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Resumo

Resumo:

A melhoria da qualidade do alimento fornecido emaaglturas, nomeadamente
de microalgas, é um fator de elevada importancis. microalgas sdo um grupo
heterogéneo de formas de vida, que incluem varidistmtos géneros, porém, poucos
sdo os explorados ao nivel da biotecnologia ou adwaa. Dois dos géneros mais
estudados e com aplicacdo nestas areadla@oochloropsisp. eTetraselmissp., em
virtude do seu perfil nutricional. Para o melhosdg utilizadas diferentes estratégias de
manipulagdo, principalmente ao nivel das condigf&esultivo, como a composi¢do do

meio de cultivo.

O presente trabalho teve com objetivo identifiaarmeio de cultivo adequado a
producao das espéciBannochloropsisp. eTetraselmissp. e que permita (1) Obter
elevadas taxas de crescimento (2) atingir elevemtduividade (3) reduzir ao méximo o

uso de cobalto (4) diminui¢cdo custos producéo.

Para tal, efetuou-se o crescimento das duas rngaa@&m quatro meios de
cultivo com perfis de micronutrientes distintos dthiBloom (NB), NutriBloom sem
cobalto (NB s/Co), Simplex (S) e Sea Mineral Solt{(SMS) — e controlou-se o
crescimento e a evolucao do perfil bioquimico ree®$ de crescimento exponencial e
estacionaria. As proteinas foram determinadas slegarmétodo de Lowry (1951), os
hidratos de carbono pelo método de Dubois (1956)jpados totais pelo método de
Bligh and Dyer modificado (1959) e o perfil em &@sdgordos por cromatografia
gasosa, tal como Lepage & Roy (1986).

Relativamente ao crescimento #d&annochloropsissp., 0s meios S e SMS
proporcionaram uma fase lag mais pronunciada dogggificado nos meios NB e NB
s/Co. Os meios NB e NB s/Co apresentaram maior roiae células e peso seco em
relacdo a S e SMS, no entanto existiram difereegsatisticamente significativas a
nivel do peso seco. O meio NB s/Co apresentou npagmfutividade volumétrica em
biomassa. Na fase exponencial, 0 meio NB s/Co ept@s maior teor proteico e o
meio SMS o maior conteudo lipidico e de acidos gendolinsaturados (PUFA’s). Na
fase estaciondria, 0 meio S apresentou o maioeg@datlipidico, no entanto o meio NB

apresentou maior percentagem de proteinas e desggiidos polinsaturados PUFA's.



Resumo

Em ambas as fases de crescimento, o meio NB apwasemaior percentagem de

hidratos de carbono.

ParaTetraselmissp., a duracdo da fase lag foi semelhante em toslaseios.
Em relacéo a fase exponencial, 0 meio S foi 0 guesantou a fase mais curta e o meio
SMS foi 0 que exibiu a fase exponencial mais loiggie Ultimo meio foi o que registou
os melhores resultados a nivel do numero de céldagempo de duplicacdo e da
produtividade volumétrica em biomassa. Na fase meapcial, 0 meio S apresentou
valores de proteinas superiores e 0 meio SMS aypcesenaior percentagem de lipidos
e PUFA’s. Na fase estacionéaria, 0 meio NB foi 0 gregorcionou maior percentagem
de proteinas, hidratos de carbono e lipidos, nanémto meio S foi o que contribuiu

para uma maior percentagem de PUFA'’s.

As discrepancias das concentracées de microngsiembs diferentes meios
utilizados explicam as variagdes obtidas nos péibsuimicos das duas microalgas,

especialmente as variacdes de ferro, cobre, cobalitolibdénio.

Palavras-chaveMicronutrientes, perfil bioquimicd;etraselmis Nannochloropsis
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Abstract

Abstract:

In aquaculture, food quality improvement — espégiahicroalgae’'s — is
mandatory. Microalgae are an heterogeneous grolighvincludes various and distinct
taxa. Still, few genders are actively used and aepl in biotechnology and
aquaculture, due to lack of requirements. Two efwrell-studied microalgae on these
areas areNannochloropsissp. andTetraselmissp., due to their highly nutritional
profile. Despite their naturally high profile, inggrements are required, and it can be
achieved through culture condition manipulationaraing, for instance, culture

medium’s composition.

This work aims at identifying a less expensive w@tmedium for large scale
production of the species previously mentioned,cWlallows (1) high growth rates (2)
attain high productivity (3) remove or decrease attd concentration in the final
medium formulation and (4) decrease production.cost

The two selected microalgae were cultured in foistitt medium, with
different micronutrient addition — NutriBloom (NBNutriBloom without cobalt (NB
s/Co), Simplex (S) e Sea Mineral Solution (SMS)nd @&s biochemical profile were
measured through two different growth stages: itigawc and stationary states. Crude
proteins were obtained using Lowry’'s method (195Lgar through Dubois’s method
(1956), total lipid by Bligh and Dyer (1959), arattl acid according to Lepage & Roy
(1986).

Nannochloropsissp. cultured in S and SMS mediums presented a hilgige
phase to the one verified in NB or NBs/Co. Dry vieig equal in NB e NB s/Co and
Cell number through time culture has not showededihces statistically relevant
between mediums, though NB and NB s/Co presengdtehivalues than the others. In
logarithmic phase, NB s/Co presented the highetepraontent, SMS the higher lipid
and polynsaturated fatty acids (PUFA’s) percentdgestacionary phase, S medium
showed higher lipid percentage, nevertheless, NBiune presented the higher content
of protein and PUFA'’s. In both phases, NB medium tine higher sugar content.

In Tetraselmissp., lag phase was similar between mediums, aratl&tshorter
logarithmic phase than the others. SMS had bettsults than the others, achieving

vii



Abstract

higher cell number, productivity and less dupligatitime. In logarithmic phase, this
medium also had the higher lipid and PUFA’s peragat S medium showed higher
protein content. In stationary phase, NB mediumsg@méed more proteins, lipid and

sugars. S medium had better PUFA'’s percentage.

Differences between micronutrient concentrationgar the verified variations
the two microalgae’s biochemical profile, pecularlron, copper, cobalt and

molybdenum variations.

Key-words: Biochemical profile, micronutrientdlannochloropsisTetraselmis
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Introducao

1. Introducao

A dieta mediterranea, especialmente em Portugal pta base o consumo de
peixe. Segundo a FAO (1984), dos paises onde dsta @ aplicada com
regularidade (Espanha, Italia, Egipto, Grécia, Ryt etc.), Portugal é o Unico onde,
tradicionalmente, o peixe € mais consumido do qoarae — provavelmente porque
a maior parte da costa estd em contacto com o @ck#antico, que tem maior
produtividade que o mar Mediterraneo, com 0 qualoogos paises estdo em
contacto. Estima-se ainda que, nesse ano, O conslempeixe por pessoa em

Portugal rondou os 30kg por pessoa.

Atentando a procura que se verifica, € necesséniceder a uma gestao dos
recursos pesqueiros. Definida, em 1984, por Saalecsuino sendo a maneira de
“obter a melhor utilizacdo possivel do recurso ewv@ito da comunidade”, esta
gestdo tem de contrabalancar as necessidades t@iegnlucros e a captura
sustentével dos recursos, de modo a ndo redugomasacdes de ictiofauna, bivalves

e crustaceos a numeros “perigosamente” baixos ifi2ad000).

A aquacultura apresenta-se como uma alternativaipsora e viavel, uma
vez que permite manter o consumo regular de peid@ enesmo tempo, evita a
captura excessiva de espécimes selvagens, naalipagjdo em demasia asocks
selvagens. A sua implementacdo global tem aumentadalltimos 50 anos e, em
2008, participava ja com 36% do volume de pescanhswmido mundialmente e

com um incremento anual de perto de 9% (Hemaiswetrgh 2011).

A nivel global, desde a década de 70 do sécul@a@asse continente Europeu
tem sido um dos com pior prestacdo no que respeitanplementacdo e
desenvolvimento da aquacultura, sendo apenas meilers Estados Unidos da
América (FAO, 2010). Tal como na Europa, em Poliugamplementacdo desta
pratica sO se verificou em propor¢gdes maiores tr ukr década de 70, atingindo o

apogeu na segunda metade da década de 80 - ladasglor ano-, tendo, a partir
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dai comecgado a diminuir. Em 2010 atingiram-se mdsigue ndo eram registados
desde a primeira metade da década de 80 - 3 tasgbad ano - (FAO, 2010).

Atualmente, a aquacultura em Portugal tem difeeemmblemas, que a
impedem de se desenvolver. De entre as questdes cnidicas por resolver

destacam-se a burocracia, falta de investimeratizde investigagao (Sykes, 2010).

A investigagdo e desenvolvimento de novas dietagricionalmente
superiores e adaptadas as espécies em cultivo érativo, uma vez que quanto
melhor o alimento, melhor o seu desenvolvimento aomrentabilidade tera o
processo (Sykes, 2010). Guedes & Malcata (2018ram que a sobrevivéncia e
correto desenvolvimento de juvenis e fases maiagadas estd diretamente ligada
com a qualidade do alimento fornecido nos estaggosida iniciais das diferentes
espécies, sendo que quanto melhor a qualidade, omelh sobrevivéncia e
desenvolvimento. Em aquacultura, e nos primeirédgexs de vida, é frequente a

utilizacdo de microalgas como primeiro aliment@(fals & Cunha 1999).
1.1investigacdo em ambiente empresarial

A investigacdo em ambiente empresarial, quer edatg@ntro das mesmas
ou em parceria com instituicbes de ensino supegiale extrema importancia, uma
vez que permite a modernizacdo e otimizacdo de epsos empresariais,
rentabilizando-os e gerando maior conhecimentagaaO retorno econdémico, a
curto, médio e longo prazo, que advém das parcegtbelecidas sera superior a
quaisquer investimentos iniciais necessarios asstigacoes. As melhorias nos
processos produtivos, 0 aumento da rentabilidadedmdutos e danow-howtraréo
vantagens competitivas, ndo s6é as empresas, camzena ao pais, podendo ser

potenciador de maior investimento e visibilidadentifica.

Atualmente, uma das areas de investigacdo, em sagpoe producédo de
microalgas, é a obtencdo de biomassa em quantidafieente. Geralmente,
alcancada através do cultivo em fotobiorreatoregrdede capacidade (Chenal...
2009), envolve custos processuais consideraveisa Rdter uma elevada

produtividade em biomassa, € necessaria a utibzdedmeio de cultivo, que deve
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ser nutricionalmente adaptado a estirpe em cu{tarabbelaar 2012). Idealmente, o
meio de cultivo deve ter todos os elementos redogrpela microalga. No entanto,
devido ao elevado custo (3 a 5% do custo total imlygdo de microalgas),
raramente estao disponiveis férmulas equilibradaa p seu crescimento (Aciéh

al.. 2012; Chenet al.. 2009). Um dos objetivos de investigagdo de empresas
produtoras de microalgas deve ser, entdo, o mefteni® dos meios de cultivo,

tentando que estes tenham o menor custo possivel.

Existem algumas empresas de producédo de biomagdagala aplicacdo em
aquacultura que investem constantemente no melleotando produto em Portugal,
como € o caso da Necton S.A..

1.2Necton, S.A.

Fundada em 1997 a partir de um projeto da Escolperiu de
Biotecnologia do Porto, a Necton - Companhia Partsg de Culturas Marinhas,
S.A. estabeleceu-se no Parque Natural da Ria Farnems Belamandil, e, desde

entdo, desenvolve a sua atividade na area da batgga azul.

Distingue-se pela producdo de sal marinho tradatjditor de sal e ainda
por produzir biomassa algal a escala industriadnforesa tem participado em varios
projetos de investigacdo e desenvolvimento, tenehpliado o seuknow-how

industrial.

A empresa Necton comercializa solu¢cdes concentrdeasicroalgas com
diferentes formulacdes: PhytoBloom Green Formula@hytoBloom Ice® e
PhytoBloom Prof.®. Os produtos sdo mormente expoda sendo vendidos
sobretudo para maternidades de aquacultura e emspiesformulacfes cosméticas.
Na Necton, sdo produzidas microalgas de agua daadgada, sendo que nestas
tltimas se destacam &annochloropsis oculataletraselmissp, Phaeodactylum

tricornutum Porphyridium cruentum
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1.3 Microalgas em aquacultura

A aplicacdo de microalgas a aquacultura apreseégtms problemas base,
como a obtencdo de biomassa suficiente para aaglo em larga escala (Olaizola
2003).

Sem descurar as mais-valias resultantes das dieresiplicacbes das
microalgas em contexto empresarial, considera-se &g a data, uma das vertentes
economicamente mais rentaveis sera a sua utilizagéaquacultura. Sdo a base da
cadeia tréfica marinha (figura 1) e, como tal, &wmse indispensaveis ao adequado
desenvolvimento de variadissimas espécies marirdesje larvas a individuos
adultos (Brown 2002).

1‘.Jlu:ru:ralﬂas

alimento )
Larvas de crustdceos
Larvas de / ; . e peixes
ﬂlDl'LlSI:I:}S limento g_
'l ! :-.-:,_:.E-.'.__ \ ]. ento
Artémia c odes .
if; °Pep Desenvolvimento
esenvolvimento/ 2limento e rotiferos
Lalnnentcr
Moliscos bivalves adultos Juvenis de crusticeos e peixes

Figura 1 - Esquema simplificado da cadeia trofica marinimaleoo fitoplancton se apresenta
como base da mesma e produtor primario [Adaptaderds 1996]

A utilizagcdo das microalgas estd essencialmentaddiga nutricdo e,
dependendo do animal em cultivo, pode servir cofimoeato principal ou como

aditivo (Hemaiswaryat al. 2011). Uma das aplicacdes mais comuns das ngawal
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em aquacultura é o efeito de “agua verde”, quartizadas diretamente como
alimento vivo de larvas de crustaceos e peixes Rodt al.. 2003), ou como
enriguecimento de presas vivas, nomeadamente arté&copépodes e rotiferos
(Okauchi & Kawamura 1997; Ghezelbasth al. 2008; Dayet al.. 1999). O
mecanismo pelo qual a acdo das microalgas se rbeekfica em contacto direto
com as larvas ndo é totalmente compreendido. Hipéteomo a atenuacédo da luz a
que as larvas estdo expostas, a excrecdo de ha@meraescimento e de vitaminas
para 0 meio, o efeito probidtico, a manutencdo dalidade do zooplancton, a
conservacdo da qualidade da agua, o controlo niécrolou a ativacdo de enzimas
digestivas, tém sido equacionadas (Brown 2002).uslgs microalgas, como
Haematococcus pluvialissdo ainda utilizadas como fonte de astaxantia@a p
intensificar a coloracéo avermelhada dos tecidasesudo na producédo de salméo,

caracteristica muito apreciada pelos consumidores.

A escolha da microalga a utilizar em aquacultureedie de encontro as
necessidades nutricionais do animal em cultivodseqgue larvas de diferentes
espécies tém distintas necessidades nutricionalsu-(@zq et al.. 1999). A
combinagéo de microalgas distintas fornece um alimeico e mais equilibrado,
permitindo um maior crescimento do animal (Hemargaat al..2011).

Para além do perfil nutricional, deve ter-se emtaararacteristicas que
potenciem maior rentabilidade e auséncia de ripaoa a saude publica. O elevado
valor nutricional, a alta digestibilidade, o tamank forma ideais, o répido
crescimento, o facil cultivo e a auséncia de tolde, sdo relevantes na sua selecéo
da microalga em aquacultura (Brown 2002; Hemaissvaey al.. 2011). Por
cumprirem 0s pré-requisitos anteriores, sao frepmeente utilizadas microalgas
como Chaetoceros calcitranslsochrysis galbana Chlorella sp., Skeletonema
costatumThalassiosira  pseudonana Dunaliella sp., Rhodomonas sp.,

Nannochloropsisp. e Tetraselmisp. (Brown, 2002)(FAO, 1996).

Por serem as microalgas com maior producdo na Ndd& Pino, V. —

comunicacao pessoal — 2013), serédo consideradistragsalhdNannochloropsisp.
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e Tetraselmissp., microalgas taxonomica (tabela I) e fisiolagiente distintas
(seccao 1.3.1 e 1.3.2).

Tabela | - Classificacdo taxondmica das microalgas em estud

Nannochloropsisp. Tetraselmisp.
Filo Ochrophyta Chlorophyta
Classe Eustigmatophyceae Chlorodendrophycege
Ordem Eustigmatales Chlorodendrales
Familia Monodopsidaceae Chlorodendraceae
Geénero Nannochloropsis Tetraselmis

1.3.1 Nannochloropsisp.

Tendo sido denominada até a década de 80 do sgassado como sendo
uma espécie marinha @hlorella sp., estudos posteriores vieram a distinguir alniv
ultraestrutural as duas microalgas pelo que, em6,198i criado o género
Nannochloropsis sp(figura 2). Integrado na classe Eustigmatophyd&aelolfi et
al.. 2003), existem seis espécies reconhecidas contenpentes a este género,
sendo queN. limneticae N. oculatasdo encontradas em ambientes de agua doce e
salobra, respetivamente, embora de forma poucwdrag. As espécies marinhas
integram habitualmente o fitoplancton de ecossiatemarinhos, principalmente de
aguas costeiras, fazendo parte integrante do dlearbono (Krienitz & Wirth,
2006; Silva, 2011).

De pequenas dimensdes (2-5um), esférica, amargiante e nao flagelada
(Hu & Gao 2003; Rochat al..2003),Nannochloropsisp. tem um perfil nutricional

distinto, principalmente devido ao elevado contelipidico — em particular do acido
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eicosapentaendico (EPA), pertencente a familia &idos gordos polinsaturados
omega 3 ©-3 PUFA) (Hu & Gao 2003). A parte do seu perfil duiémico (Tabela

II), esta espécie possui ainda diferentes caratiter$ que a tornam ideais para a
utilizacdo em aquacultura, entre as quais se destax elevada velocidade de
crescimento, o metabolismo muito ativo, assim cancesisténcia as tensdes de

mistura e as contaminacgdes (Olofssoal..2012).

Figura 2 - Representagdo esquematicaNBnnochloropsisp. Adaptado de Van
den Hoeket al, (1996).

Pelas razbes ja mencionadas, o cultivo massivbhateochloropsisp. €
apontado como promissor para a producao de bigRadlet al.. 2011) e para a
fabrico de EPA a nivel industrial. No entanto, stoude producdo de biomassa ainda
é demasiado elevado, ndo s6 em termos de investimemo também em custos

operacionais (Rodol&t al..2003).

Tabela Il - Perfil bioquimico déNannochloropsisp., utilizando como meio de cultivo F/2
(Guillard and Ryther, 1963), segundo Broetal.. (1998). A percentagem refere-se a 100g

de peso seco.

% Peso seco

Proteinas 1748
Lipidos totais 2612
Hidratos de Carbono 2319
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1.3.2 Tetraselmisp.

Descrita pela primeira vez no final do século XIRetraselmis spé
correntemente um género taxonémico, pertencentmmdlid Chlorodendraceae, a
qual inclui 31 espécies marinhas e de agua docderRoocorrer na forma
planctonica ou bentonica ou, em casos extremospnizalr areia ou ser
endossimbioentes com animais semelhantes a platebni Sdo células verdes
unicelulares (10 a 14um) que podem variar entrrasas cordiforme, eliptica ou
quase esférica, nunca chegando a sé-lo completarfentra 3). No polo apical as
células apresentam uma invaginacdo, onde surgequatso flagelos iguais que
possuem (Okauchi & Kawamura 1997). Apesar de aptasan flagelos em
condi¢cbes de cultivo ideais, estes podem perdeese temperatura for demasiado
extrema — dando origem a cistos de resisténciadumante a reprodugédo assexuada
que efetuam (Palz & Pirrwitz 1983; Marat al.. 1993). A membrana plasmatica é
revestida por duas ou trés camadas de escamasldandm forma de diamante, de
natureza organica — teca — que protegem a célaldoenam resistente a tensfées

fisicas.

Figura 3 - Representacéo esquematical deaselmis spAdaptado de Laing (1991)

A identificacdo das espécies ainda néao é clargntento, em 1993, Marin
et al. sugeriu como caracteristica distintiva a estrutietalhada das escamas dos

flagelos.
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Tetraselmissp. tem sido extensivamente utilizada para estfisiodogicos
e em aquacultura, sendo considerada como alimemtgudlidade (Tabela I1lI).
Hemaiswaryeet al.. (2011) sugere a sua utilizacdo em protocolos zoaié para a
producao de larvas de camardo, uma vez que passuo@cidos que aumentam a

taxa de crescimento dos animais e reduzem a siediemoea.

Tabela lll - Perfil bioquimico deTetraselmissp., utilizando como meio de cultivo
F/2 (Guillard and Ryther, 1963), segundo Broetnal. (1998). A percentagem
refere-se a 100g de peso seco.

% Peso seco

Proteinas 3047
Lipidos totais 16+2
Hidratos de Carbono 2649

Estudos indicam ainda o potencial desta microalgdval farmacéutico,
uma vez que foram descobertas propriedades alativiatorias e imunossupressoras

em extratos e em polissacarideos extraidos (Majagtal.. 2005).
1.4Condicdes de cultivo

Por forma a melhorar o perfil nutricional das malgas para a sua
utilizacdo em aquacultura, sédo utilizadas diferendstratégias de manipulacao,
principalmente ao nivel das condicbes de cultivanipulando-se a intensidade
luminosa, a temperatura, o0 arejamento/agitacaaljracade e o0 meio de cultivo

1.4.1 Intensidade luminosa

A luz pode ser fornecida de forma artificial ouurat, dependendo das
instalagbes onde o cultivo sucede, optando-se guopddas brancas fluorescentes
quando verificada a primeira situacao (Laing 1991 jotoperiodo deve também ser
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considerado, uma vez que quando expostas a 24bhzdeotlem entrar em stress
bioquimico, sendo preferencial utilizar-se fotopdds de dia:noite 16h:8h ou
12h:12h (Silva 2011). Em ambientes naturais, ogaoiganismos estao sujeitos a
diversas mudancas de irradiacdo ao longo do digh(kind 2004), sendo
fundamental, no caso de se optar por iluminagaoraatcontrolar a iluminagcéo ao
longo do dia. A necessidade de luz varia também @alensidade da cultura, sendo
que culturas mais densas requerem maior forneaimdat luz (L. Barsanti &
Gualtieri 2006).

Este fator é considerado limitante e stressantrifrolo deste parametro é
de extrema importancia, uma vez que a energia gdoaossintese é obtida desta
forma — os pigmentos fotossintéticos capturam agenelos fotdes, gerando eletrbes
(e) com elevado potencial redutor, empregues na gémlde nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato hidreto (NADPH) e adenosindfosfato (ATP), depois
utilizados para reduzir o diéxido de carbono & 3-fosfoglicerato, no Ciclo de
Calvin (Stryeret al. 2002} e estd documentada a alteracédo do perfil bioquidaco

microalgas, numa tentativa de fotoadaptacao/adkagio (Richmond 2004).

Na Necton, o uso de luz artificial € desvalorizastndo privilegiado o uso
de luz natural. Esta situacdo verifica-se quer\elniaboratorial (crescimento e
manutencdo de culturastock, como a nivel industrial, estando os reatores de
producdo em larga escala localizados no exteriornteses com maior intensidade
luminosa, os reatores podem ser parcialmente @szbdrrante o dia, de maneira a

diminuir a exposi¢ao solar.

1.4.2 Temperatura

A temperatura, por ter uma influéncia consider&esl reacdes metabdlicas,
fisiol6gicas deve ser cuidadosamente controladeh(Rond 2004; Andersen 2005).

Apesar das condicfes Otimas serem diferentes estirpes, estima-se que a
temperatura adequada ao cultivo das espécies damegsteja compreendida entre
16°C e 27°C (L. Barsanti & Gualtieri 2006). No caeoa temperatura ser superior a
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35°C pode ser induzido um estimulo na producaaréiiia que, numa tentativa de
manter os niveis de fotossintese estaveis, podanite, levar a morte do organismo
(Richmond 2004; Silva 2011), enquanto na situagémsia se verifica reducao no
crescimento celular e potencial formacdo de céldesresisténcia (Zengt al.
2011).

A Necton possui formas distintas de controlo dapematura. A nivel
laboratorial, as instalacfes encontram-se equipaoi@sar condicionado, regulado
por forma a conservar, sensivelmente, os 23°Cs Jaabores exteriores possuem um
sistema de rega na parte superior que, nos mesesjneates, é acionado, regulando

a temperatura a que a cultura se encontra.

1.4.3 Arejamento/Aqgitacdo

A agitacao € um importante fator a considerar ritivoude microalgas, uma
vez que promove a distribuicAo homogénea de luzuteientes, tornando-os

disponiveis para todas as células (Laing 1991).

E realizada de diferentes formas, dependendo dorreado volume a
misturar. Em ambiente laboratorial, € comum semprada através de arejamento,
no entanto, a nivel industrial, este método samaraticavel, sendo, por isso,
preferida movimentacdo através de pas mecanicasoobas hidraulicas (Laing
1991).

E uma variavel limitante que deve ser controlagmdse necessaria para
prevenir a sedimentacdo das culturas, potenciaoraoyeneizacdo e evitar a
estratificacdo térmica (L. Barsanti & Gualtieri B)OO arejamento/agitacdo nao

deve ser turbulenta, de maneira a ndo prejudice¢lakas (Silva 2011).

As culturas stock da Necton sdo misturadas atrdedernecimento de ar,
tal como descrito anteriormente, ja as culturasrexes sdo homogeneizadas através
de bombas hidraulicas. Sdo adicionadas ainda ssf#ésticas para diminuir a

deposicao das culturas nos reatores.
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1.4.4 Salinidade

A salinidade deve ser adaptada ao microorganismo cegscimento,

considerando o ambiente onde normalmente esteoéiteado (Richmond 2004).

As microalgas podem adaptar-se a um grande esptsalinidade (Silva
2011) que, em casos extremos, pode atingir a datlei 90, como a microalga
Dunaliella salina.No entanto, considera-se que o 6timo se deve @acantre 0s
15 e os 35 (J. Bergé & Barnathan 2005).

As diferencas idnicas afetam os organismos dentd@seiras distintas: (a)
stressosmotico, com diminui¢cdo do gradiente interno gigs&b)stressosmético por
incorporacdo de sal (c) alteragdo dos racios iénidevido a permeabilidade seletiva
da membrana. Pode alterar o metabolismo e afetaongposicdo bioquimica,
principalmente o perfil de acidos gordos, podemio casos extremos, impossibilitar
0 crescimento da cultura, por a energia ser rddimada para a sobrevivéncia e nao
para o crescimento (Renaud & Parry 1994; Huestreg. 2012).

A salinidade pode aumentar por evaporacdo de agwaltura, quer lenta,
quer rapidamente, tal como se verifica em ambienten ar condicionado ou
elevadas temperaturas. Na Necton a salinidadeultasas € monitorizada atraves de
sondas, sendo ajustada com agua doce caso 0 parangente.

1.4.5 Composicdo do meio de cultivo

A manutencdo correta das microalgas em cultivo mtipeda escolha
apropriada do meio de cultivo, mais uma vez tertandnetizar o mais possivel o

ambiente natural de onde as estirpes sao provenient

Teoricamente, 0s nutrientes disponiveis naturalnem meio seriam
suficientes para o crescimento das microalgas tentm é sugerido como método
standarda adicdo de meio enriquecido & agua (Barsanti &lt@u 2006). Isto
acontece por a concentracdo de células necesséaia producdo de biomassa algal
a nivel empresarial ser superior as encontradasmiente (FAO, 1996).
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Os meios marinhos — meios apropriados para o onestd de estirpes de
agua salgada — sdo bastante complexos, utilizamd@sos compostos organicos
para os enriquecer. A agua salgada a empregargasodeatural ou artificial, sendo
que o0 meio deve ser suficientemente rico para amo crescimento (Zengt al.
2011), contendo os nutrientes base, em maior —amacou menor — micro -
concentracdo. O azoto (N) e o fosforo (P), elenemonstituintes da estrutura
celulare dos acidos nucleicos, sdo essenciais ao credoirdas estirpes, tornando-
se limitantes quando em baixas concentracfesefCdl 2013). Os micronutrientes
sdo conhecidos por determinarem o aparecimentobbi®mhs” algais em meio
natural, sendo, por isso, determinantes para @ioreato microalgal. O ferro (Fe),
potassio (K) e sais inorganicos — ativadores mditaiso— sdo dos micronutrientes
utilizados mais conhecidos (Zergal. 2011; Caiet al. 2013). O EDTA € também
adicionado aos meios de cultivo como substancidgagtee de modo a atuar como
“tampdo” e manter a concentracdo de ides metélieoss constante (Barsanti &
Gualtieri 2006).

Os meios sintéticos mais utilizados e estudadcscala mundial séo F/2 e
Walne, que, devido aos elevados custos de prodwgéo preferidos para 0 uso
laboratorial e néo industrial. Os meios sintétidisponiveis atualmente séo, por
vezes, variacbes uns dos outros, ocorrendo estaiveh das concentracdes de
nutrientes a adicionar. Os meios podem ainda aeligio de vitaminas (Rawet al.
2012). Na Necton, o meio escolhido é NutriBloongio desenvolvido pela empresa
utilizado no cultivoin e outdoors Sendo muito enriquecido (tabela 1V), tem como

vantagem a néo utilizacao de vitaminas quando egupra escala industrial.
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Tabela IV — Composicao quimica dos diferentes meios de cuttomgerciais (F/2, Conway
(C), Artificial SeaWater (ASW) e NutriBloom (NB))@os meios desenvolvidos no presente
estudo (NutriBloom sem cobalto (NB s/Co), Sea Mah&olution (SMS) e Simplex (S). A
concentracao encontra-se em mM.

NB NB s/Co F/2 SMS S C ASW
N 2000 2000 0,88 2000 2000 1,1800 8,82(
Macronutrientes
K 100 100 0,04 100 100 0,1240 6,790
Fe 20 20 0,01 20,64 - 0,0048 0,011
zZn 1 1 7,65x10°  7.60x10™ - 0,0002 0,001
Mn 1 1 9,1x10*  140x102 - 00018 0,009
Micronutrientes | Mo 0,1 0,1 2,6x10°  420x10* - 00000 0,002
Co 01 ; 4,2x10°  gs0x1®® - 00001 0,000
Cu 01 0,1 3,93x10° 1 pox10* - 0,0001 0,000
EDTA 26,4 26,4 - 20 - 0,1540 0,001
Outros Compostog - - Sim Sim - - Sim

O cobalto (Co), que ¢é utlizado pelas microalgas siatese de
cianocobalamina — vitamina B-, apresenta um grau de toxicidade a n&o desprezar
apesar das baixas concentracdes utilizadas. Alénocigo para o manipulador, ha
introducé@o de um elemento toxico na cadeia trafica deve ser evitada (Mei al.
2007).

Barsanti & Gualtieri (2006) referem que ndo existemétodos
completamente errados para o desenvolvimento azeip@o de meios de cultivo,
uma vez que 0s meios ja conhecidos foram muitassveéesenvolvidos por tentativa

e erro e com base em suposicoes tedricas. Ha aermrstambém que microalgas

l4|Pagina



Introducéao

diferentes tém requisitos nutricionais distintosggndo um meio ser adequado para

uma microalga e para outra nao.

Tal como os fatores anteriormente apresentadoshémma qualidade e
concentracdo do meio de cultivo influenciam a d#de fotossintética,

produtividade e metabolismo celular (Huatgl. 2012).

Sendo organismos altamente mutiveis e adaptaveasnb@nte onde séo
cultivados, as microalgas tendem a sofrer um reahiequimico interno sempre que
existe alguma alteracdo, ainda que minima, dasigieslde cultivo (Ghezelbash
al.. 2008)

1.5 Perfil bioquimico

A biomassa algal € constituida por diversos conmgogdiioquimicos,
destacando-se as proteinas, hidratos de carbomgidesl por se considerar que
contém o maior potencial energético e por seremoostituintes maioritarios das
células (Stryeet al. 2002).

1.5.1 Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas dindmicas e versanstituidas por
diferentes aminoacidos que desempenham func¢demisrmos sistemas bioldgicos
(Nelson & Cox 2004). Podem agir como catalisaddrassportadores, geradores de
movimento, controladores do crescimento ou mesnmocagentes na protecao

mecanica da célula (Stryet al. 2002; Sancheet al. 2002).

O teor em proteina determina o valor nutricional ddcroalga
(Hemaiswaryeet al. 2011), através do conteudo, disponibilidade gggho dos
aminoacidos. A qualidade nutricional é, frequentaimedeterminada a partir do
conteudo de proteinas bruto (Becker 2007). O smupt®teico pode até aumentar o
seu valor comercial, uma vez que, quando isoladestmidas, as proteinas de
microalgas sdo consideradas produtos com elevddo ma mercado (Taberneet

al.. 2012). Esta também comprovado que a qualidad@rdésinas encontradas em
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microalgas é, por vezes, superior a encontradalantag terrestres (Becker 2007),

aumentando assim a sua importancia.

Nas microalgas, Brown (2002) considera que o valoteico varia entre 30
a 40% na fase exponencial tardia, no entanto sdbecadas microalgas, Chlorella

sp.e Dunaliellasp., que podem atingir até 60% de proteinas (Zepkh 2008).

1.5.2 Hidratos de carbono

S&o as biomoléculas mais abundantes no planetdp satilizadas em
funcdes estruturais, de armazenamento de enemgime intermediario metabdlico.
A quantidade de polissacarideos encontrados nasoatgas varia consoante a
espécie e a fase de crescimento (Steyad. 2002; Nelson & Cox 2004; Draaisrat
al.. 2012).

Os hidratos de carbono sdo compostos formados sa déscura da
fotossintese, a partir do ciclo de Calvin, atrad@geducdo do didxido de carbono e
utilizagdo de ATP e NADPH. A maior parte dos hidsatle carbono ocorre durante
este processo de fixacdo de LL@onsiderando-se, assim, como 0 produto mais
abundante deste metabolisif@henet al. 2013). Podem ser formados no interior
dos cloroplastos ou no citosol (Markoet al. 2012). Compostos por
monossacarideos — pequenas moléculas que cont&@rB8em® atomos de carbono —
conseguem variar o tamanho ou a configuracdo esigimica de um ou mais
centros de carbono. Podem ser agrupados atrawéside estruturas oligossacaridas
(Stryeret al. 2002).

As microalgas caracterizam-se pela auséncia ouemgas em baixas
percentagens de alguns hidratos de carbono conmnsamtas superiores, como a
lignina. Esse facto é vantajoso do ponto de vistdtivo, uma vez que as torna mais
facilmente digeriveis, tornando a biomassa algah lbma escolha (Markoet al.
2012; Cheret al. 2013). Os hidratos de carbono sao acumulado®enafde amido
nos plastideos e tém uma funcédo estrutural (caimgs da parede celular) ou
acumuladora. Esta ultima funcdo € de extrema irapoid, uma vez que fornecem

parte da energia necessaria em processos metabéliceam caso de necessidade,
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permitem ao organismo sobreviver em condi¢des adsedando tempo a microalga

de reajustar o perfil bioquimico e adaptar-se amsicondi¢cdes (Richmond 2004).

Os hidratos de carbono podem atingir entre 5 a 88%iomassa algal seca
(Brown 2002), sendo essa percentagem reajustameldaptacdo as condi¢cbes do

meio.

1.5.3 Lipidos

A definicdo destes compostos ndo € consensualpdodser considerados
como qualquer molécula biolégica solivel num sdiweorganico (Halimet al.
2012) ou como é&cidos gordos, derivados e molécatan biossintese/funcéo
semelhante a esses (Woertz 2007; Xiao 2010). Qsdosiptotais — mistura
heterogénea de triacilglicerdis, fosfolipidos, asigjordos, ceras e pigmentos - tém
como principais funcbes a sinalizacdo intracelulEornecimento de energia
metabdlica e participacdo na formacdo de membrangexidos. Os lipidos em
organismos marinhos refletem as condicbes ambgertadioquimicas dos locais
onde estes habitam, sendo utilizados frequententente biomarcadores (Bergé &
Barnathan 2005; Simfes 2011). Podem atingir attaaie 77% da biomassa seca de
microalgas, no entanto, normalmente, variam erdr&oa 20% (Brown 2002; Xiao
2010; Simdes 2011).

Os acidos gordos consistem em grupos carboxilimrefficos, ligados a
uma cadeia de hidrocarbonetos e hidrofobicos, iatetp moléculas lipidicas (Halim
et al. 2012). S&o cadeias de tamanho variavel, podeadar\entre os 4 e 0s 26
atomos de carbonos (Simdes 2011). Dividem-se eunashis e insaturados, sendo
gue os primeiros ndo possuem ligacdes duplas,segsmdos tem pelo menos uma
ligacdo dupla. Dentro dos &acidos gordos insaturadesistem ainda os
monoinsaturados (uma ligacéo dupla) [MUFA], poltasados (mais de uma ligacéo
dupla) [PUFA] e HUFA's. Estes Ultimos sao acidosdgs altamente insaturados,
contendo no minimo 20 carbonos e trés ou maisdemduplas. Os exemplos mais
conhecidos sédo o acido docosa-hexaendico (DHA) & @EBura 4). No caso de
DHA é constituido por 22 carbonos e existem 3 bgacduplas a partir do carbono

6, jA EPA, é composto por 20 carbonos, com 3 ligagfuplas a partir do carbono 5.
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As células vegetais sdo as Unicas que conseguesirigtizar de raiz acidos gordos
n-3 e n-6, vulgarmente designados como émega 3ess@nciais aos organismos
heterotroéficos, ocupando, por isso, uma posicadedeaque da cadeia trofica (Bergé
& Barnathan 2005). A composicdo e quantidade dalogcigordos mudam
grandemente com as condi¢des abidticas as quaganismo estd exposto (Griffiths
et al. 2011), podendo a posicéo das ligacdes duplasigcoatdo, geometria e grau
de insaturacdo ser distintivos entre espécies emseronsiderados marcadores
taxonomicos (Gutnikov 1995).

OH S S =

DHA (22:6n-3)

OH

e =

EPA (20:5n-3)

Figura 4 - Estrutura dos 4&cidos gordos DHA e EPA. [Retirade: d
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documentsééat/biofiles/omega-3-fatty-
acids.html]

Fazendo parte dos lipidos neutros que nao cont&usagordos (Halinet
al.. 2012), os pigmentos sao frequentemente utilizgdoa estimar a biomassa de
fitoplancton presente em amostras de agua (Davidscal. 1991). Adaptam-se
rapidamente as condi¢cdes ambientais, particulaemestpigmentos, podendo ser
indicadores destressnutricional (Rochaet al. 2003), apresentando-se em diversas
formas, nomeadamente clorofilas, carotenoidesabifinas. Cada uma das classes
de pigmentos apresenta um pico de absorvancia Zddiferente, permitindo um

melhor aproveitamento da luz a que estdo expoBaosgnti & Gualtieri 2006).

Os pigmentos sdo ainda responsaveis por conferascoelulas, sendo estes
muitas vezes caracteristicos das classes as qadés espécie pertence (Van den
Hoeket al. 1996).
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Pigmentos, acidos gordos, lipidos gerais, hidrd®sarbono e proteinas,
por serem extremamente influenciados pelos meiosculdvo utilizado no
crescimento das microalgas, colocam em aquacujtiestoes que se prendem com a
necessidade de investigacdo de meios otimizadosppesentem a melhor relacéo
qualidade/preco, fornecendo ao animal um alimestguhlidade com o mais baixo

investimento possivel.
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2.  Objetivos

O presente trabalho teve com objetivo identifiaarmeio de cultivo adequado a
producdo em grande escala das espddammochloropsisp. eTetraselmissp., e

cuja utilizacéo permitisse:
(1)  Obter elevadas taxas de crescimento
(2)  Atingir elevada produtividade
3) Reduzir ao maximo o uso de Cobalto
(4) Diminuig&o custos produgéo

Para tal, foram comparados quatro meios distinthisitriBloom, Simplex,
Sea Mineral Solution e NutriBloom sem cobalto — dass espécies escolhidas,

tendo por base:
() Curvas de crescimento;
(1 Duragéao das fases do crescimento;

(1) A producédo de biomassa obtida (densidade oticdagem celular e

peso seco)
(IvV)  Perfil bioquimico:
a. Proteinas brutas;
b. Hidratos de carbono;
c. Lipidos totais;

d. Perfil de acidos gordos.
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3. Materiais e Métodos

O procedimento experimental subdividiu-se em ta8ge$ distintas:

Fase 1. Ensaios preliminares de crescimento deoalgas: Teste de cinco

meios de cultivo, através do crescimento de migesaém tubos de ensaio de 80mL

Fase 2.Scale updo processo: Teste dos meios de cultivo selecianado

fase anterior, através do crescimento em bal6és de

Fase 3. Perfil bioquimico das culturas de micraaldg@rocessamento das
amostras obtidas durante o trabalho realizado méoNgatravés da determinacéo do

perfil bioquimico da biomassa de microalgas reatataos varios ensaios

Sendo que as duas primeiras decorreram nas irgald@ empresa Necton
S.A., durante trés meses, e a Ultima fase na ESeglarior de Turismo e Tecnologia
do Mar — Instituto Politécnico de Leiria, durante®aneses.

3.1 Condicoes de cultivo

Nannochloropsissp. e Tetraselmissp., estirpes comerciais da empresa
Necton, foram mantidas a temperatura de 23°C+28(jagtas a luz solar, seguindo

um fotoperiodo dia:noite de aproximadamente 12h:12h

A agua salgada utilizada proveio da Ria Formosajsesujeita a diversos
processos de esterilizagdo. Primeiramente, foi stidma filtragdo por recurso a trés
membranas filtrantes de porosidade sucessivameaiteraduzida (20 a 1um), sendo
de seguida sujeita a um tratamento com hipocldeteddio. Apds a neutralizacéo do
composto ativo — através do uso de tiossulfatoddeos procedeu-se a esterilizacao

por autoclavagem, durante 40 minutos, a temperdid21°C e pressado latm.

Utilizaram-se cinco meios de cultivo diferentedase 1 e quatro na fase 2,
sendo a primeira etapa uma triagem dos meios iaantitoscale up Utilizaram-se

como meios de controlo F/2 modificado [F/2] (asawitnas foram suprimidas do
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meio F/2, uma vez que a nivel industrial ndo sdbzadas por serem muito
dispendiosas) e NutriBloonNB] (meio comercial e industrial da empresa Necton
S.A., baseado no meio Algal-1: Nutricion Avanzada).SPor alteracdo da
composicdo deNB foram criados outros meios com o objetivo de states sua
viabilidade. Assim, o meio NutriBloom sem CobalthB s/ Cd surgiu pela
eliminacdo do cobalto; o meio Simpleg,[pela eliminacdo dos micronutrientes e o
meio Sea Mineral SolutionSMS] (composicdo tabela 1V) pela substituicdo dos
micronutrientes pelos encontrados naturalmente amsas das salinas da Ria
Formosa. A concentracéo da solucédo aquosa recalhidgua das salinas, 504, L
adicionada ao meio SMS foi definida de acordo comtimizacdo efetuada por
Pereira (2009). Os outros meios mantiveram as obrag@es de macronutrientes.
Cada um dos meios, para cada uma das microalgatestado em triplicado, de

modo a garantir a reprodutibilidade dos resultados.

O cultivo foi efetuado enied-batch com arejamento suave e constante, tendo a
concentracdo de nitratos (protocolo 1 (anexo)) siddida semanalmente na fase 1 e
a cada dois dias na fase 2, permitindo regularngesdracao de nitratos a 2mM e
manter a propor¢cdo N:P = 20, garantirgiee existem nutrientes disponiveis, tal
como Olofssoret al. (2012). Foi também selecionada esta concentrpgéser a
que permite maior conversao de nitrato de sédipmteinas (Fabregas al. 1985).

De trés em trés dias avaliou-se a concentracadtrd¢os no meio de crescimento e
ajustou-se a 2mM sempre que necessario. A preskengaratos em excesso revela-
se da enzima nitrato reductase (€taal. 2013).

3.2 Medicdo dos parametros de crescimento

O crescimento de uma cultura pode ser avaliadodparsos métodos,
numa tentativa de minimizar os erros associadesvelve diferentes medi¢bes ao
longo do tempo do ensaio, permitindo assim acongraalevolucdo da cultura. No
presente estudo, foram consideradas trés metodslegmplementares: medicdo da
densidade o6tica (540nm), contagem celular (cam@deaNleubauer) e determinacao

do peso seco.
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3.2.1 Densidade 6tica

A densidade otica (D.O.) foi utilizada como medic&mireta do
crescimento da cultura, uma vez que a absorvargidud pode ser diretamente
relacionada com a densidade celular, através deasute calibracdo adequadas
(densidade ética vs numero de células/peso seciffitfG & Garcin, et al. 2011). A
densidade Otica de cada amostra foi medida de dais dois dias, num
espectrofotometro Shimadzu, UV-mini 1240, Aa540nm. Para amostras mais
concentradas, foram efetuadas diluicbes, permitquano valor de absorvancia néo
ultrapassasse o valor maximo de 1, mantendo arililaeke da lei de Beer-Lambert
(Narayana & Sunil 2009)

Utilizando o programa estatistico SigmaPlot (vers2@), tracou-se a curva
de crescimento de cada ensaio, utilizando-se uma dagistica de 4 parametros
(equacao 1).

a

X = Xo+ =ty
b

1+e

Equacédo * Curva logistica de quatro pard@metros para o icnesto microbiano, ondg
corresponde a densidade celular (célula§,m} & densidade celular inicia,a intersecéo
com o eixo do yp ao declive da retae ao logaritmo natural de Napidrao tempo final

(dias) ety ao tempo inicial (dias).

A taxa especifica de crescimentd foi determinada através da equacao 2.
O crescimento apenas € significativo na fase expoaledo desenvolvimento da
cultura tendo, por isso, sido considerados apesaslores correspondentes a essa

fase, em cada um dos ensaios.

In(x) = In(x,) + ut

Equacédo 2- Determinacdo da taxa especifica de crescimentiex se refere a densidade
celular (células.ml), x, densidade celular inicial (célulasyl p a taxa especifica de

crescimento (diaY et ao tempo (dias)
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A equacdo 2 relaciona-se com a equacao da rectaaolguando
considerados apenas o0s valores correspondentesea sfgracitada, sendo p

correspondente ao declive da recta.

O tempo de duplicacdo celulag)(foi determinado a partir da equacao 3,

para o crescimento microbiano.

Equacdo 3- Determinagdo do tempo de duplicag¢ff da cultura, ondgl corresponde a

taxa especifica de crescimento.

O controlo do crescimento através da D.O. é vastemaplicado em
laboratério e em controlo da producdo industrimhauvez que é rapido e néo
destrutivo. No entanto, podem ser introduzidossenas leituras, sobretudo devido a
alteracbes na morfologia externa das ceélulas, ceipgom ou propriedades oOticas
(Griffiths, Garcin,et al. 2011).

3.2.2 Contagem celular

Tal como o método anterior, também este foi efeiumdada dois dias de
ensaio, permitindo controlar diretamente o aumelostemimero de células. Trata-se
de um método que recorre a utilizacdo de microscéfco [VWR, China] e de um
hemocitometro ou camara de contagem de NeubauandBAlemanha]. Utilizou-se
a divisoria mais pequena da camara, devido ao tamna densidade das células em
estudo. No caso dé&etraselmissp., adicionaram-se algumas gotas de alcool, de

maneira a fixar as células e permitir a sua comtage

Apds a contagem, o numero de células por milifibiadeterminado a partir
da equacéo 4, onde o numero do quadrado meédiofese namero médio de
células por divisoria do quadrado central. O faler diluicdo s6 é considerado

guando esta é efetuada.
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Nuamero células por mililitro =Numero do quadrado médio x25 x10000 xFator de diluicao

Equacao 4- Férmula padréo para a determinacdo do numereéldis por mililitro, através

da utilizacdo do hemocitémetro de Neubauer.

Esta metodologia tem como desvantagem a contajilivalo total das
células, por ndo ser possivel a distincdo quardoaaviabilidade, excetuando-se as
células visivelmente danificadas. Para minimizaewses associados a contagem, as
células posicionadas nas linhas laterais esquerddsriores ndo sao contabilizadas,
enquanto as encontradas nos limites laterais ar@tsuperiores o sdo. Os valores
obtidos nesta seccao foram relacionados com odasbtia secgéo anterior, de modo
a obter uma curva de calibracdo dos diferentes sragocultivo em cada uma das

espécies consideradas.
3.2.3Peso seco

A determinac&o do peso foi repetida a cada segeddiaensaio, permitindo
aferir a evolucdo da producdo de biomassa ao lalmyeeriodo de cultivoO
processo inicia-se com a preparacdo prévia dawdfille microfibras de vidro
(Whatman 1,5um diametro 47mm) a utilizar. TodoS§ltes foram limpos com uma
solucdo de formiato de amonio (0,5M) [Acros Orgahie colocados na estufa a
70°C, durante 2 a 4h, de modo a eliminar vestiggoselulose, apds 0 que 0 seu peso
foi registado e considerado coma,iof. Nos dias determinados, recolheu-se uma
amostra de 5mL da cultura e filtrou-se a vacuo.n@aeo filtro aparentava ja estar
seco adicionava-se 5mL de formiato de amonio, delom® eliminar possiveis
vestigios de sais inorganicos e reduzir, assimy® associado ao método. Apds a
filtracdo do novo volume de formiato de amonioiltodf era cuidadosamente retirado
do sistema de filtracdo e colocado na estufa (T&G7°72h). Posteriormente, as
amostras eram retiradas e novamente pesadas, s&sgloovo valor correspondente
a Xinal. Através da equacao 5 foi determinada a massdapipermitindo proceder as

curvas de calibracdo de peso seco vs D.O..
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_ (XFinal - XInicial)
"~ Volume filtrado

Equacdo 5 -Férmula de determinacéo &@so secgg.L™).

A produtividade volumétrica em biomassa (P) dasucat foi calculada

através da equacao 6, sendo o valor obtido expessspl’dia’.

X=X
Ternpototal

Equac&o 6- Célculo da produtividade volumétrica em biomadsaultura (g.L%.dia™). X;-
concentracdo de biomassa seca no final do engai@oncentracdo de biomassa seca no

inicio do ensaio @empo total duragéo do ensaio.

3.3 Recolha, embalamento e transporte de amostras

De cada uma das réplicas foram recolhidos 200mdnuestra, nos dias 16 e
18 do tempo de cultivo. Os pontos de recolha fodaterminados de acordo com a
fase de crescimento das culturas, correspondeideedexponencial tardia e a fase
estacionéria, respetivamente. O volume foi colocadn sacos previamente
preparados e identificados, tendo cada saco suldidb em trés partes semelhantes

e selado a quente. As amostras foram conserva@88@ até a data de transporte.

As amostras foram colocadas numa caixa de edferguntamente com
placas de gelo — para evitar o descongelamentoggec e a caixa selada com fita-
cola. No mesmo dia, foram transportadas até a &sSaperior de Turismo e

Tecnologia do Mar, desembaladas e conservada$@ a2@ a sua utilizacéo.
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3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Preparacdo das amostras

A andlise bioquimica foi precedida pela preparadas amostras. As
amostras foram descongeladas e recolhidos 10mL egoetdo da andlise de acidos
gordos, onde foram recolhidos 50mL, e centrifugd&apendorf 5810R, Alemanha)
a temperatura ambiente, v=5000rpm; 5min. O sobeettadoi desprezado e o pellet
ressuspendido em agua destilada, para promovenecé® de sais excedentes e o
chogque osmodtico, permitindo a extragdo mais simgdsscompostos para analise. A
solugdo ressuspensa foi novamente centrifugada nmasmas condicdes e o
sobrenadante novamente desprezado. O procedimantepietido duas vezes, de

modo a garantir a eliminacdo dos sais.

3.4.2 Extracao e quantificacdo de proteina bruta

Depois do tratamento prévio da amostra, esta feitala um procedimento
de extracdo, por forma a libertar potenciais pnatgiintracelulares (Lopezt al.
2010).

O pellet foi ressuspenso em 500uL de tampéo dag&dr(tabela Il (anexo
2)) e imediatamente colocado a 95°C (Julabo SW32)Udurante 5min, de modo a
proceder a desnaturacdo da amostra, preservand@gdd de potenciais proteases.
Decorrido o periodo de desnaturacdo, as amostras foolocadas em gelo durante
30s. As amostras foram, de seguida, centrifugad@&mim, v= 13,200 rpm, o

sobrenadante recolhido e colocado em tubos limpos.

O sobrenadante foi posteriormente submetido ao doétolorimétrico de
Lowry (1951). Este método baseia-se na formacamagplexos proteicos atraves da
ligacdo das proteinas ao sulfato de cobre, em ale&ino. Por adicdo do reagente
de Folin-Ciocalteau promove-se uma oxidacdo das;digs peptidicas, formando
azul de molibdénio e conferindo, assim, a carastteai cor azul. A intensidade da
cor é diretamente proporcional ao numero de ligagdeptidicas quebradas e,

consequentemente, a concentracao de proteina®(aafi2013).
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A cada amostra adicionaram-se 50uL de hidroxideddiso 0,2N e 1mL da
solucdol de Lowry (tabela Il (anexo 2)), seguida de homegsatédo em vortex. As
amostras foram deixadas a incubar durante 10mimglteas em papel de aluminio -
para evitar reacdes provocadas pela exposicao-aelaztemperatura ambiente. Apos
o periodo de incubacéo, foi adicionado 100puL dacsalH de Lowry (tabela Il
(anexo 2)). Seguiu-se um novo periodo de incubagéoescuro, a temperatura
ambiente e durante 30min. Foi medida a absorvadaissolucdo, a=750nm
[Sunergy H1 — Biotek], e o valor de proteina na stnag em mg.L, foi calculado
com base na equacdo obtida na curva de calibragdBodine Serum Albumin
(protocolo 2, em anexo), transcrita na equacgao 7.

y =0,4169x+ 0,0977

Equacédo 7 -Determinacdo da concentracdo de proteina na amosttay se define como

sendo ovalor da absorvanciaobtida ex aconcentracdq emmg.L™, de proteina.

Apesar de ndo ser o método mais sensivel, o méwdowry foi preferido
aos métodos de Bradford (1976) e Kjeldahl (1883)r er um método
moderadamente constante de proteina para protaiepa apesar de ser um método
espectrofotométrico, utilizar um comprimento de amhde os pigmentos ndo séo

considerados, evitando assim custos adicionaisaaxracao (Walker 2002).

3.4.3 Extracao e quantificacdo de hidratos de carbono

Apébs o tratamento prévio da amostra o pellet feadm a estufa, durante
12h a T=60°C, para secar a amostra e eliminarsifgu@s de agua.

Pesaram-se 5mg de biomassa seca para tubos de ddicibhando-se 5mL
de etanol a 96% (Aga). A solucdo foi colocada aitwac a T=95°C, 10min. A
amostra foi colocada a esta temperatura elevada parmitir que a extracdo de
compostos fosse mais eficiente, uma vez que a méwmae um choque de
temperatura origina a cedéncia da estrutura celidar também a criacdo de
correntes de convexdo no fluido, movendo a amesaamentando a superficie de
contacto. Apds esse periodo, as amostras foramfagatias - v=2500rpm, 5min — e
0 sobrenadante recolhido. A extracdo foi repeti@a vezes. O método de extracao
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foi adaptado de Chow & Landhausser (2004). Apesangl extracbes com etanol
poderem incluir substancias contaminantes, taisodgudos, proteinas e pigmentos,
0s autores supracitados concluiram que estas folnamlexos com o acido fénico
que absorvem a comprimentos de onda inferioresoasiderado no método, nao
sendo a sua interferéncia significativa na deteaigén do teor de hidratos de

carbono.

Do extrato obtido foram retirados 200uL e submetidao método
colorimétrico de Dubois (1956), tal como Leandro(@).

A amostra foi acrescentado 1mL de é&cido fénico a (B¢harlau) e,
imediatamente, adicionado 5ml de &cido sulfuric®&0 (Sigma). O segundo
reagente permitiu quebrar quaisquer polissacariderstentes, tornando-os
monossacarideos. A partir deste momento, as psntosexoses existentes foram
desidratadas para furfural e hidroximetil furfuredspetivamente, que interagiram
com o acido fénico previamente adicionado e criagacaracteristica cor rosada. As
solucbes foram colocadas a arrefecer a temperaomaiente durante 10min,
seguindo-se uma incubacéo a T=30°C durante 15rmirmedida a absorvancia do
sobrenadante, &485nm, e o valor de hidratos de carbono na amastnamg. ™,
foi calculado por comparacdo com a equacao obtaaurva de calibracdo de

glucose (protocolo 3, em anexo), transcrita na gima.
y = 0,0053x + 0,0622

Equacéo 8 -Determinacdo da concentracédo de glucose na amoattay se define como
sendo ovalor da absorvancia obtida ex a concentracdg em mg.L™, de hidratos de

carbono

Este método foi escolhido por permitir, rapidame@teguantificacdo dos
acucares dominantes, mesmo quanto estes se emcognabaixas concentracées
(Chow & Landhausser 2004).
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3.4.4 Extracao e quantificacdo de lipidos totais

Apéds o tratamento prévio da amostra o pellet fead® a estufa, durante
72h a 60°C, para secar a amostra e eliminar ogjvestie agua. ApOs esse processo

as amostras foram submetidas ao método de extip@#ioa Bligh and Dyer (1959).

Pesaram-se 5mg de biomassa seca de cada uma ddsaamara tubos de
falcon de 15mL e adicionaram-se 800uL de agua nidi§lo Erba], procedendo-se
de seguida a uniformizacdo das amostras atravésndeomogeneizador [Fisatom
712], a 20 000 rpm. As amostras foram colocadagelm adicionando-se 3ml de
uma solugdo de metanol e cloroformio (2:1) [Panr&acharlau]. Houve um novo
passo de homogeneizagdo durante 60s, v= 20 00G&pmevamente em gelo,
adicionou-se 1ml de cloroférmio. Durante 30s e &mee velocidade, executou-se
uma nova uniformizacéo. Centrifugaram-se as an®gire/000rpm, 10min) e a fase
organica (sobrenadante) foi recolhida e colocadaubms limpos. Adicionou-se um
novo mililitro de cloroférmio e os tubos foram ccémlos no evaporador rotativo a
60°C, v=90rpm, até o volume evaporar completamédgetubos foram a arrefecer
no exsicador. A massa foi medida e os lipidosdataterminados gravimetricamente

através da equacao 9

(Pesofinal — Pesojipicial) X VOlioia cloroférmio
Vol de cloroférmio evaporado

% Lipidos Totais =

Biomassa seca

Equacéo 9 -Célculo dos lipidos totais, em percentagenpe®o inicialcorresponde a massa
dos tubos limpos e vazios, enquantpeso final corresponde a massa dos tubos com o
produto da evaporacao do cloroférmio (g).v@ume total de cloroférmio refere-se ao
utilizado na extracdo (mL), evmlume evaporadoa ultima adicdo de cloroformio (mL). A
biomassa secaefere-se a massa inicial colocada nos tubos tdacé@o (g).

3.4.5 Perfil de acidos gordos

Apés o tratamento prévio, foram medidas 0,200g mest&ra e realizada
uma transesterificacdo direta, tal como efetuadalppage & Roy (1986) . A
biomassa foi adicionada 1,5ml de uma solucédo damoke cloreto de acetilo (20:1)

[Panreac; Merck], sendo essa solucdo necessadaapaetilacdo das amostras. Um
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ciclo de homogeneizacao em vortex, durante 30&fédiiado para garantir a mistura
e disrupcéao celular. Adicionou-se 1ml de hexaneH&i Scientific] a cada amostra e

procedeu-se a um novo ciclo de homogeneizacéao.

As amostras foram colocadas a incubar, durant@480°C, com agitacao,
para garantir a sua derivatizacdo completa. Degaisncubacdo, os tubos foram
arrefecidos em gelo e acrescentado 1mL de &guaMilim novo ciclo de
homogeneizacdo em vortex, durante 1min foi reatizadls aliquotas foram
centrifugadas a v=2784rpm, 10min, T=4°C, até foemaB fases. A fase organica foi
removida e filtrada por uma coluna de sulfato ddicsénidro, removendo qualquer
presenca de agua. As amostras foram guardadasatsndei cromatografia gasosa

(GC) e posteriormente injetadas.

Os ésteres metilicos de acidos gordos foram adablspor cromatografia
gasosa, utilizando um cromatégrafo Finnigan TRACE @tra (Thermo Electron
Corporation), equipado com uma coluna TR-FAME (30f@smm IDx0,25m), um
auto sampler AS 3000 Thermo Electron Corporatiamedetetor de ionizacao de
chama, tal como Tecel&i al.. (2010). O injetor, a operar em modplitless e o
detetor foram programados para 250°C e 260°C, treapmnte. Foi utilizado hélio
como gas de arraste, ao caudal de 1,5mLinn e hidrogénio foram fornecidos ao
detetor, ao caudal de 350 mL.fmia 35 mL.mift, respetivamente. A temperatura do
forno foi regulada para ter um incremento lentonaatando para 60°C durante
1min, incremento para 150°C a 15°C.thépermanéncia em patamar durante 1min.
Novo aumento até 180°C, a 5°C.thimnde permaneceu 3min, um novo incremento
de temperatura até aos 220°C, a 10°C'rainm patamar final nesta temperatura, por

Imin.

O tempo de retencdo de cada acido gordo foi idesdid por comparacéo
com o tempo de retencao de padrbes comerciais [PUMArine Souce e PUFA-3
Menhaden oil (Supelco Analytical)], encontrandoaséescricdeem anexo (tabela

(anexo) ).
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3.5 Andélise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada com recursedtwareSigma Plot (versdo 12.0),
tendo sido utilizados os test@me-way anova, One-way anova on ragksstudent

Para cada uma das microalgas em estudo, e de mmtmtdicar a relacdo entre
meio cultura, fase de crescimento e o conteludo ados gordos, foi aplicada uma
analise de componentes principais (ACP) tendo pse o perfil de acidos gordos

obtidos para cada meio de cultura em ambas asdasgescimento.
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4. Resultados

4.1Nannochloropsisp.
4.1.1 Crescimento

O crescimento das culturas, tal como referido wgé&®e 3.1, foi seguido ao
longo do tempo de cultivo através da medicdo dessidade O6tica, numero de

células.mL* e peso seco (figuras 5,6 e 7).

O crescimento nos meioS e SMS apresentou uma fase lag mais
pronunciada do que nos meid8 e NB s/Cq indicando que a cultura precisou de
um periodo de adaptacao superior aos dois primeiggs. A fase exponencial nos
altimos meios foi mais demorada que nos dois primsepermitindo atingir maiores

concentracdes celulares.

Em relacdo ao nimero de células:hao longo do tempo de cultivo (figura
6) ndo houve diferencas estatisticamente signivasit(p>0,050) entre os meios de
cultivo. Contudo, tanto o meidB como o meioNB s/Co apresentaram o0 mesmo
valor méximo de concentracdo celular (15,8xt@lulas.ml), superior aos
apresentados pelo mei® (9,02x10 células.ml’) e pelo meioSMS (6,84x10

células.mrb).

16 ®  Tempo vs Nr células.ml-1 16 ® Tempo vs Nr. células.mL-1

F"_I Hl_l 12 4
E E

3 85 101
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2 4
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Figura 5- Evolucdo do numero de células por mililitro aodordo tempo de cultivo, usando
diferentes meios de cultivgph) NB, (B) NB s/ Co,(C) S e(D) SMS. Os valores representam

a meédia dos triplicados dos nimeros obtidos nelass

A figura 6

representa a

relacdo da densidade ofipeD.) de

Nannochloropsissp. e o nimero de células por mililitro nos diféesnmeios de

cultivo. Relativamente a D.O., sdo estatisticameataelhantes (p>0,050), apesar de

se verificar que os meid$B e NB s/Coapresentam D.O. superioreS& SMS no

final do tempo de cultivo (3,9 — 3,6 — 1,4 e 1g&petivamente).
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Figura 6 —Curva de calibracdo déannochloropsisp., com base na evolucdo da densidade

Otica aA=540nm e do numero de células por mililitro, usadderentes meios de cultivo:

(A) NB, (B) NB s/ Co, (C) S e (D) SMS.

Através dos graficos apresentados, foi feita acé@laentre o niumero de
células por mililitro e o tempo de cultivo, paraeateninar o valor da taxa especifica
de crescimento (i), tempo de duplicacdo (tdY.eQRvalor de Rvaria entre 0 e 1
sendo que, quanto mais préximo este estiver da vafximo, mais a equagao se

ajusta a situacao real. Na tabelaeicontram-se os dados referentes aos diferentes

meios.

Tabela V - Resumo dos dados obtidos no crescimentdNdenochloropsissp. A taxa
especifica de crescimeni) € expressa em diaso tempo de duplicacatd] em dias.

u (dias!)  td (dias) r? Equacéo
NB 0,69 1,00 0,89 y=0,692x-0,697
NB s/Co 0,81 0,86 0,91 y=0,806x-0,783
S 0,34 2,04 0,77 y=0,339x+0,515
SMS 0,33 2,12 0,87 y=0,328x+0,763

A taxa especifica de crescimento e o td ndo apwasen diferencas
estatisticamente significativas (p> 0,050). ConfunloneioNB s/Co apresenta o td

mais baixo (0,86 dias), indicando que cada célataata menos tempo a dividir-se
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do que acontece nos outros meios. Quando em MBESS e SMS, as células

demoram a dividir-se, respetivamente, 1, 2,04 2 @ids.

As equacles apresentadas permitem, através da @ner, o numero de
células em qualquer parte do ciclo de crescimehtequacdo que mais se adequa a
situacao real é a déB s/Cq uma vez que apresenta uma relacdo de 0,91. O meio
NB e 0 meio SMS apresentam valores de relacdo préximos — 0,898@&, O,
respetivamente — sendo o m&a que apresentou um modelo com a relacdo mais

baixa - apenas 0,77.

Relativamente ao peso seco (figura 7), foi possieedrminar que existiram
diferencas estatisticamente significativas (p<0)08B e S, e NB e SMS. NB s/Co
apresentou diferencas estatisticamente signifastip<0,050) com o mei8. A
producéio de biomassa seca, ao fim dos dezoitoddiasiltivo, deNB (1,76 g.I*) e
NB s/Co (1,76 g.L') ndo apresentou diferencas estatisticamente sigtivfas. O
meio SMS, ao fim de 18 dias de cultivo apresentou 0,93'gle peso seco, e por
Gltimo S, com 0,76 g.I'. As fases de crescimento utilizadas no traballranio

definidas de acordo com os resultados obtidos teardmacao do peso seco.
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Figura 7 —Crescimento d&lannochloropsisp. avaliado em funcdo da concentracdo celular
(células.mL") - ® - e do peso secayL ) -O- ao longo do tempo de cultivo, usando
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diferentes meios de cultivoAf NB, (B) NB s/ Co, C) S e D) SMS. Os valores representam
a meédia dos triplicados.

4.1.2 Produtividade

No que diz respeito a produtividade (tabela VI) daicroalga
Nannochloropsisp., 0 meid\B s/Corevelou ser superior aos restantes, produzindo
0,08g de peso seco por litro diariamente. O nNBoapresentou a segunda maior
produtividade (0,04 g:Ldia'), sendo queS e SMS apresentaram os valores mais

baixos (0,02 e 0,03 g’ldia®, respetivamente.

Tabela VI — Produtividade obtida no cultivo déannochloropsissp. em laboratério. A
produtividade volumétrica de biomas$¥ € expressa em g.peso secodia®. Os valores
representam a meédia dos triplicados.

NB NB s/Co S SMS
Produtividade (g.L.dia?) | 0,04 + 0,008 0,08 +0,009 0,02 + 0,002 0,03 + 0,006

Existiram diferencas estatisticamente significaieatre o meidNB s/Coe
S (p< 0,050).

4.1.3 Perfil bioquimico
4.1.3.1Proteina bruta

O teor de proteina efMannochloropsisp tendeu a diminuir ao longo do
tempo de crescimento da cultura. Na fase exporleaameio NB s/Co (34,22%)
alcancou o maior teor proteico, enquanto que, sa fstacionaria, 0 meiNB
(30,7%) revelou o maior contetdo (figura 8). O m8MS (Exp: 29,86% - Est:
25,64%) apresentou a menor percentagem proteicréras as fases de cultivo.
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Figura 8 - Percentagem de proteina obtida nos diferentes md@scultivo de
Nannochloropsissp.. A percentagem € relativa a 100mg de peso gedmarra branca
representa a fase exponencial de cada um dos meitsirra cinzenta a fase estacionéria. A
percentagem € representada com 0 seu erro-paciGmaao.

Relativamente a diminuicdo do contetdo de proteinagioNB foi o que
perdeu menos proteina entre as duas fases deoaudtinsideradas, perdendo cerca de
1,6%, estando este valor proximo do que se veudftambém ens (1,7%). O meio
SMS perdeu cerca de 4,2%, menos do que o IBi&/Coque perdeu mais proteina

que todos os outros meios, atingindo os 6,5%.

N&ao foram detetadas diferencas estatisticamentafisaivas (p> 0,05)

entre meios de cultura e fases de crescimento.
4.1.3.2Hidratos de carbono

O teor em hidratos de carbonoMannochloropsisp. tendeu a aumentar ao
longo do crescimento. Em ambas as fases de cregome meio com maior
percentagem de hidratos de carbond\IBi (Exp: 24,46% - Est: 34,48%) (figura 9).
O meio S (Exp: 12,51% — Est: 32,2%) apresentou 0 menor teohidratos de

carbono em ambas as fases.

Apesar de ter sido o que apresentou maior percemtade hidratos de
carbono em cada uma das fases, o M@doi 0 que apresentou menor incremento
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entre as fases exponencial e estacionaria, auntentapenas 10%. O mei
alcancou um incremento de 13,8% e o mdB s/Co de 16,5%. O mei®&MS

apresentou o maior incremento, aumentando 19,6%.
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Figura 9 - Percentagem de hidratos de carbono obtida nosediés meios de cultivo em
Nannochloropsissp.. A percentagem é relativa a 100mg de peso #edwarra branca
representa a fase exponencial de cada um dos meitsirra cinzenta a fase estacionéria. A

percentagem € representada com 0 seu erro-paciGmaao.

As culturas nos meioNB s/Co S e SMS apresentam diferencas
estatisticamente significativas entre a fase expaak e estacionaria (p<0,050).
Estas, nos meiofNB s/Co e S na fase exponencial, apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,050) em radagds outros meios, quando as

culturas destes se encontram na fase estacionaria.
4.1.3.3Lipidos totais

Ao longo do tempo de cultivo, o teor lipidico éannochloropsissp
aumentou. Na fase exponencial, o meMS apresentou o maior teor lipidico (24%)
e NB s/Co apresentou 0 menor teor lipidico - 9,39% - e, r&e fastacionaria$
apresentou o maior conteudo lipidico (28%NB a menor percentager2,9%
(figura 10).
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O meioS teve o maior incremento entre fases, cerca de 1688uido do
meio NB s/Co, 14,6%. Os meio®B e SMS tiverem 0s incrementos mais baixos,

apresentando 6,8% e 1,1%, respetivamente.
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Figura 8 - Percentagem de lipidos totais obtida nos diferentetos de cultivo em
Nannochloropsissp.. A percentagem é relativa a 100mg de peso gedmarra branca
representa a fase exponencial de cada um dos meitsirra cinzenta a fase estacionéria. A
percentagem é representada com o seu erro-paci@mizao.

Os meios ndo apresentaram diferencas estatistitansegnificativas (p>
0,050). Apesar disso, os testes estatisticos ricob@istos o suficiente para detetar
diferencas, fazendo com que os resultados devamtsepretados cuidadosamente.
No entanto, e através da andlise da figura 11fiamumise que existem grandes
intervalos entre fases nos meMB s/Coe S, sendo passivel de existirem diferencas

nao detetadas nos testes.
4.1.3.4Perfil de acidos gordos

Na andlise do perfil em acidos gordos obtiveramesematogramas

semelhantes ao da figura 11.
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Figura 9 - Cromatograma ilustrativo dos resultados obtidoamélise dos acidos gordos de
Nannochloropsisp.. As letras identificam os acidos gordos majsificativos, ondeA é
acido miristico (C14:0)B acido palmitico (C16:0)C acido palmitoleico (C16:1 n7D
acido esteérico (C18:0F &cido oleico (C18:1 n9¥; acido linoleico (C18:2 n6)G &cido
araquidonico (C20:4 n6) [AA] B acido eicosapentaendico (C20:5 n3) [EPA].

Nannochloropsisp., ao nivel dos &cidos gordos ndo apresentoredfas
estatisticamente significativas (p> 0,050), qudreemeios, quer entre fases. Apesar
disso, os resultados devem ser interpretados awsdatente (tabela VII).
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Tabela VII - Perfil de acidos gordos obtidos na analiseNa@nochloropsisp.. O valor
obtido encontra-se em percentagem de peso seca cespetivo valor de erro-padr&xp
refere-se a fase exponencial, enquanto fsea fase estacionaria. P®OB entende-se
NutriBloom,NB s/CoNutriBloom sem Cobaltd Simplex eSMS. Sea Mineral Solution.

NB NB s/Co S SMS
Exp. Est. Exp. Est. Exp. Est. Exp. Est.
C14:0 | 1,41+0,3 2,53+1,4 2,19+0,3 2,2840,2 0,20+0,1  1,83+0 0,97+0,2  3,01+0,9
C16:0 6,04+1,2 11,25+#5,6 10,6+1,9 11,3419 1,69+0,4 86012 5,01+0,6 13,36x3,P
C16:1n7| 4,90+0,9 10,30+4,9 7,40+1,3 8,30%0,6 1+0,14 03B54  9,90+3,2
C16:2n4 0,40+0,2
c18:.0 0,80+0,1 2,50+0,8 3,40%0,9 0,60+0,2 1,30+0,2 00%0,2 1,20+0,3
C18:1n7 --- - 3,05+0,7 -
C18:1n9| 1,30%0,2 0,60+0,1  3,40+0,4  1,90+0,1 @&Q,9
Cci8:2n6| 0,50+0,1 1,11+0,5 0,40+0,2 1,80+0,8 0,20+0,1  0,92+0 0,40+0,1  1,00+0,2
C20:4n6| 0,30+0,1 0,61+0,3 0,40+0,1 0,20+0,1 0,04+0,004 #0306 0,10+0,05 0,20+0,1
C20:4n3 - - --- 1,50+0,2 1,3040,9
C20:5n3| 1,00+0,2 2,80+1,7 1,40+1,4 1,10+0,5 0,200,012 --- 0,50+0,008 -
xn3 1,00+0,2 2,80+1,7 1,40+1,4 1,10+0,5 0,20+0,01 1(BO% 0,60+0,09 1,30+0,4p
xn6 0,81+0,14 1,70+0,72 0,80+0,2 2,06+0,9 0,22+0,04 0#(22 0,50+0,05 1,20+0,3p
%PUFA 49,46 51,66 45,14 40,28 45,46 31,70 49,56 493
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O somatoério de n-3, na fase exponencial indicargalguperiores no meio
NB s/Co (1,4%), seguido do meidB (1%), SMS (0,6%) e, por ultimd (0,2%).
Essa tendéncia ndo se verifica na fase estacipoadaNB (2,8%) traduz resultados
superiores, seguido &(1,5%),SMS (1,3%) eNB s/Co(1,1%).

O somatério de n-6 apresentou resultados distihboanterior, sendo que,
na fase exponencidiB (0,81%) revelou resultados superiores, seguiddBles/Co
(0,8%), SMS (0,5%) e S (0,22%). Na fase estacionaritNB s/Co (2,06%)
proporcionou dados mais elevados, seguiddB€1,7%),S (1,2%) e, por fimlSMS
(1,2%).

Foi também calculado o teor de PUFA’s nos lipiduiais, sendo possivel
concluir que, na fase exponenci&MS apresenta o maior contetudo (49,56%),
sucedido poNB (49,46%),S (45,46%) e, por ultimdNBs/Co (45,14%). Na fase
estacionaria,NB (51,66%) assume-se como sendo 0 meio com mais BUFA
seguido poSMS (49,35%),NBs/Co(40,28%) €S (31,70%).

A aplicacdo da analise de componentes principai8CGP (Figura 12),
permitiu detetar associacdes entre 0s niveis dsgordos, o meio de cultura e
diferenciar a fase de crescimento em que foramlhelas as amostras. Os dois
primeiros eixos explicaram 65.8% da variacdo t¢88.2% CP1 e 27.6% CP2).
Assim, e para a microalghlannochloropsissp., a representacdo dos scores no
diagrama de ordenacao (Figura 13) demonstrou &ekia de niveis mais elevados
de C18:2 n6 na fase exponencial para os meiosltleacdeNB, SMS e S. Por seu
lado, a fase estacionaria 8ee SMS demonstrou ser caracterizada por niveis mais
elevados de C18:1 n9, C20:4 n3 e C16:2 n4. Paraio de culturaNB s/ Cq a fase
exponencial e estacionaria foram caracterizadas elsenca de C20:5 n3 e C20:4

n6, respetivamente.
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1.5
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Figura 10 - Ordenacdo ACP dos meios de cultura e fase deicresto em funcéo do perfil
de acidos gordos eiMannochloropsisp., representando os dois primeiros eixos 65.8% d
variacdo total (38.2% PC1 e 27.6% PC2), oNiNB se refere a NutriBloon)\NBCO a
NutriBloom sem CobaltoNS a Simplex eNSMS a Sea Mineral SolutionExp e Est
correspondem as fases de crescimento exponeresgh@onaria, respetivamente.

4.2 Tetraselmisp.

4.2.2 Crescimento

Tal como aconteceu para a microalga anterior, tambécrescimento de
Tetraselmissp. foi acompanhado ao longo do tempo de cultikevéas da densidade
Otica, numero de células e peso seco (figuras 43¢ 15). A fase lag foi mais
pronunciada no mei®MS que nos restantes meios considerados, no entanto,
também o0 meio que apresentou maior fase exponeiaieioS foi 0 meio com

simultaneamente menor fase de adaptacéo (lag) errfzee exponencial.

Relativamente ao namero de células (figura 13),el0r8MS apresentou
valores superiores em ambas as fases, atinginddl®4,Zzélulas.m* na fase
exponencial e 5,8 xI@élulas.m[* na fase estacionaria, tendo incrementado 1,58%

entre fases. O meidB apresentou resultados intermédios, atingindo 3®5x1
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células.ml* na fase exponencial e 4,22 %I#lulas.m[* na fase estacionaria. Esse
aumento traduziu-se num incremento de 0,57%. O @atngiu os resultados mais
baixos dos trés considerados, tendo 3,45x¥ulas.ml’ na fase exponencial e
3,48x10 células.ml* na fase estacionaria, representando uma variagdh03%.
Apesar de diferentes, o numero de células ndo epms diferencas estatisticamente

significativas (p>0,050).

7 7
SJ/ e Tempo vs Nr células.mL-1 J/ J/ e Tempo vs Nr. células.mL-1 J/
<, E < 4 E
E 4 E (]
35 8y 3
23° : e
v < Q< s
o 2 | &} 2
z z
1 t 11 «
0 " ; ; . 0 " . . :
(Ao 5 10 15 20 B)o 5 10 15 20
Tempo (dias) Tempo (dias)
7
6 - e  Tempo vs Nr. células.mL-]

Nr. células.mrt
(x107)

(©)o 5 10 15 20
Tempo (dias)

Figura 11 — Evolucdo do nimero de células por mililitro ando do tempo de cultivo,
usando diferentes meios de cultiy&) NB, (B) NB s/ Co,(C) S e(D) SMS. Os valores

representam a média dos triplicados dos niUmerddosinesses dias.

A densidade otica ao longo do tempo (figura 15) a@@sentou diferencas
estatisticamente significativas entre os meios [5@). No dia 16, 0 mei®MS
apresentava uma absorvancia de 1,18B, 0,82 eS 0,504. No dia 18SMS
continuava aapresentar ainda a maior absorvancia de entre &s rreios
considerados, atingindo ao 0,96. O m&doi 0 meio com menor absorvancia,

atingindo apenas 0,623.
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Figura 12 —Curva de calibracdo dEetraselmissp., com base na evolu¢do da densidade
Gtica aA=540nm e do numero de células por mililitro, usadderentes meios de cultivo:

(A) NB, (B) S e(C) SMS

Através da analise dos dados representados nasogtdbi feita a relacéo
entre a D.O. e 0 numero de células, determinando&dor da taxa especifica de
crescimento (i), tempo de duplicacéo (td)’eNRa tabela IXencontram-se os dados

referentes aos diferentes meios.
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Tabela VIII - Resumo dos dados obtidos no crescimentoTegaselmissp.. A taxa
especifica de crescimento) (esta em dias o tempo de duplicacatd] em dias.

U (dias') td (dias) R? Equacao
NB 0,18 3,81 0,82 y=0,182x+0,518
S 0,27 2,57 0,98 y=0,270x+0,818
SMS 0,27 2,56 0,88 y=0,271x-0,125

A taxa especifica de crescimentoTagraselmisp. nos diferentes meios foi
proxima, ndo apresentando diferencas estatisticensgnificativas (p>0,050). O
meio S e SMS apresentaram p igual (0,27 dfasNo entanto, a fase exponencial do
meio S foi menos longa que a do m8MS, fazendo com que, a nivel do niamero de
células (figura 15), o meiB ndo conseguisse atingir densidades tdo elevadas co
as verificadas no mei®MS. Tal como p, também o tempo de duplicagdo foi
semelhante entre o mete SMS (2,6 dias). O mei®dB apresentou o maior tempo
de duplicacdo (3,81 dias) de entre os trés coraidsr O tempo de duplicacdo
também ndo apresentou diferencas estatisticamégnéficativas (p>0,050). As
equacdes apresentadas permitem, através da DI€ulaca namero de células em
qualquer parte do ciclo de crescimento. A equacdis adequada a situacao real € a
do meioS, apresentando um’Rle 0,98. O meiGMS apresenta um Rie 0,88 e\B
0,82, sendo este ultimo o que menos se adequa deloneal.

O peso seco (figura 15), tal como os outros par@seke crescimento, ndo
apresentou diferencas estatisticamente signifaat{yp>0,050). O mei®MS, apos
18 dias de cultivo, produziu 2,22 ¢.Ltendo sido o com resultados mais elevados.
Para o mesmo periodo de tempo, o nié#d produziu 1,427 gt e 0 meioS 1,24
g.L™
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Figura 13 - Crescimento ddetraselmissp. avaliado em fungédo da concentragéo celular

(células.mL”) - ® - e do peso secaylL ) -O- ao longo do tempo de cultivo, usando

diferentes meios de cultivoA] NB, (B) S e C) SMS. Os valores representam a média dos
triplicados.

4.2.3 Produtividade

Relativamente a produtividade (tabela X) da migadietraselmissp., o
meio SMS revelou ser superior aos outros, produzindo disrdm 0,089 de peso
seco por litro. O meitd\B apresentou a segunda maior produtividade (0,02.djd
1), sendo qué apresentou o valor mais baixo (0,03 hdia'), tal como se vinha a

verificar nos resultados anteriores.

Tabela IX - Produtividade obtida no cultivo dé&etraselmissp. em laboratorio. A
produtividade volumétrica de biomasdd) ¢ dada em g.peso secodia’. Os valores
representam a média dos triplicados.

NB S SMS

Produtividade (g.L™.dia™) 0,04+0,002 0,03+0,001 0,08+0,003
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N&o se verificam diferencas estatisticamente stivas entre 0os meios

(p>0,050), apesar SMS e S terem valores distintos.
4.2.4 Perfil bioquimico

4.2.4.1Proteina bruta

Ao longo do tempo de cultivo, o teor de proteind dizaselmisp. tendeu a
diminuir (figura 16). Na fase exponencial, o m&iB (26,6%) apresentou 0 menor
teor proteico, ao passo que o mgiapresentou maior contetdo (28,6%). Ja na fase
estacionaria, 0 meiblB passou a ser o com maior teor proteico (26,3%}jae

meio SMS exibido menores percentagens (13,01%).

50
1 Exp
[ Est
40
g
g ¥ 0
: 0
[a
$ 20
10 A
0 ‘ ‘ ‘
NB S SMS

Meios

Figura 14 - Percentagem de proteina obtida nos diferentes rdeiasiltivo emTetraselmis
sp.. A percentagem € em relacdo a 100mg de peso adiarra branca representa a fase
exponencial de cada um dos meios e a barra cinzefatse estacionéria. A percentagem é
representada com o seu erro-padréo associado.

O meio SMS perdeu maior conteudo proteico entre fases, dimiou
15,3%. O meicS reduziu em cerca de 8% 0 seu contetdo proteicoreeio NB

apresentou a menor diminuicédo, decrescendo ape3ai 0

Os meios ndo apresentaram diferencas estatistitam&gnificativas

(p>0,050), nem mesmo entre fases de crescimembt@ndo-os equivalentes.
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4.2.4.2Hidratos de carbono

Ao longo do tempo de cultivo considerado, a pesgen de hidratos de
carbono incrementou em todos os meios considerdfiggra 17). Na fase
exponencial, o meidlB apresentou maior teor de hidratos de carboncel¥2pe o
meio S a menor percentagem (17,6%). O m8MS apresentou valores intermédios
em relacdo aos restantes considerados, atingin@d,6%0. Na fase estacionaria, 0
meio NB continuou a ser o meio com maior conteudo de tadrae carbono
(24,5%), 0 meidSMS com valores intermédios (22,1%) e o0 m8io com 0 menor
teor de hidratos de carbono (21,9%).

3 Exp
30 | 3 Est

20 A

% Hidratos de Carbono
EN

10 A

NB S SMS

Meios

Figura 15 - Percentagem de hidratos de carbono obtida nosdifes meios de cultivo
emTetraselmisp. A percentagem € calculada em relacdo a 100rpgsieseco, a barra
branca representa a fase exponencial de cada ummeios e a barra cinzenta a fase
estacionaria. A percentagem é representada comersepadrao associado.

Apesar do meidNB ser o que apresenta maior teor de hidratos demarb
em ambas as fases, demonstrou pouca variacdo estae (0,016%). O meiS,
aquele que se evidenciou em ambas as fases congoocam menos conteudo de
hidratos de carbono, apresentou o maior incremgatiase exponencial para a fase
estacionéaria (4,3%). O meiBMS variou apenas 0,54% entre as duas fases de

crescimento consideradas.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamegnéisativas (p>0,050)

entre os meios ou fases de cultivo.
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4.2.4.3Lipidos totais

O teor lipidico deTetraselmissp., ao longo do tempo de cultivo, tendeu a
aumentar entre fases de crescimento (figura 18)faNa exponencial, o0 mei®
apresentou maior conteudo lipidico (18,89%), fieaodmeioSMS muito proximo
desse valor (18,85%). O meldB atingiu apenas os 12,48%, sendo 0 meio com
menor teor lipidico na fase exponencial. J& na éata&cionaria, o conteudo lipidico
deNB aumentou e este passou a ser o meio com maiarpagem lipidica dos trés
considerados (26,21%), seguido pelo n&MS, que apresentou 25,21%. O m&io
passou, assim, a ser 0 meio com menor percentaigéicd, atingindo apenas

21,41%.

35
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Figura 18 - Percentagem de lipidos totais obtida nos diferentes de cultivo em
Tetraselmissp. A percentagem é em relacdo a 100mg de peso sebasra branca
representa a fase exponencial de cada um dos mei@sirra cinzenta a fase estacionéria. A
percentagem € representada com 0 seu erro-paciGmao.

O meio NB apresentou o maior incremento entre f@ls®33%), enquanto o

meio S revelou menor variacéo (2,5%). O meio SM®u®,4%.

Estatisticamente, os meios sao semelhantes, umauemao existiram

diferencas estatisticamente significativas (p>0)050
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4.2.4.4Perfil de acidos gordos

A separacdo de acidos gordos obteve cromatograemaslisantes ao da
figura 19. Os picos foram identificados por compamcom os padrdes corridos

anteriormente.
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Figura 19 - Cromatograma ilustrativo dos resultados obtid@sanalise dos acidos gordos
Tetraselmissp.. Os numeros identificam os &acidos gordos migisfisativos, ondeA é
acido miristico (C14:0)B acido palmitico (C16:0)C Acido palmitoleico (C16:1n7)D
acido esteérico (C18:0f;, acido vacénico (C18:1 n7, &cido octadecatriendico (C18:3 n4)
G &cido linoleico (C18:2 n6) 4cido estearidénico (C18:4 n3)acido eicosenoico (C20:1
n9), J acido araciddnico (C20:4 n6)Leacido eicosaoentaendico (C20:5 n3)

Em Tetraselmissp., apenas a producdo de C18:0 apresentou difareng
estatisticamente significativas (p<0,050), nomeatdamentre os meids(2,52%) e
SMS (6,74%). Os valores dos diferentes acidos gordosdas nos meios

considerados estao patentes na tabela Xl
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Tabela X - Perfil de &cidos gordos obtidos na andliseTd&aselmissp. O valor obtido
encontra-se em percentagem de peso seco, cometivesgalor de erro-padra&xp refere-
se a fase exponencial, enquakst a fase estacionaria. PNB entende-se NutriBloon§
Simplex eSMS. Sea Mineral Solution.

NB S SMS
Exp Est Exp Est Exp Est

C14:.0 0,58+0,3 0,90+0,1 0,37+0,1 1,53+0,3 0,42+0,1 0,73+0

C16:0 5,51+1,9 6,70+2,1 4,59+0,9 12,4425 4,69+1,5 6,16+1
C16:2n4 - - - - 0,19+0,1
C16:3n4 - -- -- - 2,79+0,8

C18:0 1,98+0,8 4,38+0,5 2,61+0,5 6,74+0,9 2,09+0,5 2,52+1
C18:1n7 - 7,50+1,2
C18:2n6 0,83+0,3 2,82+0,6 1,04+0,2 3,62+0,9 1,49+0,3 1,92+0
C18:3n3 1,79+0,3 2,37+0,9
C18:4n3 0,47+0,3 4,06+1,4 4,82+1,1 3,06+0,8
C20:1n9 0,71+0,2 1,27+0,5 0,48+0,2 0,42+0,2
C20:4n6 0,36+0,06 1,16+0,3 0,31+0,1
C20:4n3 0,9240,3 0,73+0,3
C20:5n3 0,28+0,1 0,80+0,2 0,62+0,2

X n3 0,75+0,2 4,86+1,6 2,70+0,5 4,82+1,1 3,68+0,9 3313

¥ n6 0,83+0,3 2,82+0,6 1,40%0,2 4,68+1,1 1,8040,4 1,92+0
%PUFA 16,36 44,59 38,91 47,03 46,06 46,85
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Na fase exponencial, o mei®BMS revelou valores superiores d&n-3,
apresentando, no total, 3,68 % do peso seco. O $epesentou 0 segundo maior
teor dexn-3 (2,7%), enquantblB apresentou o valor mais reduzido (0,75%). Ja na
fase estacionaridyB aumentou o teor dEn-3, passando a ser 0 meio com maior
conteudo de entre os trés considerados (4,86%).efd S aumentou também a
producao, atingindo 4,8%. No mesd/1S, registou-se uma ligeira perda, atingindo os
3,51%. Verificaram-se diferencas estatisticameigeifecativas (p<0,050) entrblB

e S na fase exponencial.

Para o somatorio de n-6 na fase exponen8MS revelou novamente
valores superiores aos outros meios considerad®%)10 meicS atingiu 1,4% de
>¥n-6 eNB 0,83%. Na fase estacionéaria, o m8ievelou-se o com maior teor Ha-

6, atingindo os 4,68%, enquai® exibiu 2,82%. O mei®MS aumentou pouco a
sua producdo de n-6, atingindo apenas 1,94%. Na@onf@ncontradas diferencas

estatisticamente significativas entre os meios (50).

A %PUFA’s presente foi também calculada para cada das fases, sendo
gue, na fase exponencial, 0 m&8WS revelou a maior percentagem, atingindo os
46,06%. O mei&® apresentou 38,9%, enquanto o mé® apenas apresentou 16,4%.
Ja na fase estacionaria, 0 m8iatingiu os 47,03%, tornando-se o0 meio com maior
teor de PUFA’s. O mei®&MS incrementou pouco, revelando 46,85% e o meio NB
registou um grande aumento, atingindo os 44.6%.fbi&m encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os meios (50).

Na figura 20 encontra-se representada a ordena¢zi® da variacdo do
conteudo em acidos gordos para os diferentes magoscultura e fases de
crescimento testados paratraselmisp.. Os dois primeiros eixos explicaram 76.7%
da variacao total (47.9% PC1 e 28.8% PC2).

Em termos globais, verificou-se a predominancia d@w®dos gordos
polinsaturados na fase exponencial de crescimeniettaselmissp.. Ao longo do
eixo 1 (CP1), é possivel diferenciar o conteudoaerdos gordos para o mena
fase estacionaria (C18:1 n:7, C16:0, C18:0, C14@18:2 n6) e fase exponencial
(C18:3 n3, C20:4 n3 e C16:3 n4). CP1 distinguiaigente as fases de crescimento
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para 0 meid\B: fase estacionaria associada a niveis elevad@318e} n3 e fase
exponencial a C16:2 n4. eixo 2 (CP2), permitiuidggtir a resposta dé€etraselmis
sp. a0 meicSMS nas duas fases de crescimento analisadas. Nagts®onaria,
tendem a predominar acidos gordos como C20:5n 2G5 enquanto que na fase

exponencial surgem contetdos mais elevados de @38320:4 n3 e C16:3 n4.
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Figura 16 - Ordenacéo ACP dos meios de cultura e fase de grest em funcdo do perfil
de acidos gordos erifietraselmissp., representando os dois primeiros eixos 95.3% da
variacdo total (70,7% PC1 e 18,6% PQ@2)JeTNB se refere a NutriBloonT,S a Simplex e
TSMS a Sea Mineral SolutioExp e Est correspondem as fases de crescimento exponencial

e estacionaria, respetivamente.
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5. Discussao

5.1 Crescimento e produtividade

Os meios de referéncia para o cultivo de microalgaseio F/2 e o meio de
Conway, apresentam menor concentracdo de macremesi do que 0s meios
utilizados neste trabalho. No que respeita aosamidrientes, apresentam ambos
menor concentracao desses compostos do que os &Mi&sNB s/Co e NB. O meio
F/2 é menos enriquecido que o meio de Conway, eoamienos enriquecidos do
que os meios SMS, NB e NB s/Co. O meio S, quandopeagado com os de
referéncia, possui menor concentracdo de micremigs. Relativamente a
concentracdo de ferro disponivel, importante pareoweto desenvolvimento de
ambas as culturas - por interferir em processofdimms como a producao de
clorofila (Carvalhoet al. 2006) -, verificou-se ser inferior nos meios déréncia

comparativamente a SMS, NB s/Co e NB e ausenteaio &

O meio de cultivo F/2 é um dos mais comuns parautiivo de
Nannochloropsisp.. Apesar disso, o valor da densidade celuladaltesse meio,
que varia entre 1,34xi@Silva 2011) &,50x10 (Rochaet al. 2003; Huanget al.
2012), é inferior a qualquer uma das densidadeglasbtom os meios em estudo,
uma vez que em NB e NB s/Co se atingiu 15,7>culas.mr}, em S 9,00 x10
células.m* e em SMS 6,80 xTOcélulas.mL*. Banerjeeet al. (2011), quando
utilizou o meio Conway para o cultivo desta micgaabbteve também densidades

celulares inferiores (5xf@élulas.mLCY) as atingidas nos meios utilizados.

De entre os meios estudados, verificou-se que NBBes/Co permitem
densidades celulares semelhantes, ao passo queSBISe promovem valores
inferiores. Esse aspeto prende-se com a diferenga camposicdo dos
micronutrientes. Os resultados sugerem §aanochloropsisp. tem consideraveis
requisitos a nivel dos micronutrientes, apresemtandlhores resultados quando o
meio tem uma elevada disponibilidade dos mesmome® SMS, apesar de ter
maior concentracdo de micronutrientes que o me@p&senta menor crescimento,
sugerindo estar relacionada com a concentracaeraedxistente no meio SMS, que
€ superior a qualguer meio utilizado. Chebil & Yaala (1998) indicam que os

metais apresentam uma funcdo relevante no desémewito desta microalga, no
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entanto Irianiet al (2011) demonstraram que, a partir de 9,44 Malpresenca de
ferro inibia o crescimento d€hlorella sp., invés de o promover. Apesar de serem
microalgas distintas, o mesmo facto pode ter-séficao no crescimento de

Nannochloropsisp..

Apesar da importancia dos micronutrientes, os ta@do$ indicam que a
cultura se desenvolve melhor quando tem grandewuiisiidade de macronutrientes,
preferindo essa situacdo a um meio completo, slm@elas densidades superiores

atingidas em S quando comparadas com 0s meio$eiéneia.

Com um maior racio superficie-volume, caractemstitas suas pequenas
dimensdesNannochloropsisp. apresentou uma elevada taxa de crescimento, por
conseguir incorporar eficientemente os nutrieniesngio de cultivo (Silva 2011).
Patil et al. (2007) refere que esta microalga demora 2,2 alidsplicar, no entanto
esse valor é superior a qualguer um dos obtidds trebalho, que variaram entre 0os
0,86 dias em meio NB s/Co e os 2,12 dias em mei&,SMmonstrando que estes
meios parecem mais adequados ao crescimeniadeochloropsisp. que 0 meio

de referéncia considerado na bibliografia.

Tetraselmissp. € comummente cultivada em diferentes meiosfdeéncia,
sendo que, tal como eMannochloropsisp, os mais utilizados sdo os meios F/2 e
Conway. As densidades celulares obtidas com este®smforam 2,56x10
células.m* e 1,40x10 células.mL’, respetivamente (X. Huangt al. 2012;
Lourencoet al. 1997). S&o valores inferiores aos alcancado® resstido, uma vez
que, usando NB foram obtidas 4,20%1€élulas.mr}, utilizando S 3,48 x10

células.mL* e, por Gltimo, empregando SMS atingiram-se 5,8x&las.mL.

Apesar do meio NB ser o mais enriquecido a nivel meronutrientes, ndo
permitiu a obten¢do da maior densidade celulads@sta atingida no meio SMS.
Os resultados sugerem quUetraselmissp. necessita de uma concentracdo de
micronutrientes mais elevada que a apresentada @moS meios de referéncia, ndo
podendo esta ser tdo elevada como a presente woNBeiElevadas concentracdes

de micronutrientes aparentam ter um papel inibmocrescimento desta microalga.

Segundo Patiet al. (2007) Tetraselmissp. tem como tempo de duplicagao
3,3 dias. Esse valor ¢é inferior ao obtido em NBX3Jias) mas superior ao alcancado
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no crescimento nos meios S (2,56 dias) e SMS @#s), indicando que os ultimos
dois meios sdo mais adequados ao crescimentoetgsiaie.

O meio S (composto unicamente pelos macronutriemtestos e fosfatos)
apresentou valores de crescimento inferiores aoswidemeios utilizados — com
excecdo do meio SMS no caso Mannochloropsissp. -, mas superiores aos de
referéncia. Esse aspeto prende-se com a compod@gwoprio meio. Segundo
Carvalho et al. (2006), nenhum meio pode ser considerado adeqpad® o
crescimento de microalgas sem a presenca de midemtas diversificados. Os
micronutrientes, tal como o nome indica, sdo radaerem baixas concentragoes,
apesar de serem extrema importancia a nivel fgimdde do crescimento das
diferentes microalgas. Assim, os dados obtidos reageque as concentracfes
presentes na agua utilizada, em conjunto com aeotragdo de macronutrientes
escolhida, € mais vantajosa que a utilizacdo desnd¢ cultivo mais completos,
como é o caso de F/2 e Conway.

Embora o nivel de nutrientes fosse controlado elaglg ao longo do tempo,
as culturas de ambas as microalgas demonstraradénga a estabilizar o
crescimento. Este comportamento pode dever-se merda da densidade celular
dentro do baldo, podendo ter originado o efeitosdd-shading conhecido por
regular o aparecimento ddoomsalgais no meio ambiente, provocando a atenuacao
da intensidade da luz na coluna de agua e o aurdentacroalgas nesse espaco, até
se encontrarem em excesso e comecarem a impedmopagacdo da cultura
(Shigesada & Okubo 1981).

Nos dias de recolha de amostra foi reposto o volenaicionado meio,
tendo as culturas apresentado um ligeiro aumenttensidade celular. Na presenca
de nutrientes e mais espaco fisico terdo tendéngieeenché-lo (Andersen 2005),
justificando assim o seu ligeiro incremento. A adigde 4gua pode também ter
dissipado ligeiramente o efeito dmlf-shadingreferido anteriormente, podendo

também ter contribuido para o ténue aumento.
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5.2 Proteina bruta

Ordoget al. (2011) refere que os dados obtidos pelos difeseatitores na
avaliacdo do teor proteico das microalgas sdo epsaites, podendo tal dever-se as

diferentes condi¢des de cultivo utilizadas.

O teor proteico pardlannochloropsisp.pode variar entre 17 e 28% em meio
F/2 (Brown 2002; Guil-Guerrer@t al.. 2004). Os valores obtidos no presente
trabalho (25,64 a 34,22%) para esta microalga, eaiqger uma das fases de
crescimento, foram superiores aos referidos amteeonte. Apesar disso, os valores
do conteudo proteico deannochloropsisp. cultivada em meio NB estdo de acordo
com o folheto de informacdo do produto comercidizpela Necton S.A. — 30 a
35%.

Para Tetraselmissp., os valores descritos na bibliografia tambérn sa
discrepantes, variando entre 11 e 50% (Bondiblal.. 2012) em meio F/2 e 35 a
65% em meio Conway (Tzoverg$ al..,2009). Nos meios em estudo, os valores de
proteina emTetraselmissp. mantiveram-se dentro do intervalo reportadamel
autores, sendo o valor minimo de 25,64% - meio SNMSe estacionaria — e 0

méximo 34,22% - meio NB, fase exponencial -.

Dado que todos os meios utilizados pi@nnochloropsis s Tetraselmis
sp. continham a mesma concentragdo de macronutrienteabendo-se que a
concentracdo de nitratos disponiveis no meio infliee a producdo de proteinas,
uma vez que este é o seu componente estruturge(®tral.. 2002), pressupde-se
que a diferenca de teor proteico encontrada engmsmse deve as diferentes

concentracdes de micronutrientes.

Segundo Osman & El-naggar (2004), a concentragiamgtronutriente
cobalto deve ser suficiente para promover o desenvento correto das microalgas,
mas néo tao elevada que o possa inibir. Em todeseiss em estudo, verificou-se
que, tanto enNannochloropsisp. como enTetraselmissp., na fase exponencial, a
auséncia de cobalto traduziu-se numa maior produdEoproteinas. Na fase

estacionaria a presenca de cobalto se torna banéfic
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Mei et al (2007) indica que o mecanismo que leva o cobaitorear-se tdxico
ainda ndo se encontra completamente descrito edddte no entanto, sugere que
esteja relacionado comuptakede macro e micronutrientes. Os resultados obtidos
sugerem também haver uma relacéo entre a preses@&adea de cobalto no meio e o
teor de proteina encontrado na microalga. Quandoio®nutrientes se encontram
mais disponiveis, como é o caso dos meios NB e/RB,sa auséncia de Co parece
promover uma melhor assimilacdo de N, levandojrgsgium maior teor proteico
em NB s/Co que em NB. Quando os micronutrienteseseontram menos
disponiveis, como € o caso de S e SMS, a ausémmipleta de Co, como ocorre em
S, parece promover uma melhor utilizagcdo de N qué&hklS, onde existe uma baixa
concentracdo deste micronutriente. Os meios NB es/IB apresentam teores mais
elevados de proteina que S e SMS por terem mapouibilidade de Mo, que lhes

permite uma melhor utilizacao de N.

Em Tetraselmissp., verificou-se que, em meios com menor concgdbrae
Co houve melhor assimilacdo de N, aumentando, assieor de proteina verificado

na microalga.

Os resultados obtidos encontram-se em linha coregistados por Ordoet
al. (2011), pois, sendo as proteinas componentes s&es a divisdo celular, é
admissivel registar maior conteudo proteico na &geonencial do que na fase

estacionaria, tendéncia essa verificada em amhagazalgas.

Brown et al. (1998) demonstrou que os valores de aminoacigssneiais
entre larvas de ostras e microalgas sdo muito bamels e que a composicao em
aminoacidos das proteinas presentes em microalgdat&@amente semelhante entre
espécies, independentemente da sua taxa de craszifBeown 2002). Deste modo,
as proteinas costumam ser desvalorizadas em redag@tros compostos celulares
das microalgas (Lopeat al..2010), sugerindo que o valor proteico das miciamky

pouco relevante ou pouco aproveitado pelos aniemiaquacultura.

5.3 Hidratos de carbono

Os valores apresentados para os hidratos de canmmmam grandemente

entre os meios de referéncia.
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ParaNannochloropsisp., utilizando F/2, os valores podem oscilar eiitee
34% de peso seco (Brown 2002; Hu & Gao 2003), tewdresultados obtidos com
0s meios de cultivo utilizados no presente estudo superiores ao valor minimo

descrito, enquadrando-se entre 12 e 34%.

Em Tetraselmissp., os resultados obtidos em meios de referémcibcam a
mesma tendéncia, podendo variar entre os 10 e % &3 biomassa seca da
microalga, em meio F/2 (Souza & Kelly 2000; Browd02), entre 26 e 45% em

meio Conway (Tzovenist al..,2009) e entre 17 e 24%, nos meios em estudo.

Em Nannochloropsissp., 0 meio NB apresentou resultados superiores aos
demais meios utilizados, tendo os meios NB s/Coaprsentado os mais baixos.
Verifica-se, assim, que 0s meios com menor conaedir de Co tém teores de
hidratos de carbono inferiores aos que apresentamentracbes mais elevadas,
sugerindo que Co pode induzir toxicidade a célgle tentard compensa-la com o
aumento da producédo de hidratos de carbono (Osmain2004). O meio NB s/Co
apresenta resultados ligeiramente superiores rrdigando que o Co pode néo ser o

anico micronutriente responsavel pela inducéo geittade.

Markouet al..(2012) refere que a deficiéncia de ferro nos meé@eeferéncia
pode justificar os baixos resultados obtidos negigsndo comparados com 0s meios
utilizados no presente estudo. Concentracfes dadwasiaixas de ferro originam
uma inibicdo da fotossintese, do que resulta uméndicdo da absorcéo de N. Dado
qgue os hidratos de carbono sao diretamente ob#idoartir da fotossintese, a sua

diminuig&o resultara também num decréscimo dodeste composto.

A elevada concentracdo de determinados microntggercomo o cobre,
pode, também, justificar o incremento da produg@chidratos de carbono, como
reacdo compensatoria a toxicidade induzida pelaln{dtarkou et al.. 2012). A
deficiéncia de outros nutrientes, como o0 potassita também relacionada com o

aumento da producao de hidratos de carbono em aigas

ParaTetraselmisp. verificaram-se melhores resultados em meiotdiigjo o
meio SMS apresentado resultados intermédios erdre N. Apesar de SMS possuir

valores mais elevados de Fe que os outros meigsupooncentracdes de Cu e Co
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mais baixas que NB, podendo a menor presenca destesutrientes justificar o
facto de ndo se atingir percentagens de hidrateardb®no tdo elevadas.

A medida que a cultura comeca a abrandar o crestimas células terdo
tendéncia a diminuir a producdo de proteina e analar reservas sob a forma de
hidratos de carbono (Ordéet al. 2011) justificando, assim, o aumento na fase
estacionéria dBlannochloropsisp. e Tetraselmisp.

5.4 Lipidos totais

Com a utilizacdo do meio de cultivo F/2, os valodes lipidos totais podem
variar entre 7 e 40% (Hu & Gao 2003; Bondigtial.. 2012), emNannochloropsis
sp. e entre 7% e 30%, emetraselmissp. (Tzoveniset al.. 2009; Bondioliet al..
2012). Quando cultivada em meio de ConwBgtraselmissp. apresenta entre 7 a

9% de lipidos totais.

Os resultados alcangados nos meios em estudblamochloropsisp. e em
Tetraselmis sp. encontram-se alinhados com os valores de referériera
Nannochloropsisp. variam entre os 9 e 25% e, paesraselmisp., variam entre 12
e 26%.

Os resultados obtidos paNannochloropsissp. sugerem a existéncia de uma
relacdo direta entre a concentracdo de Co e moiibd@l10), enquanto que em

Tetraselmisp.apenas Mo aparenta condicionar a percentagemidedifotais.

Assim, em Nannochloropsis sp., parece existir uma relacdo entre as
concentracdes de Co e Mo; o meio SMS, com baix@erdragcdo de ambos os
nutrientes, apresentou a maior acumulacao lipidecantre os meios considerados.
Nos meios NB e NB s/Co, apesar de terem a mesnwectacao de Mo, verifica-se
que NB s/Co acumula mais lipidos do que NB, suderiue a auséncia de cobalto
parece estimular a acumulacéo de lipidos. No casB, djue ndo apresenta nenhum
dos micronutrientes referidos, a acumulacdo deldgié a mais alta de entre os

quatro meios considerados.

Apesar de contraditorio, existem diferentes egjrate bem documentadas, pra a

acumulacédo de lipidos, sendo uma delas a carémrcil §Sharmaet al, 2012).
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Assim, e uma vez que ha auséncia de Mo, a fixagdd gor parte das microalgas
serd baixa, simulando baixa concentracdo de N no me@umentando o teor de
lipidos. Os resultados sugerem gbannochloropsissp. se encontra em stress
quando existem baixas concentracdes de Co e Maguando o Co € suprimido,
preferindo crescer num meio com elevadas concé@sacde ambos o0s

micronutrientes.

Embora, segundo Sharmeaal. (2012), um meio que proporcione a acumulacao
de lipidos ndo possa ser considerado Otimo pareescimento das culturas, esta
carateristica é valorizada em aquacultura poresiizir na producédo de um alimento

com maior valor nutricional na dieta dos diferersgrBnais.

Em Tetraselmissp., 0 meio NB apresentou maior teor lipidico geeotros
meios, provavelmente devido a maior concentracablaleO meio S apresentou o
menor contetdo de lipidos dos trés meios testgomEendo dever-se a auséncia do

micronutriente supracitado.

5.5 Perfil de acidos gordos

A caréncia de N tem sido a maneira mais utilizeata pumentar a producéao
de acidos gordos em microalgas, por permitir atialgivadas percentagens lipidicas
e cortes no custo de producgédo. Apesar disso, qupndadas deste nutriente, as
microalgas demoram mais tempo a crescer, atingledsidades celulares inferiores
as normais, afetando assim a produtividade (Shatnah. 2012). Verificou-se, tal
como Molinaet al. (1991) refere, que existe uma relacdo inversa entrescimento
e a acumulacgéo de acidos gordos saturados.

Inge & Rainuzzo (1997) relataram a existénciaudea relacdo entre o
aumento de &cido palmitico (C16:0) e a diminuicéotebr dew-3 PUFA com a
caréncia de N. Este fendmeno verificou-se na fatecienaria dé&Nannochloropsis

sp. em NBs/Co e nessa mesma fase do crescimen@trdselmisp. em SMS.

A relacdo anterior traduziu-se também na diminug@gercentagem total de
PUFA’s de uma fase de crescimento para a outraN@mmochloropsissp., essa
diminuicdo pode dever-se a auséncia de cobaltoigfigenciando a acumulacao de

lipidos, podera também alterar a acumulacdo de, iBiacipalmente quando a
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cultura ja se encontra mais densa e envelhecida.TR&raselmissp., a diminuicao
podera estar relacionada com um micronutriente @ncentracdes inibidoras, uma
vez que se atingiu maior percentagem de PUFA’smem sem qualquer adicdo de

micronutrientes.

Em ambas as microalgas e em todos os meios utbzadrificou-se um
aumento de C16:0 da fase exponencial para a fasei@sria. Este acido gordo
saturado tem como principal funcdo a acumulacderdEgia, sendo que o0 seu
aumento indica que as culturas estavam a pararesciorento e a comecar a

acumular reservas energeéticas (Stataal. 2002).

A presenca do acido esteérico (C18:0) em quantdatkvadas pode ser
benéfica quando utilizado em aquacultura. Byamata amboinensi€aladoet al.
(2009) relacionou a diminuicdo da mortalidade nseféarvar com uma maior
percentagem deste acido gordo saturado nas laseaslo por isso, considerado

fundamental para o correto desenvolvimento da éspéc

A bibliografia refere que, pardlannochloropsissp., os valores de acido
eicosaoentaenoico (EPA) rondara os 15% (Z. Wen &lken 2003). Os valores
obtidos neste trabalho foram inferiores aos espeistano entanto é conhecido que
existe uma relacdo entre uma elevada intensidadedsa e o aumento dos acidos
gordos (Fidalgeet al. 1998), podendo este facto indicar que a intedsidaminosa

usada néo foi a suficiente para provocar estedisiress

As microalgas em estudo apresentaram pequenasnpegens de acido
araquidonico (C20:4 n6), na fase exponencialNannochloropsisp. e em ambas
as fases enTetraselmissp.. Apesar de serem valores baixos, este acidio gér
conhecido por ser essencial para diversos animarios e, até mesmo, para o

crescimento e metamorfose de diversas larvas (Guedéalcata 2012).

Sanchezt al. (2000) consideram que o valor nutricional de umeroalga
esta dependente do seu racio n3/n6, devendo estater-se entre o valor 2 e 5.
Nenhum dos meios utilizados permitiu atingir est@or em nenhuma das
microalgas consideradas. Apesar disso, 0s meilimadiys permitiram a obtencéo de
elevados teores lipidicos, havendo presenca deriamtes acidos gordos - C18:0,
EPA e AA —que sustentam a qualidade nutricionalrdems utilizados.
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6. Conclusdes e perspetivas futuras

Para a microalgdlannochloropsisp., a producdo de biomassa em termos
de peso seco entre NB e NB s/Co néo revelou difaseestaticamente significativas.
Apesar disso, NB apresentou maior percentagemditatbs de carbono e PUFA's.
Relativamente a selecéo futura de um meio pardtiv@uaesta microalga, a escolha
deve ter em conta o perfil bioquimico pretendidnawez que sdo semelhantes em
termos de produtividade e de custos. De salientamg meio NB s/Co eliminou-se
por completo Co, reduzindo-se a toxicidade do mdioutilizacdo deste meio

representa também uma reducéo de custos anuaisiems de cultivo de 0,18%.

ParaTetraselmisp., 0 meio de cultivo SMS registou os melhoresltados
a nivel da densidade celular, tempo de duplicacpmeutividade, permitindo em
simultaneo a reducdo da concentracdo do Co rata¢inte ao meio anteriormente
referido. Na fase exponencial, 0 meio de cultivoSSapresentou maior percentagem
de lipidos e PUFA’s. Na fase estacionaria, NB ewit® maior percentagem de
proteinas, hidratos de carbono e lipidos. O meiocdiévo S revelou maior
percentagem de PUFA’s. Paratraselmissp., embora a escolha do meio de cultivo
deve também ter em conta o perfil bioquimico prditén os dados obtidos apontam
para que SMS seja a melhor opcéo, quer biolégiasgr ggeconomicamente,

permitindo uma reducédo anual de 9,24%, no queaatestos com meios de cultivo.

As discrepancias das concentracdes de microngsends diferentes meios
utilizados explicam as variacdes obtidas nos pbrfiguimicos das duas microalgas,

especialmente as variacdes de ferro, cobre, cobaitolibdénio.

O desenvolvimento e otimizacdo de meios de cultpara estes
microorganismos ainda sdo uma area promissora eajaee de investigacdo, uma
vez que, apesar dos esforgos, os custos da produt@Ega escala de microalgas

ainda continua a ter custos elevados e, nem sempredutividade desejada.

Futuramente, sugere-se que sejam efetuados novbdsdogs no
desenvolvimento de meios, nomeadamente em rela;c@oreentracdes Otimas de

micronutrientes pardetraselmissp., tendo em vista uma maior produtividade e
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perfil bioquimico superior, ndo descurando o fadt dados obtidos em meio
laboratorial poderem diferir dos alcancados nawukm larga escala.
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Protocolo 1: Determinacgao de Nitratos

A quantificacdo de nitratos nas culturas foi deteasla de acordo com
Narayana & Sunil (2009), adaptado nas instalac@eNatton. Centrifugou-se 8ml de
cultura a v=3100 rpm, durante quinze minutos. Desps-se o pellet e pipetou-se 1ml
de sobrenadante para um tubo de ensaio limpo. & teb® acrescentou-se 8,8ml de
uma solucdo de NaCl a 35¢/L e 0,2mL de HCI (1M)d&amostra foi medida em
duplicado. O branco consistia em 9,8ml da solugdNalCl e 0,2mL de HCI.

As absorvancias foram medidas no espectrofotonsttimadzu, UV-mini 1240,
em células de quartzo de 4mLAB= 220nm eé\.2=275nm. A absorvancia a utilizar na
equacéao da curva de calibracdo (equacao (anexo) @)tida de acordo com a equacéao
(anexo) 1. A curva de calibracdo foi obtida atrawis absorvancia de solucbes
diferentes de concentracdo (em mM) crescente eecadd de nitrato de soédio
(NaNO;), sendo obtido unf+0,9981. Foi feita a média dos valores obtidosleutado

o valor de meio a adicionar na cultura, de modeagustar a concentracao a pretendida.
AbS220nm- 2.AbS2750m=Yy

Equacéo (anexo) 1- Equacéo de determinacédo da absorvancig, delativa ao método em

uso
y=0,2487x-0,0195

Equacgéo (anexo) 2- Equacgdo obtida através da curva de calibracédo, prdigpende do
resultado obtido na equacao anterigrdetermina a concentracdo de nitratos no meio

Protocolo 2: Curva de Calibracédo de Bovine Serum Alumin

A determinacao de proteina dependeu da realizaz@ma curva de calibracéo.
Foi utilizado bovine serum albumin (BSA) a 96% dgn&a, ressuspenso em hidréxido
de sodio (NaOH) a 0,2N, como padrao, uma vez doeg@entemente utilizado para o

efeito.
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De cada concentracdao foram retirados 100ul, aos qeaadicionou 1ml da
solucdo | do método de Lowry. A solugcdo incubou, esturo, durante 10min a
temperatura ambiente, apds os quais se adicion@ul td reagente H do método de
Lowry. A amostra ficou a incubar, protegida da ldarante 30min, depois dos quais foi

lida a absorvancia»xe750nm.

Tabela (anexo) | -Composicéo das solugdes utilizadas no método deyl.ow

Solucéo Composicéo
A Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%
B Tris-HCI 0,5M (pH=6,8)
C Carbonato de Sodio 2% [Dissolvido na solucéo F]
D Sulfato de Cobre 1l 0,5% [Dissolvido na solugéo E]
E Citrato de Sadio 1%
F Hidroxido de Sédio 0,1N
G Hidroxido de Sadio 0,2N
H Reagente Folin-Ciocalteau 1:2 Agua MiliQ
I Solugéo C: Solugdo D 50:1
J Tampao de extragéo: 62,5mM Tris-HCI + 1% glicer@% SDS

A curva de calibracéo foi obtida através da abswizéde solucdes diferentes de
concentracdo (em mg) crescente e conhecida de BSA, sendo obtido %9828

(equacao (anexo) 3).
y = 0,4169x + 0,0977

Equacdo (anexo) 3 Recta de calibracdo de BSA para a determinagdieipa, ondey € a
absorvancia das amostras éetermina a concentracao de protejiens mg.I;l.
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Protocolo 3: Curva de Calibracao de Glucose

A determinacdo dos hidratos de carbono dependeratizacdo de uma curva
de calibragcéo. Primeiramente, foi preparada umacéolstock de glucose anidra, JIMVP
1000mg.*, em NaOH a 1M,. Prepararam-se solucdes-padraomie & partir da
solucéo stock, com as concentragbes de 10, 2G04®0, 100 e 200mg}, tendo sido

tomado como branco a solucédo de NaOH a 1M.

Aos 2mL da solucdo padréo foi acrescentado 1ml addoafénico a 5%
(Scharlau) e imediatamente adicionado, cuidadostmedcido sulfarico a 96%
(Scharlau). As amostras foram homogeneizadas ettexv@ deixadas em repouso
durante 10min a temperatura ambiente. As amostrasnf colocadas a incubar a
T=30°C, 15°C. Sem agitar, foi lida a absorvandia485nm.

A curva de calibracao foi obtida através da abswi@éde solucdes diferentes de
concentracdo (em mgl). crescente e conhecida de glucose anidra, seniftoalm

r’=0,9973 (equac&o (anexo) 4).
y=0,0053x+0,0622

Equacao (anexo) 4 Equacao obtida através da curva de calibracéo, yade absorvancia das

amostras & determina a concentracao de hidratos de cart&momg.ILl.
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Acidos Gordos

Tabela (anexo) Il -Lista dos acidos gordos identificados nas micrsatga estudo. A esquerda
encontra-se 0 home sistematico e a direita o nGdearbonos e ligagdes duplas, empregando

a representacdo usada ao longo do trabalho.

Nome Sistematico

Numero carbonos e ligacdes duplas

Acido miristico C14:0
Acido palmitico C16:0
Acido palmitoleico C16:1n7
Acido hexadecatrienoicp C16:3n4
Acido hexadecadieno6ic C16:2n4
Acido estearico C18:0
Acido vacénico C18:1n7
Acido oleico C18:1n9
Acido linoleico C18:2n6
Acido estearidonico C18:4n3
Acido eicosenoico C20:1n9
Acido araquidonico C20:4n6
Acido eicosatetraenoica C20:4n3
Acido eicosaoentaenoido C20:5n3
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