1,68 8,58 1,71 2,57 3,43
: § Silicio 0 3 15 30 45 60

*Valores proporcionais aos fornecidos pelo produto comercial. Registro: MAPA — MG 10019
1002-4

Analises estatisticas
Os experimentos foram realizados segundo delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 5 repeticdes para cada tratamento. Os valores observados

para todas as varidveis respostas foram submetidos a Andlise de Variancia
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(ANOVA). Adicionalmente, para estudar o efeito do meio alternativo segundo
cada concentracao de Si em relacdo as varidveis respostas foi realizado teste de

Scott & Knott utilizando o software ASSISTAT 7.7 Beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos nutrientes do meio alternativo

Objetivando quantificar os nutrientes disponibilizados no meio a partir
autoclavagem do material de casca de arroz carbonizada, foram analisados os
teores de micronutrientes e macronutrientes solubilizados através do tratamento.
As andlises foram realizadas, segundo protocolos padronizados nas normas do
Departamento de Controle de Qualidade dos Produtos Agua e Esgoto, pela
empresa Nucleotec — Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas (Foz do Iguagu —

PR).

O material de casca de arroz carbonizada, apds tratamento por temperatura
¢ capaz de disponibilizar silicato na forma solivel no meio (cerca de 0,046% da
massa). Além do silicio, outros nutrientes, tais como: magnésio, nitrogénio,
potéssio e sodio também sdo solubilizados em variadas concentracdes. A presenca
desses nutrientes ja havia sido anteriormente descrita na utilizacdo de casca de
arroz como substrato para cultivo de plantas 04245 A partir dos dados obtidos,
foram calculadas as propor¢Oes para cada uma das concentragdes a serem
utilizadas no cultivo das cepas BR0O06 e BR022, que estdo detalhadamente
descritos na tabela 1, que contem as dosagens proporcionais de nutrientes para

cada um dos tratamentos.

A quantificacdo exata dos nutrientes disponiveis foi importante tanto para
concluir sobre o impacto do silicio nos cultivos, quanto a possivel influéncia dos
demais nutrientes incrementados concomitantemente. Os macro € micronutrientes
quantificados estdo disponiveis em variadas concentracdes apds o tratamento da
casca de arroz carbonizada. Sabe-se que o enriquecimento com todos eles é

. . . 19,44
essencial ao cultivo de microalgas

, Ja tendo sido relacionada a abundancia
sazonal desses nutrientes no meio com o aumento da produtividade de
diatomédceas em ambientes naturais *. J4 era esperado que a presenca desses
nutrientes no meio conjuntamente ao silicio, que € a suplementacdo objetivada

com o uso da casca de arroz, tivesse impacto na produtividade. Os teores dos
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nutrientes disponibilizados pela casca de arroz nao apresentam efeito inibitdrio ao
crescimento, apenas aumentando a disponibilidade de nutrientes no meio, o que
corrobora com o aumento da cinética do ciclo de vida das células *°. Segundo
pesquisas com produc¢@o de meios de cultivo para diatomdceas os micronutrientes
sdo responsdveis por até 30% da produtividade de diatomdceas, enquanto os
macronutrientes relacionam com 50% da produtividade 4, logo, o aumento da

disponibilidade dos mesmos teve influéncia na maior biomassa produzida.
Produtividade sob diferentes concentracoes

Cada uma das cepas foi avaliada em aspectos bioquimicos e de
crescimento para cada uma das diferentes dosagens de casca de arroz carbonizada
utilizadas na suplementacdo do meio de cultivo. Os resultados obtidos,
apresentados nas tabelas 2 e 3, foram comparados em relacdo aos obtidos para o

meio controle (BG11 suplementado com 10mM de silicato de sédio).

O comportamento cinético das cepas BRO0O6 e BR022 ndo se diferenciou
de forma impactante, como € possivel observar através das contagens de células,
apresentadas nas curvas de crescimento (Figuras 1B e 2B). Com excecao do
tratamento com auséncia de fonte de silicato (0 g.L'l), onde a caréncia de silicio
impede o crescimento da cepa, todas as demais concentracdes apresentaram
aumento no nimero de células. Observou-se que, apesar de variadas taxas de
crescimento, as fases logaritmica e estaciondria foram mantidas com
comportamentos semelhantes entre os tratamentos. Essa observacdo permite
concluir que as diferentes dosagens de silicio sejam capazes de alterar as taxas de
crescimento, acelerando o ciclo celular, o que € observado pela variacio em
produtividade de biomassa e numero de células. No entanto, as respostas ao
decréscimo da concentracdo de nutrientes no meio sdo mantidas, ocasionando a

entrada em fase estacionaria (9-10° dia), dado o consumo dos nutrientes do meio
13

A produtividade de biomassa sofreu incremento com a suplementacao
através de casca de arroz carbonizada para ambas as cepas, comparadas ao
controle (Figuras 1A e 2A). A cepa BRO06 apresentou a maior produtividade
(0,9056 g.L'l) no tratamento com 30 g.L'1 de casca de arroz carbonizada, sendo
observado decréscimo nos valores absolutos de biomassa nas duas concentragdes

superiores (45 e 60 g.L‘]); no entanto, esse decréscimo ndo diferiu
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estatisticamente da produtividade maxima. O tratamento com 3 g.L”' de casca de
arroz carbonizada apresentou-se estatisticamente equivalente ao controle, sendo
que a concentracdo imediatamente superior (15 g.L'™"), obteve maior produtividade
e o tratamento com auséncia de suplementacdo de silicato obteve a menor
produtividade. A cepa BR022 também apresentou maior produtividade absoluta
na concentracdo de 30 g.L" de casca de arroz carbonizada (0,8914 g.L"), sendo
que este valor ndo foi estatisticamente diferente nas concentragdes de 3, 15,45 e
60 g.L"! de casca de arroz carbonizada. O tratamento com auséncia de fonte de

silicato, por sua vez, foi comparado ao controle.

Os dados de produtividade de biomassa indicam um diferente
comportamento das cepas em relacdo a abundancia de silicato disponivel no
cultivo. Essa variacdo deve estar relacionada as caracteristicas intrinsecas de
ambas **, pautadas na variacdo dos ambientes de onde foram coletadas. Neste
aspecto, as cepas provavelmente possuem mecanismos de controle de influxo de
silicio diversificados, que reagem de maneiras distintas a concentracdo de silicio

. 4
do ambiente **°.

Dessa forma, enquanto BRO06 necessitaria de maior
disponibilidade de silicio no meio para ativar o simporte pelos Transportadores
Internos de Silicio (SIT) na célula. A cepa BR022 apresentaria funcionalidade
constante dos SITs, tendo boa produtividade mesmo sob baixas concentracdes de

ey , - 13,1 1
silicato soltvel no meio '>!>!,

Os dados de pigmentos (clorofila a e carotenoides totais), apresentados em
percentual nas tabelas 2 e 3, indicaram que os tratamentos influenciaram de
maneiras deferentes em seus teores para as cepas. Em BR006 os maiores teores de
clorofila a foram observados na concentracio de 30 g.L'l, que diferiu
estatisticamente das concentragdes dos demais tratamentos. J4 o teor de
carotenoides foi mais alto na concentragdo de 15 g.L”, sendo que ndo apresentou
diferenga estatistica para todas as concentracdes superiores. Em BRO022 os
maiores teores de ambos os pigmentos foram observados na concentracdo de 15
gL', ndo sendo estatisticamente equivalentes a nenhuma outra concentracio. Os
percentuais de clorofila a e carotenoides para a concentracio de maior
produtividade de biomassa (30 g.L'l), nesta cepa, corresponderam a 20-25% do

maximo observado.
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Os percentuais de lipideos neutros, proteinas totais e carboidratos totais se
mantiveram estdveis para ambas as cepas (Tabelas 2 e 3). Em BR006 ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos e em relacdo ao controle tanto para a
produtividade lipidica quanto para os teores de proteinas. Os teores de
carboidratos, por sua vez, apresentaram variacdo sendo que o mdaximo foi
observado na concentracio de 3 g.L”' e o minimo na concentracio de 30 gL,
sendo que todas as concentracdes foram percentualmente inferiores ao meio
controle. No entanto, com excecao dos tratamentos em concentragoes extremas (0
e 60 g.L") todas as demais concentragdes foram estatisticamente homogéneas
comparadas ao meio controle. Para BR022, a produtividade lipidica apresentou
variacdo estatistica, sendo que o tratamento com maior produtividade de biomassa
(30 g.L'l) teve menores teores em relacdo ao controle e aos tratamentos com
dosagens superiores de casca de arroz. Para esta cepa, no entanto, os percentuais

de proteinas e carboidratos apresentaram-se estatisticamente homogéneos.

Segundo os dados apresentados, o fornecimento alternativo de silicato, a
partir de casca de arroz carbonizada, apesar de aumentar o acimulo de biomassa e
promover incremento nas taxas de crescimento (comparados ao meio com fonte
sintética de silicio), ndo afeta o padrdo de constituicdo de reservas ou impacta

. . 4
drasticamente no acimulo de compostos 8

Apesar de ter sido observada
diferenca estatistica entre os teores de lipideos acumulados em BR022, os dados
ndo sdo determinantes em relacdo ao padrdo de acimulo na cepa promovido pela

fonte alternativa ou pela variacdo da concentracdo de nutrientes

Os meios de cultivo alternativos sdo a principal maneira de tornar a

1 2%2. Um meio de cultivo ideal

producdo de algas em larga escala vidve
proporciona elevada produtividade de biomassa e, preferencialmente, altos
percentuais de acimulo dos compostos de interesse™. A utilizacdo de casca de
arroz carbonizada conseguiu em dosagens mais elevadas alta produtividade de
biomassa (Figuras 1A e 2A), superando até mesmo o meio controle. A producao
de biomassa e componentes celulares € resultado de uma soma de fatores, onde a
principal interferéncia sdo as caracteristicas particulares da espécie >, o que
impede generalizacdes e faz com que a modulagdo dos meios de cultivo para
produtividade especifica de determinados compostos precise ser individualmente

4
testada >*>°,
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Dentre as pesquisas com meios de cultivo alternativos, para microalgas
como um todo, o uso de dguas residudrias tem sido a aplicacdo mais comum 2656
Residuos agricolas tem sido apontados como potenciais para o fornecimento de
nutrientes em cultivo de algas, porém, sdo escassos Os experimentos que
objetivem comprovar essa aplicabilidade, principalmente para diatomdceas que

~ . .. PO 7
apresentam a dependéncia nutricional do silicio 3758

BR006 BR022
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Figura 1 - Densidade celular dos cultivo da diatomdcea Nitzschia palea BRO06 (A) e BR022(B)
cultivadas em meios suplementados com diferentes dosagens de Si (0, 2, 12, 23, 35 e 46 mM)
provenientes do tratamento de casca de arroz carbonizada. Valores de massa seca do cultivo das
respectivas em cada uma das diferentes dosagens da fonte alternativa de silicio, comparado ao
meio BG11 suplementado com silicato de sédio. As barras de erro contem diferentes letras de
acordo com o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

A limitacdo da presenca do silicio para o crescimento de diatoméaceas faz
com que o desenvolvimento de meios de cultivo alternativos necessite ser
abundante neste nutriente”. A manipulagdo dos teores de silicio disponibilizados

em cultivo sao frequentemente estudados e dados obtidos com espécies marinhas
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apontam que o estresse por caréncia de silicio seja capaz de aumentar a
produtividade lipidica . No entanto, nio se observou esta variacio nos
experimentos realizados, a producdo lipidica manteve 0s seus percentuais
estatisticamente iguais (BR0O06 — Tabela 2) ou apresentou decréscimo nas
condi¢des de estresse por baixa dosagem de silicio (BR022 — Tabela 3). Porém, o

elevado actiimulo de biomassa observado nos tratamentos, indica que o meio
Interferéncia de demais nutrientes na produtividade

Diante dos dados observados, pareceu evidente a influéncia das variadas
concentracdes de silicato, fornecidas pela fonte alternativa; casca de arroz
carbonizada. Entretanto, o fato de que o incremento de produtividade foi elevado
até mesmo em tratamentos onde as concentracdes de silicato disponibilizadas
eram muito préximas ao meio controle, gerou a ddvida se somente a dosagem de
silicato estaria impactando a produtividade. Provavelmente, os demais elementos
disponibilizados no meio através da autoclavagem da casca de arroz carbonizada
serlam os responsaveis por ampliar o efeito das maiores doses de silicio,
ocasionando maior aumento de produtividade. Para tanto, as cepas foram
cultivadas com suplementacdo dos trés principais elementos incrementados na
solubilizacdo dos componentes da casca de arroz carbonizada: célcio, magnésio e

potassio.

Os dados obtidos para os cultivos (apresentados na Tabela 4)
demonstraram que a suplementacdo dos trés nutrientes, conjuntamente, interfere
positivamente na produtividade das cepas. Para a cepa BR006, foi observada
maior produtividade de biomassa no tratamento com suplementacdo do
combinado de nutrientes, sendo estatisticamente maior que o meio controle. Os
meios suplementados com célcio e potdssio somente, apresentaram produtividade
de biomassa estatisticamente equivalente ao controle e o meio suplementado
apenas com magnésio apresentou menor produtividade. A cepa BR022, de forma
semelhante, apresentou boa produtividade com suplementacdo do combinado de
nutrientes, no entanto, o valor de biomassa produzido nd3o foi superior ao
tratamento controle, sendo que, a produtividade observada, tanto para o meio
suplementado apenas com célcio quanto para o meio suplementado com o

combinado de nutrientes, foram equivalentes estatisticamente ao meio controle.
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Assim como observado nos cultivos com suplementagao de silicato a partir
de casca de arroz carbonizada, os percentuais de lipideos neutros, proteinas totais
e carboidratos totais tenderam a ser estdveis entre os tratamentos. Da mesma
forma os percentuais observados para todos os componentes quantificados

seguiram o mesmo comportamento dos tratamentos com meio alternativo.

Os dados obtidos através dos testes com suplementacdo de cdlcio,
magnésio e potdssio permitiram concluir que o efeito do seu incremento pelo uso
da casca de arroz carbonizada como fonte de nutrientes possa ter ocorrido de
formas diferentes para cada uma das cepas. A disponibilizacio de outros
nutrientes pela fonte alternativa de silicio utilizada nos experimentos se somou as
maiores concentragdes de silicato fornecidas interferindo positivamente na
produtividade. Estes elementos ja possuem sua relacdo com o metabolismo de

plantas bem elucidado®®°'.

O papel destes no metabolismo de diatomdaceas
também ji foi hipotetizado 62" ou até mesmo estudado em mecanismos
especificos; como fungdo de sinalizacdo enzimdtica e participacdo nos
mecanismos de adesdo do célcio ©, regulacdo do metabolismo exercida pelo
magnésio % ou ativacdo enzimdtica e simporte de silicio do potassio 116566
Apesar dos estudos ja realizados que indicam a relagdo entre esses nutrientes e o
metabolismo de diatomdceas, nenhum se propds a identificar a influéncia destes

no aumento da produtividade, indicando uma promissora drea de estudo.
Caracteristicas do meio a base de agregado siderirgico

O célculo das concentragdes de silicato solubilizados em cada um
dos tratamentos teve como base os teores de nutrientes informados no produto
comercial (Agrosilicio Plus ®), segundo registro do mesmo (MAPA — MG 10019
1002-4). Além da disponibilizagcdo do silicio na solubilizagdo do material, outros
dois nutrientes estdo presentes em abundancia: cdlcio e magnésio. As massas
correspondentes aos volumes de nutrientes disponibilizados em cada um dos

tratamentos foi calculada e pode ser analisada na Tabela 1.

Dado o elevado teor de célcio, elemento utilizado como precipitador em
meio aquoso %7 fornecido pelo Agrosilicio Plus ®, foi testado o impacto do
aumento de sua concentragdo no meio sintético, anteriormente a realizagdo dos
experimentos. Ambas as cepas forma cultivadas em meio BG11 com 10 mM de

silicato de sédio e adicdo de 100mg.L™"' de carbonato de célcio. A partir de
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observacao da viabilidade de células durante este teste, foi observado que o
cultivo de diatomdceas ndo era impedido sob altas concentracdes de calcio. Dessa
forma, os experimentos procederam com a adicdo de volumes graduais do
fertilizante, conforme as dosagens desejadas de silicato dissolvido,
desconsiderando os demais nutrientes adicionados concomitantemente. Ainda
assim foram estimados os teores dos demais nutrientes inseridos por auxiliarem na
interpretacdo dos resultados, uma vez que todos possuem impactos no

. . (e 60,64
metabolismo de organismos fotoautotréficos .

Produtividade sob diferentes concentracoes

A avaliacdo da produtividade das cepas foi feita a partir de andlises
bioquimicas e de parametros de crescimento em relacdo aos tratamentos. Os
resultados obtidos através da suplementacdo de meios de cultivo com Agrosilicio
Plus® para as diatomdceas BR0O06 e BR022 (Tabelas 2 e 3) foram comparados
aos dados obtidos com o meio controle (BG11 suplementado com 10mM de
silicato de s6dio). A analise estatistica foi feita com base no teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade.

A condi¢do dos cultivos foi acompanhada por observagdo ao
microscopio durante os 10 dias de duracdo do experimento. Apesar de as células
se manterem vidveis durante todo o periodo, indicando que existiam condicdes
nutricionais, ndo houve produtividade superior ao controle para nenhum dos
tratamentos. Os dados de biomassa, indicados nas figuras 1 e 2, apresentam que
as cepas BR0O06 e BR022 produziram menos que o meio controle para todos os
tratamentos. No tratamento com auséncia de suplementacdo de silicato foram
observados os menores valores de biomassa, como esperado, uma vez que o
silicato € essencial para a produtividade de diatomdceas. Para as dosagens de 0,03
e 0,15 gL' a produtividade também foi baixa, mas estatisticamente superior a
auséncia de fornecimento de silicato. Nessas concentracdes BR022 apresentou
valores de biomassa estatisticamente iguais, enquanto em BR0O06 foi observado
incremento correspondente ao aumento da dose de silicato, sendo a produtividade
na dosagem de 0,15 g.L”' superior 2 0,3 g.L"". A maior produtividade de biomassa
para BR0O06 (0,313 g.L'l ), em valores absolutos, foi observada na concentracio
de 0,30 g.L'l; porém as dosagens superiores ndo apresentaram diferenca estatistica

nesse parametro. Para BR022 a maior produtividade de biomassa (0,3328 g.L'l)
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foi observada com a suplementacio de 0,60 g.L”' de silicato. Nesta cepa, as
concentracoes de 0,45 e 0,60 g.L'1 tiveram produtividades de biomassa
estatisticamente iguais. O valor mdximo de produtividade de biomassa obtido para
BROO06 foi 48,6% inferior que o meio controle, enquanto para BR022 esse valor

foi de 33,9%.

Os dados de biomassa indicam que houve fornecimento de silicato em
forma soldvel a partir da suplementacdo com Agrosilicio Plus®, uma vez que os
cultivos permaneceram vidveis e apresentaram crescimento. No entanto, o fato de
as cepas apresentaram acumulo de biomassa inferior ao meio controle sob
concentracoes de silicato equivalentes (o tratamento de 0,6 g.L'1 possui
concentracdo de silicato equivalente a 10 mM de silicato de sédio), permite
concluir que outras caracteristicas do meio impactaram no crescimento das cepas.
Provavelmente as elevadas concentragdes de célcio fornecidas pelo agregado
siderdrgico ndo impedem o crescimento das diatomdaceas (como comprovado por
testes anteriores), mas devem afetar o metabolismo das cepas diminuindo sua taxa
de crescimento. O cdlcio tem fun¢do de sinalizacdo celular, papel em atividade
enzimatica e constitutivo, ja tendo sido estudado, principalmente em plantas para
estas fungdes®”®. Em diatoméceas o célcio ja foi foco de estudos que abordam as

63,69

propriedades de adesdo a superficies e motilidade O impacto da sua

~ .. - . - . 2
concentracdo em produtividade, especificamente, ainda nao foi estudado®.

A quantificacdo de pigmentos (clorofila a e carotenoides totais) foi
normalizada percentualmente aos dados de biomassa seca (tabelas 2 e 3). Em
BROO06 os tratamentos de 0,15 a 0,60 g.L'1 apresentaram dados estatisticamente
iguais para clorofila a, sendo que foram inferiores ao controle. Nas concentragdes
inferiores , 0 e 0,03 g.L"!, os percentuais decresceram de acordo com o tratamento,
sendo estatisticamente diferentes. Os percentuais carotenoides em BR0O06 também
foram estatisticamente inferiores ao meio controle, no entanto, apresentaram
homogeneidade em todas as concentragdes de silicato dos tratamentos, sendo
estatisticamente iguais de 0,03 a 0,6 g.L'l. Em BRO022 os percentuais de clorofila a
e carotenoides apresentaram o mesmo comportamento, apenas o tratamento com
auséncia de silicato foi estatisticamente inferior em seu percentual de pigmentos.
Os demais tratamentos, de 0,03 a 0,6 g.L'1 de silicato foram estatisticamente

equivalentes ao meio controle.
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Figura 2 Valores percentuais de clorofila a (%), carotenoides (%), lipideos neutros (%), proteinas
totais (%) e carboidratos (%), correspondentes a massa seca obtida (g.L’l), no cultivo da
diatomaceas BR0O06 e BR022, em meios BG 11 suplementado com diferentes massas de casca de
arroz carbonizada. As letras indicam a diferenca estatistica de acordo com o teste de Scott-Knott

ao nivel de 5% de probabilidade.
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Os dados de pigmentos indicam que a auséncia de silicato foi
realmente impactante em ambas as cepas, no entanto, a cepa de BR0O06 sofreu
mais estresse em relagdo a fotossintese, comparada a cepa BR022, uma vez que
seus percentuais de pigmentos sofreram variacdo e decréscimo em relacdo ao

controle, o que nao ocorreu em BR022.

Através de andlises bioquimicas também se quantificou lipideos
neutros, proteinas totais de carboidratos totais (Tabelas 2 e 3). Estes dados
indicaram que os percentuais de lipideos em BRO06 variaram da média 21%, na
concentracdo de 0,45 g.L'l, a 47,71%, na concentracio de 0,6 g.L'l.
Estatisticamente apenas os percentuais obtidos nas concentragdes de 0,30 e 0,45
g.L"! foram inferiores ao obtido no controle. Para proteinas totais observou-se
homogeneidade nos percentuais quantificados para BRO06 entre todos os
tratamentos, ndao havendo diferenca estatistica entre eles e o controle. Os
percentuais de carboidratos totais para BRO06 foram estatisticamente iguais ao
controle nos tratamentos com concentragdes de 0,03, 0,15 e 0,45 gL' as
concentracoes de 0,3 e 0,6 foram estatisticamente iguais e inferiores ao controle e

o menor percentual foi obtido na auséncia de suplementacio com fertilizante.

Para a diatomdcea BRO022 os percentuais de lipideos foram
estatisticamente iguais ao controle para todos os tratamentos, com exce¢do das
concentracdes de 0,15 e 0,45 g.L'l, que foram iguais entre si e inferiores aos
demais tratamentos. Os maiores percentuais de proteinas totais foram encontrados
nos tratamentos com concentracdes de 0 a 0,15 g.L‘1 , sendo estatisticamente
uniformes nessas concentracdes. O controle teve percentual de proteinas totais
inferior e estatisticamente uniforme em relagdo as demais concentragdes (0,30;
0,45 e 0,60 g.L™"). Os resultados de carboidratos totais indicaram que apenas no
tratamento com 0,45 gL' o percentual foi estatisticamente igual ao meio controle.
Os demais tratamentos foram estatisticamente homogéneos entre si, com valores
entre 14,22% (0 g.L'l) e 22,42% (0,30 g.L'l) inferiores ao controle no percentual

de carboidratos totais.
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Figura 3 - Figura 1 - Densidade celular dos cultivo da diatomécea Nitzschia palea BRO06 (A) e
BRO022(B) cultivadas em meio BG 11 suplementado com diferentes dosagens de Si (0; 0,5; 2,5; 5;
7,5; 10 mM) provenientes de agregado siderurgico (Agrosilicio Plus ®). Valores de massa seca do
cultivo das respectivas em cada uma das diferentes dosagens da fonte alternativa de silicio,
comparado ao meio BG11 suplementado com silicato de sédio (C e D). As barras de erro contem
diferentes letras de acordo com o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados de acumulo de compostos indicam que, apesar do impacto
apresentado pelo uso de Agrosilicio Plus® como fonte de silicio, que reduziu
consideravelmente a produtividade de biomassa, o padrao de producdo dos demais
compostos ndo foi alterado drasticamente. A produtividade de lipideos, proteinas
e carboidratos, de forma geral, ndo teve seus percentuais muito alterados pelos
tratamentos, o que indica que apesar do estresse provocado pela utilizacdo da
fonte alternativa as cepas foram capazes de utilizar os nutrientes disponiveis de
forma satisfatéria no metabolismo. Entre as cepas, a diatomacea BR022 se
adaptou melhor as condi¢Oes dos tratamentos, o que refletiu nos seus resultados

de produtividade e percentuais de constituintes celulares.
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Figura 4 - Valores percentuais de clorofila a (%), carotenoides (%), lipideos neutros (%), proteinas
totais (%) e carboidratos (%), correspondentes & massa seca obtida (g.L’l), no cultivo da
diatoméaceas BRO06 e BR022, em meios BG 11 suplementado com diferentes massas de agregado

sidertrgico (Agrosilicio Plus ®). As letras indicam a diferenca estatistica de acordo com o teste de

Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Conforme dados apresentados na tabela 4, o uso de Agrosilicio Plus® como fonte
de silicato no meio, na concentracao de 0,6 g.L'l, reduziriam em 13,66% o custo
final do meio de cultura. Esta reducido poderia ser ainda maior se fosse utilizado
um meio base, equivalente ao BG11, também alternativo. Calculando a partir de
um meio equivalente anteriormente proposto ', o custo do meio de cultivo
poderia ser reduzido em 98,70%, comparado ao meio sintético, custando
R$0,0392. Adicionalmente ao baixo custo, que confere potencial a utilizacdo do
agregado sidertrgico como fonte de silicio, esta fonte pode ser encontrada em
diversos ambientes onde hd atividade de siderurgia 71, por ser residuo da
atividade. O uso de agregado siderurgico, inclusive tem sido bastante estudado

. ~ : c T2
por representar uma via de reducdo de impacto através do consumo do residuo '“.

CONCLUSOES

A utilizagdo de diatomdceas para diversos fins comerciais €
biotecnolégicos tem sido frequentemente citada nos tdltimos anos "*. No entanto,
a producdo deste organismo em larga escala ainda € invidvel, principalmente em
funcdo do alto valor dos meios de cultivo. Como s@o escassos os estudos que se
propde a desenvolver meios de cultura de baixo custo e com produtividade
razoavel, para tornar o cultivo de diatomdceas economicamente vidvel, &
importante que sejam desenvolvidas pesquisas que se proponham a solucionar

esta questao.

Os dados deste trabalho indicaram que a suplementacgdo de silicato a partir
de casca de arroz carbonizada € vidvel para a producdo das duas cepas dulcicolas
(BR0O06 e BR022) utilizadas. As dosagens utilizadas foram capazes de produzir
biomassa e, na concentracio de 30 g.L”' de casca de arroz carbonizada na
suplementa¢do de meio BG11, foi observada a méxima produtividade para ambas
as cepas, sendo o rendimento estatisticamente superior ao meio totalmente
sintético, com suplementagdo de silicato de sédio. Estes dados demonstram nao
somente a possibilidade de utilizacdo da casca de arroz carbonizada como fonte
alternativa de silicato, como indicam a eficiéncia da fonte alternativa testada no

aumento da produtividade das cepas.

Além do potencial incremento de produtividade de biomassa, o padrio de
acumulo de reserva lipidica observado nos tratamentos com suplementacdo de

silicio a base casca de arroz carbonizada, demonstram que este meio alternativo é
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potencial ao cultivo visando biodiesel, uma vez que a média de acimulo de
lipideos, para ambas as cepas, foi acima de 30%, citado na literatura como

produtividade ideal para a finalidade de biocombustiveis .

Adicionalmente, o presente trabalho ainda observou que a variacdo da
concentracdo de silicio dos tratamentos realizados possui impactos diferentes para
cada cepa, que devem estar relacionados a sua regula¢do natural de entrada de
silicio na célula. Além disto, analisou alguns nutrientes como o célcio, por seu
papel de sinalizacao dentro da célula, podem ser capazes de promover aumento de
produtividade da cepa, como foi testado. Ambos os aspectos indicados carecem
maiores estudos, porém, a partir dos resultados obtidos, foram indicados como
potenciais para permitir a viabilizacdo da produtividade de diatomdiceas em

escalas maiores.
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Figura suplementar 1 — Valores de biomassa seca obtida (g.L’l), no cultivo da diatomdceas
BR0O06 ¢ BR022, em meio BG 11 modificado com 10mM de silicato de sédio (Na,SiOs),

suplementado com Cdlcio (CaCl,x2H,0) , Magnésio [Mg(SO),] e Potissio [KH,(PO)4], ou

combinag¢do de nutrientes.

Tabela suplementar - Custo de producdo de 1L de meio de cultivo a base de nutrientes sintéticos
e alternativos, tendo como base meio alternativo com célculo de nutrientes correspondente ao

BG11 testado no cultivo de Scenedesmus.

Meio de cultivo Fonte de silicato Custo final Economia em relagio ao meio
(R$.L ™" completamente sintético (%)
BG 11 sintético Na,SiO; 3,029
Casca de arroz 2,6108 13,80
carbonizada
Agrosilicio Plus 2,6152 13,66
Meio Na,SiO; 0,453 86,62
alternativo B4* Casca de arroz 0,0348 98,85
carbonizada
Agrosilicio Plus 0,0392 98,70

*Meio alternativo a base de fertilizantes comerciais (Soares, J. et al; Submetido) 0
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Figura suplementar 2 - Valores percentuais de clorofila a (%), carotenoides (%), lipideos neutros
(%), proteinas totais (%) e carboidratos (%), correspondentes a massa seca obtida (g.L'l), no cultivo da
diatomaceas BR0O06 e BR022, em meio BG 11 modificado com 10mM de silicato de sédio (Na,SiO3),
suplementado com Ciélcio (CaCl,x2H,0) , Magnésio [Mg(SO),] e Potdssio [KH,(PO)s], ou
combinag¢do de nutrientes. As diferentes letras indicam a diferenca estatistica de acordo com o teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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