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Resumo

No inicio do século XX, as microalgas comegaram a despertar interesse na comunidade
cientifica e, desde entdo, novos estudos permitiram o reconhecimento do seu potencial a ser
usado para diversos fins. A Chlorella é uma das microalgas produzidas e comercializadas
mundialmente. Existem neste momento trés espécies de Chlorella reconhecidas no mercado
Europeu como Novel Food o que permite que sejam comercializadas para alimentagédo humana.
Devido ao facto de o consumo de algas ndo ser uma pratica comum na Unido Europeia, nos
ultimos anos surgiram estudos para a incorporacao desta alga na dieta europeia, com beneficios

para a saude humana.

O objetivo deste trabalho foi induzir a carotenogénese em duas estirpes de Chlorella
vulgaris e uma estirpe de Chlorella protothecoides, privando as culturas da fonte de azoto no

meio de cultivo.

Numa primeira etapa, as duas estirpes de Chlorella vulgaris foram inoculadas em
reatores de 5 L com meio f/2 modificado. No passo seguinte, foram testas duas condicdes: na
primeira condicéo as culturas foram inoculadas com meio f/2 sem KNOs e na segunda condigéo
0 meio de cultivo apenas continha dgua da cimenteira. Em ambas as culturas, foi avaliada a
concentracdo de clorofila e carotendides, ao longo do ensaio. Verificou-se um decréscimo no
teor de clorofila em ambas as culturas e uma acumulacédo de carotendides apenas nas condicdes
controlo. Foi observada a mudanca de cor verde para cor amarela em Chlorella vulgaris e para

cor alaranjada em Chlorella vulgaris Beijerinck (estirpe de controlo).

O ensaio seguinte, foi realizado em outdoor num Fotobiorreator de 2000L (FBR) e em
trés Green-wall de 45L (GW), usando Chlorella vulgaris crescida em fermentador. Apés a
inducdo das culturas, ndo foi observada uma mudanca de cor significativa. Neste ensaio, foi
avaliada a concentracdo de proteina. Observou-se uma descida na concentracdo de proteina nos

reatores a medida que a fonte de azoto ia sendo consumida.

No altimo ensaio, o crescimento fez-se de modo heterotrofico usando a estirpe Chlorella
protothecoides. Para isso, numa primeira etapa foi feito um teste em matraz com diferentes
concentragfes de amonia, onde se constatou que quanto mais baixa a concentragdo de amonia,
maior a alteragcdo da cor da cultura. A etapa seguinte foi realizada num fermentador de 5 L,

onde néo se observou mudanca de cor da cultura.



Neste trabalho, foi possivel realizar a indugdo nas culturas, mas apenas nos ensaios em

pequena escala (ensaio em baldo e em matraz).

Palavras-chave: Chlorella vulgaris, Chlorella protothecoides, Microalgas,

carotenogénese, mudanca de cor, inducgéo.



Abstract

In the early twentieth century, microalgae began to awaken interest in the scientific
community. To date, studies on this topic were scarce. In this new century, new studies have
allowed the recognition of its potential. Chlorella is one of the microalgae produced and
marketed worldwide. There are currently three species of Chlorella recognized in the European
market as Novel Food. Recognition as Novel Food allows these species to be marketed for
human consumption. Due to the fact that the consumption of algae is not a common practice in
the European Union, in recent years there have been studies to incorporate this alga into the

European diet.

The objective of this work was to induce carotenogenesis in two strains of Chlorella
vulgaris and one strain of Chlorella protothecoides, depriving the cultures of the nitrogen source

in the culture medium.

In a first step, the two strains of Chlorella vulgaris were inoculated into 5 L reactors
with modified f/2 medium. In the next step, two conditions were tested: In the first condition
the cultures were inoculated with f/2 medium without KNO3 and in the second condition the
culture medium contained only water from the cement. In both cultures, the concentration of
chlorophyll and carotenoid was evaluated throughout the experiment. There was a decrease in
chlorophyll content in both cultures and an accumulation of carotenoids only under the control
conditions. The change from green to yellow color in Chlorella vulgaris and to orange color in

Chlorella vulgaris Beijerinck (control strain) was observed.

The following assay was performed inoutdoors on a 2000L Photobiorreator (PBR) and
three Green-wall 45L (GW), using Chlorella vulgaris grown in a fermenter. After induction of
cultures, no significant color change was observed. In this assay, the protein concentration was
evaluated. A decrease in protein concentration in the reactors was observed as the source of

nitrogen was being consumed.

In the latter assay, the growth was done heterotrophically using the Chlorella
protothecoides strain. For this, in the first stage a test was carried out in a flask with different
concentrations of ammonia, where it was found that the lower the concentration of ammonia,
the greater the change in the color of the culture. The next step was carried out ina 5 L

fermenter, where no color change was observed.

Xi



In this work, it was possible to carry out the induction in the cultures, but only in small
scale tests (balloon and flask assay).

Keywords: Chlorella vulgaris, Chlorella  protothecoides, Microalgae,

carotenogenesis, color change, induction.
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1. Estado da arte

1.1.Producéo de microalgas

O desenvolvimento cientifico data de hd muitos séculos atrds, mas apenas no inicio do
século XX é que os avanc¢os nos estudos sobre microalgas comecaram a ser notorios. Um século
depois do desenvolvimento de estudos sobre a sua constituicdo, desenvolvimento, reproducéo
e producdo, as microalgas sdo usadas em diversos fins. Podem ser usadas, por exemplo, na
alimentacdo humana e animal, na producao de farmacos e produtos de cosmética, na producao
de biocombustiveis, plasticos, fertilizantes e no tratamento de efluentes. Apesar de todo este
potencial, com a tecnologia atual o custo de producéo ainda é elevado e ndo existe um processo
de producgéo padronizado. Assim, a producdo a uma escala industrial ainda tem um longo
caminho a percorrer (Acién et al., 2017).

Atualmente ja existem empresas focadas no desenvolvimento de métodos de producdo em
larga escala de microalgas. Na Europa, comecaram a surgir empresas como a AlgoSource
(AlgoSource, 2016) e Fermentalg (Fermentalg, 2018) localizadas em Franca e a Algades
(Algades, 2016) localizada em Espanha. Mas Portugal ndo ficou para tras. Em Portugal, existem
pelo menos trés empresas de producao de microalgas nomeadamente a ALGAFARM (SECIL,
2016), a Necton (Necton, 2018) e a BuggyPower (BUGGYPOWER, 2017).

1.2.ALGAFARM - Unidade de Producéo de Microalgas

Este estagio foi realizado na empresa CMP/Algafarm (Cimentos Maceira e Pataias)
pertencente ao grupo Secil, localizada em Pataias, Alcobaga. A empresa foi fundada em 1904
em Outdo, Setdbal, mas apenas em 1923 ¢é que foi criada a marca Secil. Nesta fabrica sdo
produzidos produtos como betdo pré-fabricado, revestimentos, painéis de fibra, cal hidraulica,
rebocos, pedreiras, entre outros. A Secil é uma das principais empresas produtoras de cimento
em Portugal, operando internacionalmente em Angola, Tunisia, Cabo Verde, Holanda, Brasil e
Libano (SECIL, 2016).

A ALGAFARM, unidade de producdo de microalgas, pertence a empresa CMP (fig.1) e é
considerada uma das maiores unidades de producdo de microalgas, em sistema fechado, na
Europa. A sua producdo em larga escala é composta por fotobiorreatores (FBRs), para cultivo

autotrofico e, por fermentadores para geracdo de inéculo Premium (F5L, F200L e F5000L).



Desta forma, o scale up da unidade poderd seguir a via exclusivamente autotrofica ou
autotrofica em duas fases, sendo a primeira fase a geracao de indculo por fermentacao.

Figura 1- Fotografia aérea da unidade ALGAFARM.

1.2.1. ALGAFARM e o Scale up exclusivamente autotréfico

Em condicGes controladas de esterilidade e tratamento de aguas, o indculo € cultivado a
escala laboratorial, em reatores/baldes de 5L. Posteriormente, 0s reatores de 5L sdo usados para
inocular um green-wall (GW) de 1000L localizados numa estufa com temperatura e humidade
controlada. As dimensdes da estufa permitem a inoculacdo de 12 GW ao menos tempo. Numa
fase posterior e apds cultivo, a biomassa obtida nos GW € usada para inocular os FBRs
exteriores. Os FBRs tém diferentes volumetrias classificando-se em FBRs tipo S (small; 5
reatores de 10m®%), M (medium; 5 reatores de 30m?), L (large; 8 reatores de 90m?®) e XL (extra-
large; 1 reator de 180m?). Os reatores tipo S e M s&o considerados reatores de inoculagio e os
reatores tipo L e XL reatores de produgdo. A grande desvantagem deste tipo de scale up é o

tempo de cultivo que podera ser cerca de 3 meses (do baldo ao produto final em pd).

1.2.2. ALGAFARM e o Scale up bifasico

Em 2016 e de forma a colmatar o tempo de scale up a unidade introduziu uma nova
tecnologia de cultivo de microalgas — a fermentacéo. Neste processo heterotrofico, inicialmente
a inoculacdo é realizada num fermentador de bancada de 5L a partir de culturas conservadas
em Master Cell Banks, que posteriormente inoculam um fermentador de 200L e por Gltimo um

fermentador de 5000L. O indculo gerado no fermentador de 5000L é posteriormente usado para



scale up autotréfico em FBR. Todo este processo é realizado em poucas semanas e da origem
a grandes quantidades de biomassa. Ao contrario do processo em autotrofia que demoraria o
dobro do tempo, este processo torna-se mais interessante devido a sua celeridade. Assim, o uso
de fermentadores permitiu reduzir significativamente o tempo de scale-up. Contudo, nem todas

as microalgas possuem o mecanismo de crescimento heterotréfico.

1.2.3. ALGAFARM - Colheita e downstream

A cultura crescida em autotrofia segue para colheita por concentracdo num sistema de
membranas e posterior secagem por atomizacdo. Atualmente a unidade estd apta a
comercializar biomassa em p6, em formato de comprimido e/ou capsulas. A imagem da unidade
prende-se com o fornecimento de Chlorella vulgaris de qualidade Premium sendo a mesma
comercializada pela empresa AllMicroalgae sob a marca Allma. (Fonseca et al., 2016; Silva et
al., 2017).

2. Microalgas

As microalgas existem no planeta ha milhares de milhdes de anos e diferenciam-se das
macroalgas pela sua constituicdo primitiva e pelo seu tamanho reduzido, entre 2-200 pum. Estes
organismos tém um importante papel ecolégico pois sao o principal produtor de Oz do planeta.
Habitualmente estas algas crescem em agua, mas certas espécies conseguem crescer em rochas,
plantas, no solo e por vezes em animais como por exemplo nas preguigas. Também podem viver
em simbiose com liquenes, corais e outros animais. Até agora existem microalgas classificadas
em duas divisGes de procarioticos (Cyanophyta e Phrochlorophyta) e nove divisbes de
eucarioticos (Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta,
Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta e Chlorophyta) (Lee, 2008; Bhola et al., 2014).
Segundo Venkatesan et al., 2015, os grupos de algas mais importantes em termos de abundancia
sdo: diatoméaceas (Bacillariophyceae); algas verdes (Chlorophyceae); cianobactérias

(Cyanophyceae); e algas douradas (Chrysophyceae).

As microalgas possuem varios compostos bioativos que sdo usados na alimentagdo animal
e humana, em produtos farmacéuticos e cosméticos. Estes compostos podem completar as
necessidades nutricionais e energéticas e promover a saude prevenindo algumas doencas.
Podem ainda ser usadas em processos de biorremediacdo de efluentes liquidos e gasosos e na

producdo de compostos bioenergéticos. As microalgas ainda tém a vantagem, em comparagdo



a outros produtos alimentares, de ndo necessitarem de terras araveis e poderem usar aguas

residuais como fontes de alimento para o seu crescimento (Vaz et al., 2016).

Na area dos combustiveis também tem existido um grande interesse em substituir os
combustiveis fosseis por uma alternativa mais sustentavel. Até agora a biomassa das microalgas
ja foi usada como uma fonte de componentes bioenergéticos como o biodiesel, bioetanol,
metano, alcanos e hidrogénio (Gouveia, 2011; Lin et al., 2017). Alguns estudos, também
comprovaram que as microalgas tém a capacidade de retirar o carbono, o azoto e o fosforo de
aguas residuais, podendo ser no futuro proximo uma forma de tratamento destas (Znad et al.,
2018). Apesar dos exemplos mencionados anteriormente, a produgdo em larga escala de
microalgas ainda ndo é totalmente sustentavel considerando que os custos de investimento e
operacdo continuam a ser bastante elevados e os mercados ainda pouco maduros no que se
refere ao potencial e valor acrescentado deste tipo de biomassa. Na Tabela | s&o inumeradas

algumas espécies e as suas varias aplicacoes.

Tabela I- AplicacGes das Microalgas.

Aplicacao Microalga (espécie) Referéncia
Alimentacéo Spirulina plantensis, Spirulina maxima, Mata et al., 2010
humana Chlorella ellipsoidea, Scenedesmus sp.

Venkatesan et al.,

] y Chlorella sp, Isochrysis, Phaeodactylum, 2015.
Alimentacdo . .
il Chaetoceros, Nannochloropsis, Tetraselmis sueca, Guedes et al., 2015
anima
Phormidium bohneri Mata et al., 2010
) Chlorella, Nannochloropsis gaditana, Prabondono e Amin,
Biocombustivel . .
Anabaena augstumalis, Calothrix sp. 2015.
. o Chlorella sorokiniana, Scenedesmus obliquus, Bulgariu e Gavrilescu,
Biorremediag&o . .
Chlamydomonas reinhardtii 2015.
Spirulina sp. Anacystis maxima, Ryu et al.,2015

Cosmeética ] o ]
Halymenia durvillei, Nannochloropsis oculata.

o Chlamydomonas, Dunaliella salina, Barreira et al.,2015
Farmacéutica o _
Spirulina sp. Ulkenia sp.




Para crescer as microalgas é necessaria uma fonte de nutrientes, uma fonte luminosa e 4gua.
Muitas microalgas tém a capacidade de crescer em modo auto, hetero e mixotréfico, como é o
caso da Chlorella vulgaris. No entanto, algumas microalgas crescem exclusivamente em
autotrofia como € o caso da espécie salina Nannochloropsis sp. De modo geral, as microalgas
crescem em autotrofia usando uma fonte de carbono inorganica, o CO.. Quando a alga tem a
capacidade de crescer heterotroficamente, é fornecida uma fonte de carbono orgénico, como o
glicerol, acetato, acucares (ex.: glucose) e hidratos de carbono hidrolisados (Safi et al., 2014;
Posten e Chen, 2016). No caso do crescimento mixotréfico, € possivel usar uma fonte orgénica
e inorganica de carbono simultaneamente. Apesar disto, como acontece no caso anterior, nem

todas as espécies tem capacidade de crescer em mixotrofia (Tabela II).

Tabela I1-Tipos de cultivo de microalgas e suas vantagens e desvantagens.

Tipos de .
. Vantagens Desvantagens Referéncias
cultivo
Baixo custo. Baixa produtividade. Pires J., 2015
Aluz induz a producdo de alguns E  dependente das  condiges
] compostos de interesse. climaticas, quando realizado em
Autotrofia o )
Possibilidade de usar meio de larga escala.
fontes alternativas (ex: aguas
residuais)
Custos elevados (mdo de obra, Valea et al.,
Elevadas produtividades fonte de carbono e equipamento) 2017
Ndo necessita de luz. Risco de contaminag&o. Pires J., 2015
Heterotrofia | Facil colheita. Poucas espécies crescem em
heterotrofia.
Reduzida fotoinibicéo. Grande risco de contaminacdo. Valea et al.,
] ) Combina duas formas de nutricdo  Sistema pouco desenvolvido. 2017
Mixotrofia ) . . .
(CO; e moléculas organicas). Elevado custo do meio. Pires J., 2015
Elevada taxa de crescimento.

Os diferentes tipos de cultivos mencionados anteriormente, podem ser cultivados em
diferentes sistemas de producdo nomeadamente em sistemas de cultivo fechado e aberto. A

Tabela Il pretende ilustrar os diferentes sistemas as suas vantagens e desvantagens.



Consideramos um sistema de cultivo aberto quando o reator estd diretamente exposto ao
ambiente. Este sistema de cultivo pode ser realizado de forma natural (ex: lagoas) ou artificial
(ex: tanques). As formas mais comuns de cultivo sdo raceways, lagoas de pista e lagoas
circulares. De modo a permitir uma facil exposicéo da luz solar a todas as células, estes sistemas
devem ter entre 15 a 50 cm de profundidade maxima. Normalmente estas estruturas devem ser
construidas preferencialmente perto de inddstrias de energia ou industrias que emitam grandes
quantidades de CO, permitindo assim que as culturas utilizem o CO> das industrias (Safi et al.,
2014).

O sistema de cultivo fechado supera imensas desvantagens de sistema aberto. Uma das
vantagens € o maior controlo sobre os parametros de cultura como luz, temperatura, pH e COa.
Isto permite produzir uma biomassa de maior “qualidade” podendo assim ter o consumo
humano como objetivo final. Ambos os processos séo usados hoje em dia, por isso a escolha
do sistema dependera da aplicacdo do produto final (Fonseca et al., 2016).

Tabela Ill- Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultivo.

Sistema de cultivo Referéncias

Vantagens

Desvantagens

Barato de contruir e
operar.

Suscetivel a

contaminagdes.

Fonseca et al.,
2016

Raceways Economicamente Necessita de um clima
Sistema Lagoas viavel em larga escala. favoravel.
aberto Tanques Producdo de produtos Né&o é possivel controlar
abertos de baixo custo. intensidade luminosa.
Baixa produtividade.
Maior produtividade. Processo de scale-up e Fonseca et al.,
Maior controlo na producdo mais complexo. 2016
cultura. Sistema mais caro.
Sistema Fotobioreatores | Risco de contaminacdo  Necessita de mais
fechado Green-walls reduzido. desenvolvimento.

Menores custos na

colheita.




2.1. Chlorella sp.

A Chlorella é uma das microalgas considerada pela EFSA (Autoridade Europeia de
Seguranca Alimentar) um ingrediente alimentar para consumo humano. Desta forma,
atualmente é considerada um superalimento e frequentemente usada para fins alimentares e
como suplementacéo dietética. A Chorella é uma das melhores fontes de clorofila presentes na

natureza, rica em proteina e aminoacidos essenciais, vitaminas e pigmentos.

Os teores de proteinas nas microalgas, podem variar entre 38% e 58% no caso da Chlorella
vulgaris e 45-50% na Haematococcus pluvialis, podendo ainda chegar valores entre 50-70% de
proteina na Arthrospira platensis, em relagdo ao peso seco (Hayes et al., 2017). A proteina
proveniente de microalgas contem todos os aminoacidos essenciais constituintes das proteinas
animais, sendo até possivel comparéa-las. Isto torna a microalga uma nova fonte benéfica de
proteina. Também tem grandes quantidades de vitamina C, B-caroteno (provitamina A),
vitaminas do complexo B (B1, B2, B6, B12), vitamina E, vitamina K, biotina, &cido folico e
inositol (Udayan et al., 2017).

2.1.1. Chlorella vulgaris
Duas das microalgas usadas neste estudo pertencem ao Dominio Eucariota, Reino Protista,
Divisdo Chlorofita, Classe Trebouxiophyceae, Ordem Chlorellaceae, Género Chlorella e
espécie Chlorella vulgaris. Beijerinck (1890), descreveu pela primeira vez o género Chlorella
guando observava uma Chlorella vulgaris. Desde entdo, vérias espécies de diferentes habitats

foram identificadas (Champenois et al., 2015).

Esta espécie cresce em agua doce e pensa-se que existe desde o periodo pré-cambriano
mantendo a sua integridade genética desde entdo. Esta espécie tem uma forma esférica com um
diametro de 2 a 10 pum e possui uma parede celular de celulose que varia de espessura e
composicao de acordo com as condi¢Bes que ocorrem para o0 seu crescimento (Hynstova et al.,
2018). O género Chlorella é facil de cultivar, tem um ciclo de vida simples e vias metab6licos
semelhantes as plantas superiores sendo um organismo modelo nos estudos sobre os
mecanismos de fotossintese e assimilagéo de dioxido de carbono (ciclo Calvin) (Posten e Chen,
2016). O seu crescimento foto-autotréfico é limitado quando existem situacdes de stress,
nomeadamente nutrientes, aumento da intensidade luminosa, alteracdo do pH e limitacdo de
carbono (Znad et al., 2018).



Cientistas alemaes no inicio do século 20, comegaram a estudar o género Chlorella como
uma possivel fonte de proteina devido ao seu teor elevado. Mas s6 em 1950, num estudo
realizado pela Instituicdo Carnegie de Washington (CIW), € que se iniciou o crescimento em
larga escala de microalgas, mas com o objetivo de captar CO2. Hoje em dia, 0 Japéo é o lider

mundial do consumo de Chlorella (Safi et al., 2014).

A Chlorella ¢ uma das microalgas mais comercializadas mundialmente. Apesar de ndo ser
um alimento tradicionalmente consumido na Unido Europeia, 0 seu acesso ao mercado europeu
foi aprovado pelo Novel Food Regulation n°258/97, segundo o qual alimentos ou ingredientes
alimentares que ndo tenham sido utilizados para consumo humano de forma significativa na
Unido Europeia antes de 15 de maio de 1997 necessitam de uma avaliacdo de seguranca. Do
género Chlorella, existem trés espécies que estdo catalogadas como Novel Food: Chlorella
pyrenoidosa, Chlorella vulgaris e Chlorella luteovirdis. Para além disso, fornecedores de
Chlorella na Europa confirmaram que a Chlorella pyrenoidosa e Chlorella vulgaris j& existiam
no mercado antes de 1997 (Champenois et al., 2015).

Batista et al. (2008), realizou algumas experiéncias com Chlorella vulgairs, para
incorporar em alimentados como maioneses, sobremesas com gelatina, bolachas, cereais de
pequeno-almoco e massas. Todos estes alimentos estdo diariamente na alimentacdo da dieta
europeia. Ao incorporar uma pequena quantidade de Chlorella vulgairs nestes alimentos
diariamente consumidos, permite uma melhor aceitacdo do consumo de Chlorella, sem ser
necessario consumi-la diretamente (por exemplo em comprimido). Seguindo esta ideia, existe
atualmente no mercado, a marca Allma, resultante de uma parceria da confeitaria Telhas

(Vérzeas, Leiria) e a ALGAFARM, fabrica biscoitos e “telhas” com Chlorella vulgaris.

2.1.2. Chlorella protothecoides

A Auxenochlorella protothecoides, mais conhecido por Chlorella protothecoides,
pertence a classe Trebouxiophyceae. Esta microalga, tal como a Chlorella vulgaris, consegue
crescer em autotrofia ou heterotrofia e é bastante conhecida pelo seu elevado teor lipidico (Xu
et al., 2006). Numa fermentacao axénica esta espécie pode atingir teores de proteina entre 40 e
70% e ao contrario das outras espécies de Chlorella, esta tem uma parede celular rigida, que
contém polimeros de glucose-manose. Para além disto, as células que cresceram em condic¢Ges
de heterotrofia, ndo contém clorofila, 0 que se revela vantajoso. Este comportamento é dificil
de se obter noutras espécies do género Chlorella (Grossmann et al., 2018). Campenni et al.


https://en.wikipedia.org/wiki/Trebouxiophyceae

(2012), realizaram um estudo com Chlorella protothecoides, onde foi induzida a mudanca de
cor atraves de stress por NaCl e intensidade luminosa, em autotrofia. Neste estudo a microalga

mudou de cor verde para um laranja avermelhado.

Ao contrario do que acontece com a Chlorella vulgaris, esta espécie ndo pertence a lista
da Unido Europeia (UE) dos Novel Food. Apesar disso, nos Estados Unidos da América (EUA),
consta na lista de Generally Recognized as Safe (GRAS). A GRAS ¢é uma designacdo da Food
and Drug Administration (FDA) em que um produto quimico ou substancia adicionada aos
alimentados é considerada segura por especialistas, e por isto isenta da Federal Food, Drug,
and Cosmetic Act (FFDCA) (FDA, 2018). Assim, apesar de ndo ser consumida na UE, o seu
consumo é permitido nos EUA. Empresas como a ALVER (UE), ROQUETTE (UE) e
Solazyme (EUA), sdo alguns exemplos de empresas que ja comercializam esta espécie para fins

alimentares.

2.2. Carotenogénese

Os carotenoides sdo responsaveis pela tonalidade amarela, laranja e vermelho nas
plantas, algas, bactérias, fungos e alguns animais, e encontram-se geralmente dentro do
plastidio. Estes sdo de origem isoprendide, derivados de uma estrutura de cadeia de polieno de
40 carbonos com grupos ciclicos. Nos organismos foto-autotréficos sdo pigmentos acessério
essenciais (Zhang et al., 2014).

Os carotendides sdo habitualmente organizados em carotendides primarios e
secundarios. Os carotendides primarios, como a luteina e o f-caroteno, desempenham um papel
importante na transferéncia de energia durante a fotossintese. Os carotendides secundarios,
como astaxantina e cantaxantina, sao usados quando a microalga se encontra em condi¢des de
stress. O stress leva a uma acumulacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres,
que sdo eliminados por estes carotendides secundarios (carotenogénese). Isto demonstra que
ndo soO sdo importantes para a transferéncia de energia como também desempenham um papel
protetor na célula. Também podem ser divididos em carotenos (hidrocarbonetos sem oxigénio)
como a-caroteno e -caroteno, e em xantofilas (hidrocarbonetos com oxigénio) como a luteina.
(Schiiler et al., 2017; Zhang et al., 2014)

E possivel induzir a carotenogénese privando a alga de nutrientes, aumentando a
intensidade luminosa, aumentando a salinidade da cultura, e/ou aumentando temperatura. As

microalgas podem usar varias fontes de nutrientes, como nitrato, amonia e ureia, e usando


https://pt.wikipedia.org/wiki/Food_and_Drug_Administration
https://pt.wikipedia.org/wiki/Food_and_Drug_Administration
https://en.wikipedia.org/wiki/Federal_Food,_Drug,_and_Cosmetic_Act
https://en.wikipedia.org/wiki/Federal_Food,_Drug,_and_Cosmetic_Act

apenas uma destas fontes conseguem garantir o seu crescimento e reproducdo. Quando isto
acontece, o carbono fixado pela fotossintese é desviado da sintese proteica para as vias de
sintese de hidratos de carbono e lipidos, surgindo simultaneamente a acumulacdo de

carotenoides secundarios e diminuicéo do teor de clorofila nas células (Ikaran et al., 2015).

Apesar da Chlorella sp. ser universalmente aceite como um alimento funcional e um
superalimento, a sua cor verde nem sempre é desejavel pela agroinddstria. Por outro lado, é
sabido que a cor verde clorofila, tipica da espécie de Chlorella sp., poder-se-a alterar aquando

as suas condi¢cOes normais de crescimento séo alteradas.

3. Objetivos

Este estagio teve como principal objetivo o estudo da producdo de Chlorella sp. de
forma a induzir a carotenogénese, que consequentemente, leva a alteracdo da cor verde para cor
amarelada/alaranjada. A inducéo foi realizada privando a cultura de azoto presente no meio de
cultura. A indugdo foi testadas em trés estirpes de Chlorella sp.(Chlorella vulgaris Beijerinck.,
Chlorella vulgaris e Chlorella protothecoides) em diversas condic¢des de stress.
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4. Materiais e Métodos

O procedimento experimental foi dividido em quatro fases:
Fase 1. Ensaio de crescimento
Fase 2. Ensaio de inducdo da carotenogénese, por deplecdo de azoto.
Fase 3. Ensaio de cultivo outdoor
Fase 4. Ensaio de fermentagéo

Todas estas estratégias serdo devidamente exploradas abaixo. As experiencias descritas neste
trabalho foram realizadas nas instalagfes do CMP (Grupo Secil, Portugal), entre o dia 25 de
setembro de 2017 e 30 de junho de 2018.

4.1. Meio de cultura e estirpes

O meio de cultura usado para 0s ensaios de crescimento e de inducéo foi 0 meio f/2, descrito
por Guilard (1975), com as seguintes alteraces: 0 NaNOz foi substituido por KNO3z e ndo houve
adicdo de Na,SiOz (Tabela IV). O anexo 1 contem a descrigdo completa do meio /2 com as
respetivas alteragdes. As alteragbes ao meio foram feitas devido a falta de reagentes. A
concentracdo de azoto nao sofreu alteracdo relativamente ao meio original (ImM). Tanto para

a inoculacdo das culturas, como para a preparacdo do meio, foi usada agua destilada.

Para o ensaio de cultivo outdoor, o meio usado foi meio bioldgico formulado pela Algafarm.

Este meio resulta da combinacdo de dois fertilizantes granulares.
No ensaio de fermentacdo foi usado meio de fermentacdo Algafarm a 20 g/L de glucose.

Tabela IV- Meio f/2 descrito por Guilard (1975), com alteracdes.

Componentes Solucéo Stock Quantidade por Litro
KNO; 75g/L 1 ml (solugéo stock)
NaH;PO4-H,0 5g/L 1 ml (solucgéo stock)
Solucdo de Trace metals - 1 ml da solucéo
Solugéo de Vitaminas - 0,5 ml da solucéo
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A Chlorella vulgaris Beijerinck, usada como controlo positivo, foi gentilmente cedida pelo
Laboratdrio Nacional de Energia e Geologia (LNEG). As restantes estirpes de Chlorella, foram
obtidas a partir da colecdo de culturas da Algafarm. Antes do inicio dos ensaios, as culturas
foram mantidas em meio autotréfico industrial Algafarm e no caso da Chlorella protothecoides

em meio heterotrofico e em condicGes axénicas (Tabela V).

Tabela V: Lista de espécies de microalgas utilizadas nos ensaios.

Espécies Fonte Referéncia
Chlorella vulgaris Beijerinck. LNEG INETI 58
Chlorella vulgaris Algafarm Chlorella 0002
Chlorella protothecoides Algafarm Chlorella 0031

4.2. Ensaio de crescimento

O crescimento foi realizado em reatores de 5 L em triplicado (Fig.2). As culturas foram
mantidas em arejamento, através de um tubo com um filtro ligado a um sistema de ar
comprimido. Foi usado um filtro Midisart 2000 de 0.2 um. O CO; foi adicionado através do
sistema de ar. Quando o pH era superior a 8.5, 0 CO> era ligado manualmente durante alguns
minutos, de forma a manter o pH entre 7.5-8.5. Os reatores foram mantidos sob luz fluorescente
continua (24h) de cor branca, com intensidade luminosa de 6410 Lux (Ix). Os cultivos foram
mantidos a 24 C.

De dois em dois dias, foi determinado o peso seco (g/L) e o teor de nitratos (em dias
diferentes para cada espécie). O peso seco foi calculado através de uma balanca de humidade
KERNDas, onde o peso inicial do filtro foi subtraido ao peso final do filtro, e isto divido pelo
volume de cultura usada para a filtragdo. A filtracdo da cultura foi feita usando um copo de
filtracdo e filtros de 47mm, VWR Glass microfibres filter. A metodologia do célculo do teor de

nitratos é explicada posteriormente, no ponto 4.6.1.

Como era pretendido que as culturas crescessem até atingirem a fase estacionaria, foi
fornecido meio f/2 cada vez que o teor de nitratos estava a baixo de 0.2 mM. Regularmente,
foram realizadas observacfes microscopicas para garantir o bom estado da cultura. No total, o

cultivo foi realizado durante 28 dias.
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Figura 2- Imagem ilustrativa dos reatores de 5L inoculados com Chlorella sp.

4.3.Ensaio da inducdo da carotenogénese em baldo
Apds o crescimento, realizado no ensaio anterior, as culturas foram lavadas duas vezes com
soro fisioldgico estéril (9 g/L de sal), de forma a garantir que ndo existiam vestigios de azoto

no meio de cultura/cultivo quando esta fosse novamente inoculada para o ensaio seguinte.

Depois da lavagem com soro, a cultura foi centrifugada numa centrifuga HERMLE 2300, a

3500 rpm durante 10 minutos, sendo de seguida inoculada em reatores de 1.5 L em triplicado.

A inducdo da carotenogénese foi testada em duas condicGes diferentes. Na primeira
condicdo, o meio f/2 adicionado aos baldes de 1,5L ndo continha KNOs, ou seja, a cultura ndo
tinha nenhuma fonte de azoto. Na segunda condicdo, ndo foi adicionado nenhum tipo de meio
a cultura apenas continha &4gua da cimenteira, que é rica em carbonatos. Esta dgua é usada

regularmente na Algafarm.

As culturas foram mantidas nas mesmas condi¢cdes de arejamento, luz e temperatura
descritas no ensaio anterior. Os ensaios apenas foram realizados com ambas as estirpes de
Chlorella vulgaris. Uma vez por semana, foi analisado o teor de pigmentos (clorofila e
carotenoides) descrito no ponto 4.6.3., para cada baldo, de modo a observar as mudancas na

concentracdo de clorofila e carotendides.
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4.4.Ensaio em reatores outdoor com inoculo proveniente da fermentacao

Para a realizacdo do ensaio outdoor, foi utilizado in6culo de Chlorella vulgaris proveniente

da fermentacdo gentilmente cedido pela equipa de producédo da unidade.

O ensaio em outdoor foi realizado em reatores tipo Green-Wall (GW) de 45 litros e em
fotobiorreatores (FBR) de 2000 litros (fig.3). Os GW e FBR foram inoculados com diferentes
concentragdes nomeadamente 0.3g/L, 0.8g/L, 1.1g/L para GW e 0.4 g/L no FBR, com meio
bioldgico referido anteriormente. As culturas foram mantidas com arejamento com pulsos de
COo, estabilizando o pH em valores entre valores de 7.5 e 8.5. Os reatores tiveram em media

11 horas de exposic¢do solar com temperatura média de 14 C.

Figura 3- Imagem ilustrativa de Fotobiorreatores (A) e Green-wall (B)

Para garantir a caréncia de azoto foram monitorizadas ao longo do ensaio as concentragdes
de nitratos, como descrito no ponto 4.6.1., e o teor de amonio usando o kit Sera Amonio-
Amonia, presentes no meio de cultura. Para além disto, foi testado semanalmente o teor de
proteina, como descrito no ponto 4.6.4., presente nos GW e FBR; e 0 peso seco (g/L), como

descrito anteriormente.
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4.5.Ensaio de crescimento em fermentador

A cultura de Chlorella prototecoides foi mantida em rampa de PCA armazenada a 4°C. Para
dar inicio ao ensaio procedeu-se a inoculacdo de um loop de colénias numa matraz de 100 mL
com meio de fermentacdo Algafarm, referido anteriormente, a 28 °C num agitador orbital SKY,

denominado por P1.

No ensaio preliminar de estudo da influéncia da concentracdo de amonia, fez-se crescer em
frascos de 250 mL com 100 mL de meio de cultura Algafarm com quatro concentragdes de
amonia diferentes (0.2 g/L, 0.5 g/L, 1 g/L e 3 g/L) em duplicado com as mesmas condicdes de
crescimento que o P1. Foi usado como in6culo 4% (v/v) de um P1 de forma a comecar com

1x10° células/mL. O ensaio decorreu durante uma semana.

Figura 4- Imagem ilustrativa de um fermentador de cinco litros.

Procedeu-se ao aumento de escala de um P1 para um P2 de volume final de 300 mL, que,
por sua vez, indculou o fermentador de 5 L (fig.4). O fermentador de 5 L foi preparado com
meio Algafarm, com alimentacdo automatica da glucose sempre que a respiracdo celular
indicava decréscimo de crescimento, o pH foi mantido a 6.5 por sistema automatico com NaOH
com medicao por sensor de pH da Mettler Toledo, a temperatura foi mantida a 28 °C pelo banho
Bath circulator RW3-2025 da Lab Companion e a percentagem de oxigénio dissolvido lida pelo

sensor de oxigénio da Mettler Toledo e mantido a 40% com regulacdo automatica da entrada
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do fluxo de ar saturado e da velocidade de agitacdo. O ensaio em fermentagéo decorreu durante

quatro dias.

O crescimento celular foi monitorizado por contagem celular em cadmara de Neubauer-
improved da Hirschmann e pela determinacéo do peso seco (g/L), como descrito anteriormente.
Todo o manuseamento das culturas axénicas foi realizado seguindo as boas praticas
laboratoriais em camara de fluxo laminar TopSafe 1.5 da BioAir. Foi medida a concentragédo
de glucose com um kit de glicemia FreeStyle Precision da Abbott assim como a concentracédo

de amonia.
4.6. Determinacdes analiticas

4.6.1. Determinacéo do teor de nitratos
O teor de nitratos foi determinado de acordo com Armstrong (1963). Num tubo de ensaio
foi diluido o sobrenadante em agua destilada e adicionado &cido cloridrico a 60 mM. Depois as
amostras foram medidas num espectrofotometro UV-VIS (Genesys 10s) a 220 e a 275 nm. Com
os valores obtidos foi feito a diferenca da ABS a 220nm e duas vezes o valor de ABS a 275nm.

O valor da diferenca foi convertido num valor final em mM, através de uma reta de calibragéo.

4.6.2. Determinacao do teor de pigmentos

Na avaliacdo do teor de pigmentos, as amostras foram tratadas utilizando como solvente a
acetona pura. Para isso, numa centrifuga HERMLE z300 as amostras foram centrifugadas a
3500 rpm durante 15 minutos, até garantir 10 mg de biomassa fresca no tubo ensaio.
Posteriormente, adicionou-se esferas de zircénia ao tubo, levou-se ao vortex (Velp scientifica
classic advanced), durante 15 minutos e por Gltimo foram adicionados 6 ml de acetona pura. O
procedimento foi repetido até o pellet ndo apresentar cor. Para avaliar a quantidade de
pigmentos totais foi realizado um espectro de varrimento (entre os 380 e 700 nm) em
espectrofotometro UV-VIS (Genesys 10s) e os valores obtidos foram analisados num software

de processamento de dados.

4.6.3. Determinacéo do teor de proteina

O teor de proteina foi determinado através do método de Lowry (Lowry et al., 1951). Num
tubo de ensaio com o pellet da cultura, com uma concentracdo de 1g/L de biomassa fresca, foi

adicionada agua destilada de modo a fazer uma lavagem as células, garantindo a auséncia do
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meio de cultivo e a ndo interferéncia com os resultados. Depois da lavagem, a amostra foi
centrifugada (centrifuga HERMLE z300), descartou-se o sobrenadante e adicionou-se agua
destilada e NaOH até concentracdo final de 1 M. Apds a adicdo do NaOH, os tubos foram
colocados em banho-maria a 99°C, durante 10 minutos. Depois de arrefecidos foram novamente
centrifugados. Foi retirado 1 mL do sobrenadante e adicionados 5mL reagente 1 descrito no
método. Apo6s 10 minutos no escuro foi adicionado 1ml reagente 2 e seguiu-se nova incubacéo
no escuro durante 30 minutos. Foi realizada a leitura a 750nm no espectrofotometro UV-VIS e

os resultados foram analisado num software de processamento de dados.

4.7. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software IBM SPSS 25. Os resultados
experimentais foram realizados com um nivel de confianca de 95%. Foram realizadas

comparacg0es entre grupos usando t-test, com triplicados.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Ensaios de crescimento

Conforme se pode observar na figura 5, as culturas cresceram durante 25 dias até a fase

exponencial tardia e posteriormente entraram em fase estacionaria ou de declinio.

O meio f/2 usado no crescimento das culturas, e posteriormente usado também na inducao,
foi selecionado por ser um meio regularmente utilizado para crescimento e enriquecimento de
microalgas (Harrison e Berges, 2005) assim como devido a sua ampla utilizagdo em ensaios de
deplecéo e inducdo (Campenni et al., 2012). Apesar de ter um teor de nitratos relativamente
baixo, a concentracdo foi mantida visto se pretender realizar ensaios de inducdo. O maximo de
biomassa atingido durante o crescimento foi de 0,98 g/L para Chlorella vulgaris INETI 58
(controlo positivo) e 0,64 g/L para a Chlorella vulgaris. Ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre o crescimento das duas espécies (p > 0,05; fig.5)

1,20
- -O- - Controlo

- - i
1,00 Chlorella vulgaris

0,80 ’
é ’
0,60 'jié - ~
PR a
/’/ ’

0,40 o _w” 4
PR S

0,20 t

Concentracdo de biomassa (g/L)

0,00

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tempo (dias)

Figura 5-Crescimento em fed-batch da cultura controlo, Chlorella vulgaris INETI 58, e da cultura teste, Chlorella
vulgaris, em reatores de cinco litros (média + desvio-padréo, n=3).
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Tabela VI- Produtividade volumétrica e taxa especifica de crescimento das culturas em estudo, durante os 28 dias
de crescimento.

Produtividade Produtividade Taxa especifica de
Culturas volumétrica maxima volumétrica global crescimento
(g L*dia?) (g L*dia?) (dia™)
Chlorella vulgaris
0,18 £ 0,03 0,04 £0,01 0,08 £0,01
INETI 58.
Chlorella vulgaris 0,12 +0,20 0,01 + 0,004 0,03+0,01

Apos o crescimento das culturas, foi calculada a taxa de crescimento e a produtividade de
ambas (Tabela VI). Comparando as duas culturas ndo houve diferencas estatisticas na
produtividade volumétrica maxima (p > 0,05). O mesmo ndo se verificou na taxa de especifica
de crescimento e produtividade volumétrica global. Nestes dois casos registaram-se diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Podemos observar que a Chlorella vulgaris INETI

58. teve melhores resultados e consequentemente um maior crescimento celular (fig.5).

5.2.Ensaios de inducéo da carotenogenese em baléo.

Ap0s o crescimento das culturas, foram iniciados os ensaios da inducdo de carotenogénese.
Como foi dito anteriormente, nos ensaios de inducdo foram testadas duas condigdes. Na
primeira condicdo a cultura foi inoculada com meio f/2 sem fonte de azoto (condicéo 1) e na
segunda condicdo a cultura apenas continha agua da cimenteira (condi¢do 2). Os resultados
obtidos permitem a comparacdo entre a concentracdo de clorofila e carotendides entre as
diferentes condicdes,

Conforme se pode observar na figura 6, a cultura controlo (Chlorella vulgaris INETI 58)
comecou com 11,1 + 1,8 mg de clorofila /g peso seco (PS) e a de Chlorella vulgaris com 11,5
+ 1,4 mg de clorofila /g PS. Comparando os resultados relativos a concentragéo de clorofila na
condicdo 1, é possivel observar que, com o aumento do tempo de indugdo, aumentam as
diferencas significativas entre as culturas. Podemos observar, que o teor de clorofila baixou
gradualmente para a estirpe controlo, mas baixou drasticamente na Chlorella vulgaris ao longo
do tempo. No final a concentracao de clorofila foi de 1,4 + 0,5 mg de clorofila /g PS no controlo

e 0,4 £ 0,2 mg de clorofila /g PS na Chlorella vulgaris.
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Figura 6- Concentragdo de clorofila em relagdo a cultura de controlo Chlorella vulgaris INETI 58 (cinza) e
Chlorella vulgaris (cinza claro) relativo a condigdo 1 (média + desvio-padrdo, n=3), * representa p < 0,05.

Analisando os resultados relativos a condigéo 2 (fig.7), observa-se que ambas tiveram um
comportamento semelhante ao anterior, sendo que, comparativamente, a estirpe de Chlorella
vulgaris ndo teve uma reducéo de clorofila tao significativa. A cultura controlo comegou com
15,1 + 1,6 mg de clorofila /g PS e a de Chlorella vulgaris com 13,4 + 3,5 mg de clorofila /g PS.
No final, apenas continha 2,6 = 0,8 mg de clorofila /g PS e 0,5 + 0,1 mg de clorofila /g PS,
respetivamente (valores semelhantes ao observado anteriormente). Em ambas as condiges
existem diferencas estatisticamente significativas quando comparando a cultura controlo com
a cultura de Chlorella vulgaris (p < 0,05; fig. 6 e 7) para a concentracdo de clorofila, como foi

possivel constatar.
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Figura 7- Concentracdo de clorofila em relacdo a cultura de controlo Chlorella vulgaris INETI 58 (cinza) e
Chlorella vulgaris (cinza claro) relativo a condicdo 2 (média + desvio-padrdo, n=3), * representa p < 0,05

Os resultados quanto a concentracdo de carotenoides totais relativos a condicao 1 (fig. 8),
apresentaram um comportamento diferente das culturas anteriores. No caso do controlo,
inicialmente tinha uma concentracdo de 5,2 = 0.6 mg de carotendides /g peso seco (PS) de
cultura, que se manteve praticamente inalterada ao longo do tempo, com a excec¢do do ultimo
dia que diminuiu para 2,8 + 0,2 mg de carotendides /g PS. O mesmo ndo se observou na
Chlorella vulgaris, onde houve uma diminui¢do gradual dos carotendides. Esta cultura no inicio
do ensaio continha 3,6 £ 0,4 mg de carotendides /g PS e no final apenas 0,5 £0,1 mg de

carotendides /g PS.
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Figura 8 - Concentracéo de carotenoides totais em rela¢do a cultura de controlo Chlorella vulgaris INETI 58 (cinza) e
Chlorella vulgaris (cinza claro) relativo a condigdo 1 (média + desvio-padrdo, n=3), * representa p < 0,05.

O efeito da privacao de azoto foi semelhante na condicdo 2 (fig.9). A cultura controlo
continuou com a concentracao mais elevada de carotendides, mas observou-se uma diminuicao
mais lenta relativamente a Chlorella vulgaris. As culturas comecgaram inicialmente com 4,4 +
0,2 mg/g PS e 3,8 £ 0,2 mg/g PS, respetivamente para o controlo e para Chlorella vulgaris. No
final apenas continham 3,2 + 0,7 mg/g PS e 0,7 £ 0,2 mg/g PS. Estatisticamente estas diferencas
também foram observadas para ambos os meios quando comparado a cultura de controlo com

a cultura de Chlorella vulgaris (p < 0,05; fig. 8 e 9) na concentracao de carotenoides.
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Figura 9 - Concentragéo de carotenoides em relagdo a cultura de controlo Chlorella vulgaris INETI 58 (cinza) e
Chlorella vulgaris (cinza claro) relativo a condigdo 2 (média + desvio-padrdo, n=3), * representa p < 0,05.

Comparando cada condicdo quanto a concentracdo de clorofila e carotendides, a cultura de
controlo (Chlorella vulgaris INETI 58) apresentou diferencas estatisticas entre as duas
condigdes (p >0,05; fig.10).

No caso da Chlorella vulgaris esta ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas
entre as duas condi¢es testadas, tanto na clorofila como nos carotendides totais (p > 0,05;
fig.11).
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condicdo 2 (cinza) na cultura de controlo, Chlorella vulgaris INETI 58 (média + desvio-padréo, n=3),
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Figura 11 -Concentracéo de clorofila (esquerda) e carotendides (direita) relativos a condi¢do 1 (cinza escuro) e
condigdo 2 (cinza) na cultura de teste, Chlorella vulgaris (média + desvio-padrdo, n=3).

O objetivo principal deste ensaio foi determinar se com a privacao de azoto, que € um
dos mais importantes fatores de stress, seria possivel alterar a cor tipica dos géneros de
Chlorella usados, nomeadamente de verde para amarelo/alaranjado. No inicio do ensaio
ambas as culturas tinham uma cor verde muito semelhante entre elas. No final o controlo
apresentou uma cor alaranjada e no caso da Chlorella vulgaris um amarelo esbranquigado
(fig.12 e 13).
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Figura 12- Baldes de Chlorella vulgaris, nas condigdes de ensaio 1 e 2 (da esquerda para a direita respetivamente),
no dia 0 (imagens de cima) e ultimo dia de ensaio (imagem de baixo).

Figura 13 - Balbes de Chlorella vulgaris INETI 58, nas condicBes de ensaio 1 e 2 (da esquerda para a direita
respetivamente) e no dia 0 (imagens de cima) e Gltimo dia de ensaio (imagem de baixo).
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Zhang et al., (2017) realizou um estudo com Chlorella vulgaris onde demonstrou que a
acumulacdo de carotenoides € mais acentuada quando existe uma reducéo da concentracao
de nitratos. Também constatou que, apesar de menores concentracdes de nitratos facilitarem
a acumulacdo de carotendides, o stress excessivo pode inibir a sintese destes, sendo
provavelmente devido ao facto de a carotenogénese ndo prosseguir sem certas enzimas
necessarias que por sua vez ndo podem ser sintetizadas sem nitratos.

Olhando para os resultados, foi possivel ver um cenario semelhante ao anteriormente
descrito por Zhang e seus colaboradores. De facto, no caso do controlo foi possivel observar
uma acumulagdo de carotenoides e simultaneamente uma degradacédo da clorofila. Apesar
dos resultados dos dois meios ndo serem muito discrepantes, o crescimento em meio /2
sem nitratos pareceu ser 0 mais bem-sucedido pois manteve a concentracdo de carotendides
estavel ao longo do tempo. Ja no caso da Chlorella vulgaris, ndo se observou acumulacao
de carotendides, mas sim a sua degradacao ao longo do tempo. Isto podera ser devido a um
stress excessivo da cultura como foi explicado por Zhang et al. (2017).

Outro estudo realizado por Campenni et al. (2012), testou as altera¢bes ao longo do
processo de carotenogénese em autotrofia, com diferentes concentracdes de NaCl e
luminosidade, usando Chlorella protothecoides. Deste estudo Campenni et al. (2012),
observou uma acumulacdo de carotendides e depois uma diminui¢do durante a fase de
stress. Também constatou que na cultura mais diluida houve uma maior acumulacéo de
carotenoéides na fase de stress, concluindo assim que a luz é também um fator indutor na
acumulacdo de carotendides. A acumulacdo de carotenoides na presenca de luz, dever-se-a
muito provavelmente a fungdo fotoprotetora dos carotendides secundarios.

A concentracdo de biomassa inicial das culturas durante o ensaio da inducéo foi superior
comparativamente ao estudo realizado por Campenni et al. (2012). Esta elevada
concentracdo inicial podera ser um dos motivos para ndo se ter observado uma maior

acumulacdo de carotendides ao longo do ensaio de stress.
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5.3.Ensaio de inducdo de reatores outdoor - Green-wall (GW) e
Fotobiorreatores (FBR)

No ensaio seguinte de indugéo foram inoculadas trés GW (45L) e um FBR (2000L) com
cultura de Chlorella vulgaris crescida em fermentador. Sendo necessario uma grande
quantidade de cultura para as inoculac6es, optou-se pelo uso de cultura de fermentador que é
mais concentrada que culturas crescidas autotroficamente em baldo. Como foi dito
anteriormente, cada inéculo tinha uma concentracdo inicial diferente, de 0,3 g/L, 0,8 g/L, 1,1¢/1
para os GW 1, 2 e 3, respetivamente; e 0,4 g/L para o FBR.

Usualmente as indudstrias com interesse na compra de Chlorella, pretendem que esta
contenha pelo menos 50% de proteina. Sendo assim, neste ensaio foi necessario verificar, se na
inducdo outdoor, a cultura continha a percentagem de proteina necessaria para a sua

comercializacao.

Inicialmente, a cultura fornecida continha 137 mM de aménia no meio. Para além dos
nitratos, a amonia é outra fonte de azoto para a Chlorella (Shi et al., 2000). Havendo uma fonte
de azoto na cultura, nesta fase inicial apenas foram adicionados a cultura micronutrientes e ferro
(que fazem parte da constituicdo do meio bioldgico). Assim, ndo foi possivel iniciar a inducdo
logo apo6s a inoculagdo. Apds trés dias de cultivo, as culturas consumiram totalmente a amoénia

no meio, tendo aumentado a sua biomassa de forma ligeira (Tabela V11).

Tabela VII- Peso seco (g/L) das culturas crescidas em GW e FBR apds doze dias de ensaio com adi¢do de meio
bioldgico no segundo dia do ensaio para os GW; e no nono dia para FBR.

0 2 5 7 12
GW1 0,30 0,73 0,67 0,47 -

GW 2 0,80 1,27 1,07 1,20 1,47
GW 3 1,10 1,40 1,27 1,13 0,4
FBR 0,4 0,33 0,53 0,53 0,4
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No periodo de tempo que decorreu o ensaio, foi adicionado uma vez meiobioldgico a
todos os GW e também apenas uma vez ao FBR. A adi¢do de meio aos GW, foi realizado dois
dias apds a inoculagéo e no caso do FBR foi nove dias depois da inoculagdo. A quantidade de
meio adicionado, foi calculada de modo a que correspondesse a uma adi¢do de 0,3 mM de azoto

por litro de meio.

Observando os resultados dos valores de proteinas (Tabela VIII) correspondentes aos
GW, verifica-se uma descida da percentagem de proteina nos primeiros dois dias. Esta
diminuicdo ndo era esperada, visto que a cultura ainda continha aménio no meio e houve um
aumento da biomassa. Numa tentativa de aumentar a percentagem de proteina foi adicionado
meiobioldgico, como referido anteriormente. Apods esta adicdo foi verificado o aumento da
percentagem de proteina (Tabela VI1I), com excecdo da cultura presente no GW 1, em que se
verificou um aumento de proteina mais tarde. A cultura presente no GW 1 foi a Gnica cultura
que ndo sobreviveu até ao fim do ensaio, morrendo ap6s o sétimo dia, provavelmente devido a
uma contaminacgdo. Outro fator a ter em conta, foi que durante todo o ensaio, as culturas em

GW néo sofreram nenhuma alteracdo de cor significativa.

Tabela VIII — Concentragdo de proteina (%) em culturas crescidas em GW e FBR ap6s doze dias de ensaio com
adicdo de meio bioldgico no segundo dia do ensaio para 0s GW; e no nono dia para FBR.

0 2 5 7 12
GW 1 53 34 24 41 -
GW 2 55 33 43 47 49
GW 3 38 33 43 - 50

FBR 48 50 39 29 -

No caso do FBR, o ensaio correu de uma forma diferente. Como era de esperar, até
consumir toda a aménia no meio, o teor de proteina aumentou. Depois do segundo dia, a
proteina comecou a diminuir e simultaneamente observou-se uma mudanga de cor da cultura
para um tom amarelado. Numa tentativa de aumentar a proteina, ao nono dia foi adicionado
meiobioldgico. A adicdo de meio foi realizada da mesma forma que nos GW’s, ou seja,

garantindo um minimo de 0,3 mM de azoto no meio. Ao contrario do que aconteceu em GW, a

29



adicdo de meio bioldgico néo alterou a cor da cultura. Nao foi possivel avaliar a percentagem
de proteina no ultimo dia da cultura no FBR, devido a um erro de operador. Sendo assim, nao
foi possivel concluir se a adi¢cdo de meio aumentou ou diminuiu a percentagem de proteina na

cultura.

Os resultados obtidos neste ensaio ndo sdo muito conclusivos. Serd necessario repetir
novamente a experiencia para ter uma melhor compreensdo do sucedido. Apesar disto, foi
possivel observar uma mudanca de cor na biomassa presente no FBR. O design do FBR permite
uma maior exposicdo solar, o que podera ser um fator chave na observagdo de mudanca de cor

apenas no FBR.

Apesar de ndo ser o resultado pretendido, tudo indica que a mudanca de cor, devido ao
stress, leva a diminuicdo da proteina nesta espécie. Esta diminui¢do da percentagem de proteina,
também foi observado por Guccione et al. (2014), que realizou ensaios em Green-Wall Panel
(GWP) com varias espécies de Chlorella. O autor avaliou o teor de proteina em culturas com e
sem privacao de nutrientes e teve uma descida na percentagem desta, entre 10 a 20 %, em

privacdo de nutrientes.
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5.4.Ensaio em fermentador

Uma vez que 0s ensaios anteriores em autotrofia para obter biomassa de cor amarela exigem
uma operacao de inducao demasiado longa, realizaram-se a testes de inducéo de carotenogénese
em condicdes de heterotrofica. Nos ensaios anteriores, foram usadas estirpes de Chlorella
vulgaris, mas foi verificado que o teor de proteina baixava ap6s o inicio da indugdo. Sendo
assim, o presente ensaio foi realizado usando uma estirpe de Chlorella protothecoides fornecida

pela Algafarm.

Na primeira etapa do ensaio, foram realizados testes para verificar a que concentracdo de
amonia se observava mudanca de cor na cultura, para posteriormente se realizar o teste em
fermentadores de 5 L. O ensaio inicial, foi realizado em matrazes de 250 ml em diferentes
concentragcfes de amonia (0,2 g/L, 0,5 g/L, 1 g/L e 3 g/L).

Com o decorrer do tempo, foi possivel constatar que quanto maior a concentracao de aménia
no meio, maior € a concentracdo celular (figura 13), sendo que a maior concentracdo celular
obtida foi de 3,6x108 células/mL e a menor de 9,7x10’ células/mL, esta diferenca de crescimento
verifica-se porque a amonia foi o reagente limitante no crescimento. Devido a pequena
quantidade disponivel de cultura neste ensaio, a biomassa foi quantificada através da contagem
celular.
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Figura 13 - Concentracédo celular (células/ml) de Chlorella protothecoides do crescimento em
matraz, nas diferentes concentracdes de amoénia (média + desvio-padréo, n=2).
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Visualmente, as culturas com menos concentracdo de amodnia apresentaram um tom
amarelado no final do ensaio, como pode-se observar na figura 14 uma vez que se encontram

em stress nutricional.

Figura 14 - Matrazes de Chlorella protothecoides no Gltimo dia do ensaio.

No passo seguinte, procedeu-se ao aumento de escala para inocular um fermentador de
bancada e fazer um ensaio em maior escala. Neste ensaio, na primeira fase era pretendido obter
biomassa concentrada para se proceder posteriormente & inducéo. Este ensaio durou num total
de quatro dias. A cultura cresceu até consumir toda a amonia presente no meio, 0 que aconteceu
no fim do terceiro dia. Os primeiros dois dias do ensaio foram uma fase lag de crescimento da
cultura em adaptacdo as condigdes ambientais do fermentador. Apos ter sido consumida toda
a amonia a cultura comegou a perder biomassa (figura 15). O maximo de concentragdo de

biomassa obtida foi de 2,3 x10° células/mL.

Com o decrescer da concentracdo de amonia, era esperado que se observasse alteragdo da
cor da cultura tal como se observou no ensaio anterior. Ao contrario do esperado, a cultura ndo

teve uma mudanga de cor, possivelmente por necessitar de um stress mais longo.
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Figura 15 - Concentracéo celular (células/ml) de Chlorella protothecoides em fermentador
de5L.

Heredia-Arroyo et al. (2010), realizou um estudo onde testou o crescimento de Chlorella
protothecoides em auto, hétero e mixotrofia, em que observou uma mudanca de cor da cultura
em heterotrofia. O autor cresceu as culturas até a fase estacionéria e a cultura em heterotrofia
continha 15 g/L de glucose, usando extrato de levedura como fonte de azoto. Neste ensaio 0
autor observou mudanca de cor da cultura, tal como ocorreu no ensaio em matraz. Apesar da
fonte se azoto ser diferente, 0s ensaios sdo comparaveis. Isto permite constatar que a fonte de

azoto é um fato importante no crescimento celular.

Outro estudo com Chlorella protothecoides, realizado por Shihira-Ishikawa e Hase, (1964),
onde os autores realizaram o0 ensaio testando diferentes concentracdes de glucose e ureia no
meio, observaram uma cor amarelada quando a concentracéo de glucose € ligeiramente superior
a concentracdo da ureia. Isto demonstra que existem varias formas diferentes de realizar a

mudanca de cor na cultura, o que poderia ser um trabalho interessante de realizar futuramente.

Tendo isto em conta, o ensaio em fermentador deveria ser novamente realizado para
averiguar melhor os resultados da indugédo. Para além de repetir 0 ensaio, seria interessante
avaliar o teor de proteina, caso ocorresse mudanca da cor na cultura. Seguindo estudos como o
de Shihira-Ishikawa e Hase, (1964), seria também interessante realizar ensaios usando outros
fatores de stress.
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6. Conclusao

Tendo em conta os resultados obtidos nos ensaios, verifica-se que a inducdo através da
limitag&o da fonte de azoto né&o foi bem-sucedida em todos os ensaios nas estirpes de Chorella
(Chlorella vulgaris Beijerinck., Chlorella vulgaris e Chlorella protothecoides) usadas neste
trabalho. Nos ensaios em pequena escala, como € o caso dos bal6es de 1,5 L em autotrofia e em
matrazes de 250ml em heterotrofia, foi possivel observar mudanca de cor na cultura. Quando
se procedeu ao scale up em ambos os tipos de cultivo, ndo se observou uma mudanca de cor

significativa, ou seja, ndo ocorreu a inducao da carotenogénese.

Comparando os tipos de cultivo usados, o tempo de cultivo em heterotrofia é mais rapido
comparativamente ao cultivo em autotrofia. Enquanto o ensaio em heterotrofia ndo demorou
mais de uma semana, mesmo em pequena escala, em autotrofia demorou pelo menos um més a
ser realizado. O tempo é um fator importante a ter em conta quando se pretende produzir estes
cultivos a uma escala industrial. Tendo em conta que os ensaios em fermentador revelaram ter
um tempo de cultivo mais rapido, futuramente seria interessante aperfeicoar esta forma de

cultivo, de modo a perceber se as condi¢des impostas foram as adequadas.

Durante 0 ensaio surgiu outra questdao importante, para além da mudanca de cor. Como foi
dito anteriormente, a cultura necessita de ter uma quantidade minima de proteina para ser
comercializada. Sendo assim, um outro objetivo seria avaliar a percentagem de proteina,
durante a realizacdo do scale up da cultura. Neste trabalho apenas foi avaliada a percentagem e
proteina no ensaio outdoor, pois ndo demonstrou ser necessario em fermentador visto que este

néo sofreu alteragéo de cor.

Sendo o processo de inducdo da carotenogénese uma area ainda por explorar para a industria
das microalgas, otimizar este processo recente seria de profundo interesse para 0 comércio de
Chlorella. Assim, seria interessante testar outras formas de indugédo (usando por exemplo a

glucose e/ou ureia) em diferentes estirpes da espécie de microalga estudada.
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Anexos

Anexo 1 — Meio f/2 descrito por Guilard (1975), com alteracdes.

Meio f/2
Componentes Solugéo Stock Quantidade por Litro
KNO3 750/L 1 ml (solucéo stock)
NaH2PO4-H.O 5g/L 1 ml (solucéo stock)

Solucdo de Trace metals

1 ml da solugéo

Solucdo de Vitaminas

0.5 ml da solucéo

Solucdo de Trace metals

Na2MoO4 - 2H20

FeCls - 6H20 - 3.159
Na;EDTA - 2H.0 - 4.369
MnCl; - 4H20 180 g/l 1 ml (solucdo stock)
ZnSQOq - 7TH20 22g/L 1 ml (solucéo stock)
CoClz- 6H20 109/t 1 ml (solucdo stock)
CuSOq4 - 5H20 989/l 1 ml (solucdo stock)
6.3 g/L

1 ml (solucéo stock)

Solucdo de Vitaminas

Thiamine - HCI (vitamin B1)

200mg

Biotin (vitamin H)

1g/L

1 ml (solucéo stock)

Cyanocobalamin (vitamin B12)

1g/L

1 ml (solucéo stock)
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