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RESUMO

As microalgas e as cianobactérias representam um grupo de organismos fotossintéticos
que sdo ricos em pigmentos, tais como a clorofila, carotenoides e ficobiliproteinas. Estes
pigmentos, como por exemplo a fucoxantina, tém um elevado interesse no mercado da
cosmética, nutracéutica e farmacéutica. A fucoxantina é um carotenoide (xantofila) que
conttm uma elevada procura devido as suas propriedades anti-inflamatérias,
antioxidantes, antiobesidade e antidiabética. A fucoxantina pode ser encontrada no meio
natural em macro- e microalgas, mas a sua producgdo sintética ndo é viavel por razdes
econodmicas. Devido a importancia destes pigmentos, torna-se importante monitorizar a
variacdo do conteudo destes pigmentos na biomassa num contexto de producdo industrial
para melhorar a sua produtividade. A Necton S.A. é uma empresa produtora de
microalgas inclusive de espécies que contém um alto contetdo de fucoxantina, como a
Tisochrysis lutea (haptofita) e a Phaeodactylum tricornutum (diatoméacea), que
caracteriza as células com uma tonalidade acastanhada. Este relatério tem dois objetivos
principais, primeiro testar um método de quantificacdo espetrofotométrica de
fucoxantina, que sera validado com uma quantificacdo standard por cromatografia liquida
(HPLC), de forma a obter um método mais rapido de quantificacdo. Apos a selecdo do
melhor método, o segundo objetivo foca-se ha monitorizacdo do contetido de fucoxantina
das microalgas ao longo da producdo em fotobioreatores tubulares elucidara o efeito dos
diferentes fatores abi6ticos como a luz e a temperatura na producéo deste pigmento. Estes
objetivos ajudaréo a otimizar a produtividade de fucoxantina e a maximizar a valorizagao

da biomassa final.

Palavras-chave: Microalgas, Pigmentos, Fucoxantina, Espectrofotometria.



ABSTRACT

Microalgae and cyanobacteria represent a group of photosynthetic organisms that are rich
in pigments, such as chlorophyll, carotenoids and phycobiliproteins. These pigments,
such as fucoxanthin, are of great interest in the cosmetics, nutraceutical and
pharmaceutical markets. Fucoxanthin is a carotenoid (xanthophyll) that is in high demand
due to its anti-inflammatory, antioxidant, anti-obesity and anti-diabetic properties.
Fucoxanthin can be found naturally in macro and microalgae, but its synthetic production
is not viable for economic reasons. Due to the importance of these pigments, it is
important to monitor the variation of these pigments content in the algal biomass in an
industrial production context to improve its productivity. Necton S.A. is a company that
produces microalgae, including species that contain a high content of fucoxanthin, such
as Tisochrysis lutea (haptophyte) and Phaeodactylum tricornutum (diatom), which
provides a brownish tone to the cells. This report has two main objectives, the first is to
test a fucoxanthin spectrophotometric quantification method, which will be validated
using liquid chromatography (HPLC) quantification results, in order to obtain a faster
quantification method. After selecting the best method, the second objective focuses on
the monitorization of the fucoxanthin content of microalgae throughout production in
tubular photobioreactors will elucidate the effect of different abiotic factors, such as light
and temperature on the production of this pigment. These objectives will help to improve

fucoxanthin productivity and maximize the valorization of the final biomass.

Keywords: Microalgae, Pigments, Fucoxanthin, Spectrophotometry.
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. INTRODUCAO

1. MICROALGAS E O SEU POTENCIAL

Os oceanos constituem cerca de 70% do planeta Terra e albergam mais do que 1 milhdo
de espécies macroscopicas (e.g., corais, algas, peixes) e cerca de 1 bilido de diferentes
espécies de microrganismos (e.g., virus, bactérias, microalgas, fungos) (Daniotti & Re,
2021). Pelo facto de cada regido oceanica diferir em varios fatores, como por exemplo na
temperatura, salinidade, luz solar, as espécies, conforme o meio em que vivem, vao
desenvolver caracteristicas que as tornam Unicas, 0 que faz com que existam inimeras
espécies diferentes nos oceanos (Daniotti & Re, 2021; Rasmussen & Morrissey, 2007).
Esta enorme variedade, causa um interesse na comunidade cientifica, que procura nestas
mesmas espécies, uma diversidade de compostos naturais incentivando a pesquisa de
novas substancias bioativas extraidas destes organismos para fins industriais (Daniotti &
Re, 2021).  Na Figura 1 esta representada a distribuicdo dos organismos marinhos
utilizados em aplicacdes farmacéuticas e alimenticias da biotecnologia marinha (Daniotti
& Re, 2021).

Algas 13%

Vertebrados 4% |

Organismos
marinhos (ndo
especifico) 13%

Bacterias 18%

Microrganismos '
(ndo especifico) Outros protistas
0,

9% 2%

Fungos 8%

Figura 1 - Distribuicdo de organismos marinhos usados em aplicacBes farmacéuticas e alimenticias (Daniotti e Re
2021).



As microalgas sdao microrganismos fotossintéticos que estdo presentes em ambientes
aquaticos e terrestres (Rizwan et al., 2018). Compreendem filos muito diversificados tais
como as Clorofitas (e.g., Tetraselmis chui), Rodofitas (e.g., Porphyridium cruentum),
Bacilariofitas (e.g., Phaeodactylum tricornutum) e Haptofitas (e.g., Tisochrysis lutea)
entre outros (Pulz & Gross, 2004)(figura 2).

Figura 2 — Fotografias tiradas no microscépio das espécies P. tricornutum (1), T. chuii (2), Scenedesmus obliquus (3)
e Koliella antarctica (4).

As microalgas sdo micro-organismos que utilizam a energia da luz para sintetizar varios
compostos de carbono (autotréficos), como pigmentos, proteinas ou acidos gordos, apesar
de também poderem crescer em modo heterotréfico ou mixotréfico (Grobbelaar, 2004;
Kay & Barton, 1991; Rasmussen & Morrissey, 2007; Tang et al., 2020; Yap & Chen,
2001). Vérios destes compostos, tais como a fucoxantina e o &cido eicosapentaendico
(EPA), tém propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, entre outras (Vieira et al.,



2020). Outro exemplo é a ficocianina que tem vindo a ser estudada devido as suas
atividades antioxidante e anti-inflamatéria além de potencializar o sistema imunolégico
(Morocho-Jacome et al., 2020). Estes microrganismos tém bastante interesse econémico
devido as suas propriedades anteriormente referidas e por terem interesse no campo da
sustentabilidade, o que é extremamente relevante nos dias que decorrem. As microalgas
sdo uma boa fonte de proteina pois contém quantidades similares a quantidade de proteina
que o leite, carne e os ovos tém. No caso da populacdo vegetariana, 0 consumo de
microalgas na sua alimentacdo é algo vantajoso visto que, por exemplo, a Spirulina.
contem cerca de 60-70% de proteina por matéria seca, enquanto o frango, por exemplo,
contém cerca de 19-24% de proteina por matéria seca. A producdo de proteina animal
consome cerca de 100 vezes mais agua do que a mesma quantidade de proteina na
producdo de origem vegetal. Além disso, as microalgas marinhas podem ser cultivadas
quase sem a necessidade de utilizacdo de agua doce (Koyande et al., 2019). Tanto as
matérias-primas necessaria para obter os pigmentos como o seu custo de producdo, ficam
mais econdmicos utilizando fontes sintéticas do que fontes naturais. No entanto, existe
uma enorme procura por pigmentos produzidos naturalmente, devido & sua maior
seguranga e sustentabilidade em relacdo aos produtos de origem sintética. Um exemplo é
0 da industria alimentar na procura de corantes naturais (Koyande et al., 2019). O cultivo
de microalgas ndo tem impacto negativo significativo na segurancga alimentar ou nas
cadeias alimentares, visto que o processo de cultivo ndo interfere no uso de terras araveis
ou férteis que sdo utilizadas na agricultura convencional. Adicionalmente, as microalgas
sdo capazes de sobreviver em aguas residuais, agua salgada, e toleram uma ampla faixa
de pH e temperaturas extremas (Tang et al., 2020). As microalgas, além disso, apresentam
baixas exigéncias nutricionais e espaciais de cultivo. O cultivo de microalgas exige
poucos nutrientes/requisitos, tais como a luz, fontes de carbono, azoto, fésforo e potassio,
sem a necessidade de utilizar pesticidas ou herbicidas. Devido ao facto de as microalgas
utilizarem dioxido de carbono como fonte de nutrientes, elas ajudam a reduzir o efeito de
estufa e 0 aquecimento global (Tang et al., 2020). Os biocombustiveis sdo um bom
exemplo do papel relevante que as microalgas tém em termos do reduzido impacto no
meio ambiente (Rizwan et al., 2018). Sdo também utilizadas em outros setores, tais como
na nutricdo humana e infantil — e.g., na formulacdo de leite —, como suplementos
dietéticos (Rasmussen & Morrissey, 2007) —, nas racfes para animais — aquacultura — e
na producdo de cosméticos, pigmentos, drogas antimicrobianas, antivirais,

antibacterianas, anticancerigenas (Rizwan et al., 2018).



Como mostra a figura 3, as microalgas contém uma enorme variedade de espécies que
possuem diversos metabolitos e atividades bioldgicas. A diatomacea P. tricornutum, por
exemplo, possui fucoxantina e EPA que tém o poder de melhorar a resisténcia a insulina,
capacidade anti-inflamatoria, entre outros (Vieira et al., 2020)

CLASSE ESPECIE METABOLITOS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Melhorar a resisténcia a
insulina, anti-tumoral, anti-
inflamatério, protecdo ocular
e cardiovascular

EPA

‘ Fucoxantina

: ) Ficoeritrina Antiviral (herpes),
/ ‘ PUFAs imunomodulator

f 8
|
I —_—— ¥ | A prote;
‘ ﬁ caroteno ocular, anti-tumoral
—_— ‘ b
Antioxidante,
| . | antihipertensivo, anti-
| i Astaxantina | inflamatério, anti-tumoral,
[ fotoprotetor.
S —
‘ 2
Antioxidante, Redutor de
e Peptideos | lipidos no snague, anti-
’ tumoral, imunoestimulante.
— ‘ )
Anti-tumoral, antioxidantes,
i P— C-ficocianina | anti-bacterial, anti-
’ inflamatério, hepatoprotetor

Figura 3 - Esquema com as principais classes de microalgas e espécies, e 0s seus respetivos metabolitos e atividades
bioldgicas associadas. Este esquema foi baseado em Vieira et al. 2020.

O papel das microalgas na indudstria alimentar é de interesse global, pois os compostos
bioativos em que nelas se encontram séo de extremo interesse. O consumo de biomassa
de microalgas como alimento ja é uma pratica tradicional dos povos antigos dos paises
asiaticos e da Ameérica do Norte (Jacob-Lopes et al., 2019) . A sua biomassa possui uma
melhor qualidade de proteinas quando comparadas com os cereais e vegetais, no entanto
é inferior aos niveis de proteina animal, tais como o leite e a carne (Rizwan et al., 2018).



A Spirulina sp. € uma microalga que € cultivada com o objetivo principal de servir para
alimento do ser humano visto que melhora o sistema imunoldgico, aumenta as bactérias
do &cido lactico no trato gastrointestinal, é utilizada para o tratamento de vérias outras
doencas, tais como anemia, artrite, diabetes, cancro e doencas cardiovasculares. Assim
como a Spirulina sp., a Chlorella sp. também ¢é utilizada como fonte alimentar pois € rica
em proteinas, carotenoides e varios tipos de vitaminas (Rizwan et al., 2018).

Com o constante aumento da populagéo e a procura de pescado, por sua vez, cada vez
maior, a aquacultura parece ser uma boa opcao para fazer face a este crescimento. As
microalgas tém um papel importante na aquacultura, uma vez que podem servir para a
constituicdo das racGes dos animais pois possuem 0s nutrientes essenciais para o
crescimento e sobrevivéncia de larvas e animais adultos (Rizwan et al., 2018). A
Chlorella sp., Tetraselmis sp., Isochrysis sp., Pavlova sp., Phaeodactylum sp.,
Chaetoceros sp., Nannochloropsis sp., Skeletonema sp. e Thalassiosira sp. sdo algumas
das espécies de microalgas mais utilizadas para a alimentacdo de animais aquéaticos
(Rizwan et al., 2018). Para além de racdes, as microalgas também sdo usadas para a
coloracdo de salmonideos cultivados, para a melhoria da qualidade do meio de cultura e
para melhorar o sistema imunoldgico dos peixes (Chuntapa et al., 2003; Muller-feuga,
2000; Pulz & Gross, 2004).

Um dos setores que mais beneficiam economicamente com as propriedades das
microalgas é o setor da cosmética e farmacéutica. Tendencialmente, a nivel mundial, a
procura por produtos de fontes naturais, produtos ambientalmente sustentaveis, e
produtos com o minimo possivel de compostos quimicos na sua composicao, tém cada
vez mais adeptos (Wang et al., 2015). Atualmente, cerca de um terco dos produtos
farmacéuticos mais vendidos séo de origem natural (Watkins et al., 2015). A pele atua
como a principal barreira protetora contra as agressoes do exterior (perda de substancias
enddgenas, fatores exdgenos como a radiacdo UV, patogenos, poluicdo, entre outros). Os
fatores exdgenos geralmente estdio associados a danos no ADN (Acido



desoxirribonucleico), stress oxidativo, fotoenvelhecimento e carcinogénese (Ariede et al.,
2017; Vinardell & Mitjans, 2015). De forma a combater esses mesmo fatores e as suas
consequéncias na saude humana e da propria pele, as microalgas parecem ter um papel
vantajoso, pois 0s seus compostos bioativos podem ajudar no tratamento de alguns
problemas dermatoldgicos, como a hiperpigmentacdo, fotoenvelhecimento, desidratacao,
foto-oxidacdo e também na protecdo contra o cancro da pele (Hu et al., 2019; Wang et
al., 2015).

2. PIGMENTOS

Os pigmentos séo utilizados para uma vasta variedade de produtos incluindo produtos
alimentares (corantes/aditivos), na aquacultura e em produtos farmacéuticos e
nutracéuticos. Alguns dos recursos naturais de pigmentos sdo flores, frutos, vegetais,
insetos e microrganismos fotossintéticos como as microalgas e cianobactérias (Koyande
et al., 2019). Como foi referido, os pigmentos derivados das microalgas sdo um grupo de
compostos que desempenham um papel importante durante o metabolismo fotossintético,
sendo também responsaveis pela pigmentacdo da biomassa das microalgas (Morocho-
Jacome et al., 2020; Wu et al., 2021). Tém como func¢do captacdo de luz, transferéncia de
energia, reacdo redox fotoquimica, bem como fotoprotecdo (Hardo Panintingjati
Brotosudarmo et al., 2018). S&o substancias quimicas divididas em trés grupos:
carotenoides, clorofilas e ficobiliproteinas, e € com esses pigmentos que as microalgas
captam energia luminosa para ser transformada em energia quimica — fotossintese
(Morocho-Jacome et al., 2020). Os pigmentos tém varias propriedades, que serdo
abordadas nos préximos tdpicos. Os fatores abioticos (luz, temperatura, salinidade, pH,
etc.) ttm um grande peso no que toca ao contetdo de pigmentos nas microalgas. A luz e
a temperatura sdo os fatores mais importantes que afetam o seu contetdo. Quando a
densidade celular é elevada, a absor¢éo de luz é dificultada devido ao sombreamento que
as proprias células fazem umas as outras (Begum et al., 2016). A intensidade da luz
desempenha um papel vital no controlo do acumulo de S-caroteno nas células das algas
e, posteriormente, no aumento da populacéo de carotenoides de D. salina. A temperatura
é, como ja referido, um fator abiotico importante nas microalgas, que afeta 0s processos
metabdlicos e a composicdo bioquimica das células. A temperatura ideal para o

crescimento das microalgas e a sua tolerancia & mesma vai variar de espécie para espécie,



no entanto, mudanca brusca da temperatura, ira fazer com que as microalgas entrem em
stress (Begum et al., 2016). Outro fator abi6tico ndo menos importante sdo 0s niveis de
salinidade (Begum et al., 2016).

As ficobiliproteinas sdo uma familia de proteinas caracteristicas em cianobactérias, algas
vermelhas, criptomonas e cianelas (Pagels et al., 2019). Sdo formadas por ficobilinas
ligadas a proteinas sollveis em agua e sdo divididas em quatro tipos principais:
ficoeritrina, ficocianina, ficoeritrocianina e aloficocianina (Morocho-Jacome et al., 2020;
Pagels et al., 2019).

As clorofilas sdo compostos bioativos valiosos divididos em cinco tipos diferentes de
clorofilas: a, b, ¢, d, e e f (Wu et al., 2021). As clorofilas podem ser extraidas da biomassa
das microalgas e usadas na inddstria alimentar, farmacéutica e cosmética, devido a sua
alta pigmentacdo verde e propriedades antioxidantes e antimutagénicas (Halim et al.,
2010; Morocho-Jacome et al., 2020). A clorofila a é o pigmento fotossintético primario
mais abundante em todos os seres fotossintéticos. A clorofila b é encontrada nas espécies
Chlorophyta, as clorofilas c, d e a clorofila e, podem ser encontradas nas diatoméaceas
(Wu et al., 2021).

Outros compostos importantes a considerar séo as feofitinas. As feofitinas sdo formadas
a partir da degradacdo da clorofila, quando esta perde o ido de magnésio que se encontra
no centro do anel de porfirina. E necessario detetar a presenca destes produtos visto que
podem interferir na analise de quantificacdo, isto porque absorvem luz na mesma regiao
do espetro da clorofila (Lorenzen, 1965). De forma a detetar a presenca de feofitina, é
necessario adicionar uma pequena quantidade de &cido cloridrico (HCL) diluido e deixar

reagir.



Existem mais de 1100 carotenoides diferentes na natureza (Wu et al., 2021). Apenas
plantas, bactérias, fungos e algas podem sintetizar carotenoides, mas muitos animais 0s
incorporam na sua dieta (Stahl & Sies, 2003; Wu et al., 2021). Os carotendides estéo
divididos em xantofilas e carotenos (Morocho-Jacome et al., 2020). Enquanto os
carotenos sao compostos apenas por carbono e hidrogénio, as xantofilas também incluem
oxigénio, tornando-as ligeiramente mais hidrofilicas que os carotenos (Thomas &
Johnson, 2018). A astaxantina, luteina, cantaxantina, zeaxantina e fucoxantina séo
exemplos de xantofilas e o S-caroteno é um exemplo de carotenos (Morocho-Jacome et
al., 2020; Wu et al., 2021). Para uma melhor compreenséo, o esquema da figura 4 relata

alguns exemplos de xantofilas e carotenos.

As espécies Dunaliella salina e Dunaliella Bardawil sdo fontes primarias relevantes de
[-caroteno. A D. salina pode acumular grandes quantidades de f-caroteno, representando
12% do peso seco das células. As xantofilas astaxantina e cantaxantina sdo encontradas

na espécie Haematococcus pluvialis e Chlorella vulgaris (Wu et al., 2021).

a-caroteno
Carotenos é B-caroteno
Licopeno

Luteina

Carotendides

Zeaxantina

Fucoxantina

Xantofilas < Violaxantina

Astaxantina

Figura 4 - Exemplos de xantofilas e de carotenos.



Os carotenoides desempenham um papel fundamental na saide e nutricdo humana,
apoiando a melhoria do desempenho bioldgico através do uso de bioatividades de
microalgas, como propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, anticancerigenas,
antidiabéticas, entre outras (Mohamadnia et al., 2020). A figura 5 representa alguns
exemplos das vantagens de utilizar pigmentos para a salde humana para a prevencao de
doencas.

Melhora a fungéo cerebral P""z"?“ d‘; doenga ocular
e Astaxantina * Astaxantina
¢ Luteina

i

Prevencao de doencga cardiovascular
¢ Licopeno
e [3- caroteno

/ D

Previne sindrome metabdélica
o Fucoxantina

Melhora a qualidade da pele
¢ Licopeno
¢ Astaxantina

Prevengao do cancro da prostata
¢ Licopeno Wl

Prevengao da diabetes
i o Licopeno
¢ Fucoxantina

Figura 5 - Vantagens da utilizacdo de pigmentos na satde humana e na prevencédo de doencas.

Vaérios estudos epidemiolégicos com carotenoides revelaram que o aumento do consumo
de uma dieta rica em carotenoides esta correlacionado com uma diminuicdo do risco de
obter varios disturbios degenerativos tais como cancro, doengas cardiovasculares ou
oftalmoldgicas (Stahl & Sies, 2003). Os efeitos preventivos tém sido associados a sua
atividade antioxidante, protegendo células e tecidos do dano oxidativo (Stahl & Sies,
2003). A astaxantina, por exemplo, provocou um forte efeito anticancerigeno, o que pode
reduzir o tamanho do cancro do figado e de les6es tumorais dos pulmdes, bem como um



efeito inibitdrio sobre o cancro de bexiga, cancro oral e cancro nas células do célon (Wu
etal., 2021) .

3. FUCOXANTINA

A fucoxantina é um pigmento natural que pertence a classe das xantofilas e é abundante
em varias macroalgas e microalgas dos filos Haptophyta e Heterokontophyta que inclui
as diatoméceas. As diatomaceas sdo microalgas unicelulares e exibem uma cor castanho-
dourada caracteristica devido a um alto conteudo de fucoxantina que desempenham um
papel importante no complexo de captacdo de luz dos fotossistemas (Bertrand, 2010).
Existem varios exemplos de macroalgas como a Undaria pinnatifida (Wakame) e a
Laminaria japonica (Kombu), e exemplos de microalgas, como a P. tricornutum, T. lutea
e Cylindrotheca closterium que possuem um contetdo significativo de fucoxantina (Bae
et al., 2020; Lourenco-Lopes et al., 2020; Zhang et al., 2015). Este pigmento também
pode ser obtido por via sintética, no entanto é muito mais dispendioso, por isso, a
utilizacdo de microalgas/macroalgas como fontes para extracdo de fucoxantina, é a forma
mais viavel (D’Orazio et al., 2012). A fucoxantina é considerada como um dos
carotenoides naturais mais abundante, correspondendo a aproximadamente 10% da
quantidade total de carotenoides na natureza (Liu et al., 2020). Na tabela 1 estdo
representados alguns exemplos de microalgas e a sua quantidade de fucoxantina (mg/g
peso seco (PS)).

Tabela 1 - que representa algumas espéecies de microalgas e o respetivo conteido de fucoxantina (mg/g PS)
(Lourencgo-Lopes et al., 2021; Gao et al., 2020).

Microalga Fucoxantina (mg/g PS)
Cylindrotheca closterium 4,24
Tisochrysis lutea 2,05-18,23
Phaeodactylum tricornutum 0,07 — 54,40
Odontella aurita 18,47
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Conseguimos reparar que a haptofita T. lutea e a diatomacea P. tricornutum contém uma
quantidade interessante de fucoxantina. A P. tricornutum é uma espécie que cresce em
temperaturas baixas (10°C e 20°C) e a espécie T. lutea cresce com temperaturas mais
elevadas (25°C e 35°C) (Pereira et al., 2021).

A fucoxantina € um pigmento com varias propriedades vantajosas, tais como
bioatividades antioxidantes, antitumorais, antiobesidade, antidiabéticas, antimalaricas,
neuroprotetoras, anti-hipertensivas, antiangiogénica, anti-inflamatdria, além de efeitos
protetores cardiovasculares e cerebrovasculares (Lourenco-Lopes et al., 2020, 2021;
Zhang et al., 2015). As bioatividades e as aplica¢Oes deste pigmento estdo representadas
na figura 6. Portanto, a fucoxantina pode ser usada para fins medicinais e nutricionais de

forma a prevenir e tratar doencas crénicas (Zhang et al., 2015).

Antidiabético Antioxidante -
& = e =
@ &R e ; "
INDUSTRIA FARMACEUTICA E «®-
Anti-inflamatério g COSMETICA @ I
' Antiobesidade i /i
Neuroprotetor i , !
INDUSTRIA g!}*i
ALIMENTAR |

Antitumoral

53 PIGMENTOS
' NATURAIS -y =

Figura 6 - Esquema que evidencia as diferentes bioatividades que o pigmento fucoxantina pode oferecer e as algumas
das suas aplicagdes em diversas industrias.

Protecao da pele

A

A fucoxantina € um ingrediente farmacéutico seguro, que apresenta niveis de toxicidade
e efeitos colaterais minimos o que € uma vantagem quando comparada com certos
medicamentos para tratar doengas relacionadas com a inflamagé&o (Liu et al., 2020; Zhang
et al., 2015). A seguranca da fucoxantina in vivo ja foi avaliada por vérios estudos, como
por exemplo por Beppu et al., 2009, onde uma unica administragdo oral de fucoxantina
com a dose de 1000 ou 2000 mg/kg de peso corporal ndo provocou qualquer mortalidade

e anormalidade em camundongos ICR. Por sua vez, a fucoxantina administrada por via
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oral com a dose de 500 ou 1000 mg/kg de peso corporal por cerca de 30 dias ndo induziu
alteracbes anormais nos tecidos, incluindo figado, baco, rim e tecidos gonadais em
camundongos ICR (Beppu et al., 2009). Portanto, a0 que parece 0 consumo de
fucoxantina é seguro, pelo menos nos modelos animais experimentais. A quantidade de
fucoxantina em algas castanhas varia entre 0,07 e 54,40 mg/g de peso seco, como
demostra a tabela 1, que € uma quantidade relativamente pequena quando comparada com
as doses de fucoxantina administrada aos animais nestes estudos mencionados
anteriormente (Bae et al., 2020). Uma dose de 2000 mg de fucoxantina por kg de peso
corporal em camundongos € equivalente a cerca de 162 mg por kg de peso corporal em
humanos, o que pode ser dificil de atingir pelo consumo de algas marinhas ou
suplementos dietéticos em humanos (Bae et al., 2020). Apesar da elevada quantidade de
fucoxantina testada em roedores parecer ser segura, em humanos, essa avaliacdo € muito
limitada (Bae et al., 2020). Num estudo feito por Ren et al., 2013, administraram em seres
humanos 5 mg de fucoxantina por dia durante 35 dias e concluiram que esta mesma dose
ndo induz nenhum efeito colateral adverso. Numa outra experiéncia feita com 4 grupos
de mulheres obesas, que receberam um suplemento de fucoxantina durante 112 dias, trés
vezes ao dia, a 4 concentracdes diferentes (1,6; 2,4; 4 ou 8 mg) também ndo foram
registadas qualquer tipo de adversidades (Abidov et al., 2010). Existem também outros
estudos ja feitos para comprovar as vantagens dos compostos bioativos da fucoxantina.
Foram testados os efeitos antiangiogénicos da fucoxantina utilizando cultura humana de
células endoteliais da veia umbilical e utilizando o anel adrtico de ratinho. Com isto,
Sugawara et al., 2006 descobriram que a fucoxantina pode suprimir significativamente a
diferenciacdo de células progenitoras endoteliais em células endoteliais envolvidas na
formacdo de novos vasos sanguineos, 0 que pode ser Gtil na prevencdo de doencas
relacionadas com angiogénese (como o cancro, psoriase e aterosclerose). Sdo necessarios
mais ensaios clinicos para conseguir determinar se é seguro e quais 0s niveis de

suplementacédo de fucoxantina que sao eficazes no ser humano (Bae et al., 2020).
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A andlise do contetudo de pigmentos de uma amostra microalgal envolve um primeiro
passo de extracdo. Esta extracdo requer a utilizacdo de solventes como acetona, metanol
ou etanol para pigmentos ndo polares — e.g., clorofilas — ou agua para pigmentos
hidrofilicos —e.g., ficobiliproteinas. Esta extracdo pode ser acompanhada, ou ndo, de uma
disrupcdo celular fisica, através da utilizacho de micro-ondas, sonicagéo,
homogeneizadores de alta-presséo, microesferas, ou outros equipamentos/materiais que
ajudem a quebrar a parede celular das microalgas (Bley et al., 2014; Prasanna et al., 2007).
ApOs obter este extrato de pigmentos concentrado existem tradicionalmente duas
abordagens de quantificacdo possiveis, que se encontram descritas de seguida.

A Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) é o método qualitativo e
quantitativo atualmente mais utilizado para a analise de pigmentos. O HPLC introduz
uma pequena amostra (um extrato) numa fase moével que transporta os analitos através de
uma coluna preenchida com uma substancia absorvente. Esses mesmos analitos séo
absorvidos e dissolvidos a diferentes taxas e separados a medida que atravessam a coluna.
Por fim, os detetores registam um sinal proporcional a concentracdo do analito na fase
movel (Schieppati et al., 2021). No entanto este método é bastante dispendioso apesar de
ser um método de alta precisao.

Existe outro método que também é utilizado para analisar pigmentos, que é o método por
espetrofotometria. Cada substancia absorve luz em comprimentos de onda caracteristicos,
sendo que a cor exibida representa os comprimentos de onda refletidos. Um espectro de
absorc¢éo pode ser gerado medindo a absorbancia num intervalo de comprimentos de onda
tal como é demonstrado na Figura 7.
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Chlorophyll a

Chilcrophyll b

—— Carotenoids

Amount of light absorbed

Wavelength of light (nm)

Figura 7 - Espetro de absor¢do da clorofila e carotenoides (Aboonajmi & Faridi, 2016) .

Assim, é possivel identificar o comprimento de onda no qual ocorre o/0os maximo/s de
absorcdo (A max) de cada composto. As formulas estabelecidas por véarios autores
(Lichtenthaler & Wellburn, 1983; Ritchie, 2008; Wellburn & Lichtenthaler, 1984) usando
a absorcdo méxima e os coeficientes de absorcdo especificos de cada pigmento (em
funcdo do solvente e mistura de pigmentos esperada na amostra) permitem estabelecer as
suas concentragdes individualmente.

O método utilizando o espetrofotémetro é um método que ndo requer tanto tempo e é
mais econdmico em compara¢do com o método por HPLC. Como mostra a figura 8, o
HPLC tem vérias desvantagens, apesar de ser um método de alta precisdo, quando
comparado com o método por espetrofotometria — menos preciso (Wang et al., 2018).
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HPLC ESPETROFOTOMETRO
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pessoas qualificadas
para a utilizaga@o

Figura 8 - Comparacao do método utilizando o espetrofotdmetro e o método HPLC.

No entanto, segundo Louda e Monghkonsri (2006), ao compararem os resultados dos
teores de clorofila entre 0 método de espetrofotometria e HPLC, concluiram que a
avaliacdo pelo método utilizando o espetrofotometro (utilizando as equacGes da
UNESCO (1966) e de Jeffrey & Humphrey (1975)) deu 6timos resultados. Na auséncia
de diferencas muito significativas entre os dois métodos, 0 método de espetrofotometria
é uma melhor opcdo uma vez que se torna muito menos dispendioso e mais rapido
(Henriques et al., 2007).

Devido a importancia de outros pigmentos como a fucoxantina, isto levou a procura de
novas abordagens de quantificacdo espetrofotométrica para estes compostos. No estudo
feito por Wang et al., (2018), desenvolveram um método por espetrofotometria para
determinar a fucoxantina presente na diatoméacea P. tricornutum, que contem um alto
potencial econdmico devido ao seu elevado teor de fucoxantina e EPA. Visto que o
contetido de fucoxantina é elevado nas diatomaceas, também foram utilizadas para este

mesmo estudo as diatoméceas Chaetoceros muelleri e Thalassiosira pseudonana.
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4. NECTON S.A.

Fundada em 1997 e sediada na Ria Formosa (Belamandil, Olh&o), a Necton S.A. é uma
empresa produtora de microalgas, sendo a empresa mais antiga da Europa em operacao.
A empresa produz mais de 30 estirpes diferentes de microalgas com um maior foco em
espécies marinhas. A producdo das microalgas baseia-se num processo de scale-up de
pequenos volumes até chegar a escala industrial. Apds atingir a concentracdo celular
desejada nos fotobiorreatores segue-se uma colheita da biomassa e processamento para
obter o produto final de concentrados de biomassa humida ou seca. De seguida séo
detalhados estes processos.

O processo de scale-up esta representado na figura 9. O scale-up comega com o cultivo
isolado dos microrganismos numa placa de agar, de onde as células sdo repicadas para
meio liquido com &gua salgada ou doce (consoante a microalga) e meio nutritivo
(Nutribloom®). Quando a concentracio celular se torna elevada, os volumes de cultivo
séo incrementados sequencialmente paraum baldode 1 L ede 5 L.

s i s

2 £ 3 £
o /A P\ ‘7‘; 5
- S Y - -

Placa de Agar Erlenmeyer Baldo Bubbie Golumin
100ml 1L ou 5L 100L

Fotobiorreatores em Painel Fotobiorreatores Tubulares
1000L 19m3

Figura 9 - Processo de scale-up utilizado na producgdo de microalgas na empresa Necton S.A.
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Quando se atinge o volume e concentracdo celulares necessarias nos cultivos em baldo,
estes sdo usados para inocular as bubble column de 80 L (figura 10a). Todos estes
processos até agora sao realizados dentro do laboratério. O cultivo nas bubble column é
entdo utilizado para inocular um fotobiorreator fechado em painel no exterior (1000 L)
que esta representado na figura 10b (a partir desta fase, todos os processos séo efetuados
no exterior). O cultivo fotobiorreator em painel sera utilizado para inocular outros
fotobiorreator em painel de 1000 L até atingir os 4000 L de cultivo. Por fim, sdo
transferidos para os fotobiorreatores tubulares horizontais (figura 10c) de 19 m®,

Figura 10 — Fotografias dos equipamentos utilizados para fazer o processo scale-up e por fim a centrifugagdo. (a) Bubble
column; (b) Green Walls/ flat pannel); (c) - Fotobiorreatores Tubulares; (d) Centrifugas.

Para monitorizar a evolucao do crescimento e necessidades nutritivas do cultivo séo feitas
andlises diarias no laboratério relacionadas com a densidade Otica (DO), o pH e a

concentragdo de nitratos de cada reator. A densidade 6tica (DO), também conhecida como
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absorvancia ou turbidez, é utilizada para uma medicdo mais rapida e ndo destrutiva da
biomassa das culturas. Quando o feixe de luz é emitido na medicdo, utilizando o
espetofotometro, através de uma suspensao de material particulado (neste caso amostras
de cultura de microalgas), a diminuicdo na quantidade de luz transmitida em relacdo ao
branco, inicialmente introduzido, é entdo o nosso valor de DO (Griffiths et al., 2011). O
valor da DO é importante pois é com estes valores que é calculada a evolucao da cultura.
Sdo também efetuadas diariamente observacGes ao microscopio de forma a averiguar

possiveis contaminantes que podem estar presentes nas culturas.

Quando a concentracdo celular atinge o final da fase exponencial pode dar-se inicio ao
processo seguinte, a colheita. As culturas sdo transferidas para um tanque de colheita e
de seguida centrifugadas (figura 10d). Quando terminado este processo, a biomassa é
empacotada e congelada a —20 °C, podendo ser vendida assim ou entdo ser ainda
liofilizada.

5. OBJETIVO DO TRABALHO

Este estagio teve dois objetivos principais para contribuir para um melhor desempenho
de processamento das microalgas com fucoxantina produzidas pela empresa Necton, tal
como a T. lutea e a P. tricornutum. Para tal, o primeiro objetivo focou-se na avaliagéo e
validacdo de um método espetrofotométrico desenvolvido recentemente para a
determinacéo do conteudo de fucoxantina em amostras de T. lutea. O segundo objetivo
focou-se em monitorizar a varia¢do da fucoxantina por espetrofotometria — utilizando o
novo método validado para a fucoxantina — na producdo de P. tricornutum. Esta
informacdo vai permitir reconhecer alteracbes no conteddo de fucoxantina de P.
tricornutum em funcdo dos fatores abidticos como radiacdo, temperatura, pH,
concentracdo de nitratos e concentracdo de biomassa, e determinar se podera haver espago

para melhorias em termos de contetdo de fucoxantina na biomassa final.
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Il. MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAS

De forma a validar o método espetrofotométrico de Wang et al. (2018), foram utilizadas
8 amostras liofilizadas e congeladas da espécie T. lutea produzidas pela Necton. A
fucoxantina destas amostras foi previamente quantificada por HPLC no &mbito de outro
estudo através do método descrito em Gao et al. (2020). Para a realizacdo desta
experiéncia foi necessario hidratar a amostra de cultura liofilizada ressuspendendo
aproximadamente 30 mg de amostra em 30 mL de solucéo salina (solucdo de 9 g/L de
NaCl) como mostra o primeiro passo na figura 11, e de seguida a amostra foi
homogeneizada num agitador vortex por alguns segundos (passo I1). A amostra foi
colocada a 4 °C e no escuro dentro do frigorifico para hidratar durante 10-15 minutos
(passo I11). Passado o tempo de espera, foi necessario ressuspender a amostra até que a
cultura estivesse homogénea. Por fim, a amostra foi entdo repartida por 6 réplicas (passos
V e VI) com a ajuda de uma micropipeta (neste caso, 4 mL de cultura em cada tubo de
centrifuga), sobrando uma pequena quantidade que foi guardada para mais tarde ser
utilizada (passo 1V).
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Figura 11 - Esquema da preparacdo das amostras utilizadas para validar o método de medicé&o por espetofotometria
com Tisochrysis lutea.
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De acordo com o método de medicdo de fucoxantina por espectrofotometria estabelecido
por Wang (2018), a DO da cultura reidratada de T. lutea foi medida a 750 nm (passo | da
Figura 12). Seguidamente, 4 mL da amostra foram centrifugados durante 10 minutos a
3.430 g para posteriormente se descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 4 mL
do solvente de extracdo, neste caso etanol (passo Ill da Figura 12). A amostra foi
homogeneizada no vortex por 20 segundos e seguidamente foi medida a absorvéncia a
445 nm e 663 nm.

Medir DO
- 750 nm
l

s

Diluigao

Medir DO

445 nm
663 nm

—3-A_1_

w Centrifugar Etanol Vortex 20s
2

3
Figura 12- Esquema do protocolo estabelecido por Wang (2018).

Para obter a concentracdo final de fucoxantina foi utilizada a seguinte formula (1) (Li et
al., 2018):

Cpic’ =639 X Ags — 5.18 x Aggs +0.312 x Agsg — 5.27 ()

Onde a Assz corresponde a absorvancia da clorofila a, Asss correspode a absorvancia da
fucoxantina, por fim a Azso corresponde a absorvancia da cultura de células.
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Para avaliar o método utilizado por (Wang et al. (2018), foram introduzidas algumas
alternativas no protocolo de forma a avaliar se a precisdo do método poderia ser
melhorada. Estas alteragdes foram introduzidas de forma a tentar melhorar a correlagéo
entre os valores de fucoxantina obtidos por espetrofotometria e por HPLC. Detalhes

destas alteracdes estdo descritas nos seguintes topicos.

e Utilizacdo de um valor te6rico de absorvancia a 750 nm a partir do valor

conhecido de peso seco.

Para usar o valor teérico de absorvancia a 750 nm foi feita uma reta de calibracdo
entre a Densidade Otica e o peso seco da espécie T. lutea. O valor de peso seco
previamente determinado antes da analise foi testado uma vez que a ressuspensdo

desta alga ndo era comumente homogénea.

y = 0,2236x + 0,3318
DO/PS R2 = 0,8488

18
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1,4
1,2
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Peso Seco (g/L)
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0 1 2 3 4 5 6
Densidade Otica (u.a.)

Figura 13 - Grafico da reta de calibracio entre a Densidade Otica a 750 nm e o Peso Seco em g/L da espécie T. lutea.
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e Centrifugacdo dos extratos antes de medir a DO de 445 nm e 663 nm para remover

detritos da leitura;

Medir DO
* 750 nm

—

|

Diluigdo ——

==
b i(egefof

Medir DO

1 -
.,,-.'
445nm
l 663 nm
/Centrilugar
C

= .
w entrifugar Etanol
2

Vortex 20s

Figura 14- Esquema do protocolo modificado de medicéo por espetrofotometria com um passo extra (passo 5) de
centrifugacéo.

Medir DO
750 nm

—
Diluigéa
1 Medjr Do
445 nm
663 nm
750 nm
S —
Centrifugar

Figura 15- Esquema do protocolo modificado de medicéo por espetrofotometria com um passo extra (passo 4) de
correcdo da turbidez no extrato ao subtrair o valor de 750 nm a cada absorvancia.
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o Utilizacao de microbeads;

Uma das variaveis usadas foi a utilizacdo das microbeads. Para a realizacdo deste método,
baseado em Gao et al. (2020), foi introduzida a utilizacdo de microbeads (passo 4) logo
apos ter sido colocado o etanol (passo 3), como foi feito no esquema da figura 16,
seguidamente o tubo de centrifugar foi colocado no vortex durante alguns minutos e de
sequida centrifugado durante 10 minutos a 3430 g. Concluido esses 10 minutos de
centrifugacdo, foi recolhido o sobrenadante com uma pipeta de Pasteur (passo 5), e
colocado num novo tubo de centrifugar bem identificado (passo 8). Ao pellet e as
microbeads, foi novamente adicionado os 4ml de etanol (passo 6) e foi repetido de novo
0 preocesso pelo menos 3 vezes, como se consegue observar na figura 16 (passo 7). Os
tubos de centrifugar que coletaram todo o sobrenadante foram usados para quantificar a
DO a 445nm, 663nm e 750nm diretamente (passo 10), como também depois de ser

previmente centrifugado (passo 9), tal como aconteceu no esquema da figura 14.

Medir DO
750 nm

) /
— —_—
Diluigdo [
° 1

-

’ = -» —p = —) =
Centrifugar Etanol J Adicionar :
= \=) \ Beads CaS;
(2 v v 3 4 -
=
Medir DO @ }é
445nm - -
663 nm e e’y
750 nm 9 - Centrifugar - 2
- \ -’
L e o <
— / - Diluig@o 8

10

Figura 16- Esquema do protocolo modificado utilizado para validar o método de medicéo por espetrofotometria com
Tisochrysis lutea com a utilizagdo de um valor tedrico de absorvancia a 750 nm (passo 1), a utilizagdo de microbeads
(passo 4), a utilizacdo da centrifugagéo antes de medir a DO (passo 9) e a corregdo da turbidez no extrato ao subtrair
o valor de 750 nm a cada absorvancia.
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Para analisar a variacdo de pigmentos no processo de colheita da diatoméacea P.
tricornutum foi necessario fazer uma colheita diaria dos Fotobioreatores Tubulares (4 ao
todo), do Deposito de Colheita e da pasta de microalgas resultante do processo de
centrifugagéo industrial. Ao todo foram colhidas amostras de 100 mL de cultura, que
foram centrifugados e o pellet foi congelado a -18°C. Na figura 17 conseguimos conciliar

a ideia do processo até agora falado.

Fotobioreatores tubulares \

Depésito de colheita /

Pasta de microalgas

Figura 17 - Processo de colheita diaria (Fotobiorreatores Tubulares, Green Walls, Deposito de Colheita e pasta de
microalgas) para a quantificacdo de pigmentos.

Este processo de amostragem foi repetido ao longo de vérias semanas até obter uma
amostragem representativa. Apos este periodo, para medir os pigmentos (clorofila a e c,
feofitina a carotenoides totais e fucoxantina) foi necessario descongelar as amostras, pesar
cerca de 30 mg da amostra de cultura e colocar num novo tubo de centrifuga de 50ml para
posteriormente ser adicionado 30ml de solucéo salina (9 g de NaCl por litro). Esta amostra
foi homogeneizada no vortex, para depois, repartir a mesma em 3 réplicas. A partir deste
ponto foi feita a quantificacdo dos pigmentos através do espectrofotometro, pelo
protocolo implementado na Necton S.A. e a quantificacdo da fucoxantina utilizando o
método utilizado na primeira experiéncia e que deu melhores resultados, ou seja,
utilizando a DO tedrica, a centrifugacdo e as microbeads. As réplicas foram centrifugadas
para descartar o sobrenadante. Ao pellet foram adicionadas as microbeads e a solugéo de
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extracdo (acetona 90%). Seguidamente, as amostras foram colocadas no vortex durante 2
minutos e apos este processo, centrifugadas. O sobrenadante resultante do processo de
centrifugacdo, é retirado (com a ajuda de uma micropipeta) e colocado num novo tubo,
devidamente identificado e coberto com papel aluminio (é necessario que o tubo se
mantenha frio). Este processo (vortex, centrifugacéo e retirada do sobrenadante para o
tubo) devera ser feito pelo menos 3 vezes, ou até a tonalidade do sobrenadante do tudo
com as microbeads fique esbranquicado. Ap6s todo o processo, € necessaria uma ultima
centrifugacdo, neste caso do tubo onde foi colocado o sobrenadante. Apds realizar a
diluicdo adequada, procedeu-se a leitura dos valores de absorvancia (A= 750, 664, 647,
630, 510 e 480 nm). Para calcular a feofitina é necessario um passo adicional. E
necessario separar 3 ml da amostra e adicionar uma solugdo de 0.1 N de HCI e fazer a

leitura a A= 750 e 665 nm. Por fim, com os dados obtidos, é necessario fazer os calculos.

As seguintes equacdes sao baseadas nos métodos standard descritos em Baird et al. (2017)
e em Jeffrey & Humphrey (1975):

Chl a (mgmL)=11,85 A664—1,54 A647-0,08 A630

Chl b (mgmL)=-5,43 A664+21,03 A647-2,66 A630
Chl c1+c2 (mgmL)=—1,67 A664—7,6 A647+24,52 A630
Carotenoides (mgmL/)=7,6 A480—1,49 A510

Para a determinacdo da Feofitina a usam-se as equa¢des também descritas em Baird et al.
(2017) e em Lorenzen (1967):

Chl a (mgmL)~=26,73(A664—A665a)
Feofitina a (mgmL)=26,73(1,7A665a—A664)

Onde 664b e 665a referem a absorvancia do extrato antes e depois da acidificacao,

respetivamente.
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1. RESULTADOS

Utilizando o Excel, foram reunidos todos os dados e feito o calculo do peso seco das
amostras. Na figura 18 e 19 estd demostrado um grafico que representa a reta da
correlagéo entre os valores de fucoxantina (% de PS) calculado por HPLC e os valores de
fucoxantina (% de PS) obtido pelo método Wang, antes da remocao e apds a remocao dos
outliers respetivamente.

Fucoxantina (% PS)

1,80
1,60
& 1,40 0,98
=
< 120 0,77
o
@ 1,00 0,73
2 1
E 0,80 0,71
(@)
5 0,60 0,91
S
& 0,40 . 0,75
0,20 0,85
0,00 ¢} e (0,38
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

HPLC (%PS)

Figura 18 - Gréfico da correlacdo da fucoxantina (% PS) das amostras entre HPLC e Wang, com outliers a vermelho.
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1,00
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0,60

Espetrofotometro (%PS)

0,40
0,20

0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

HPLC (%PS)

Figura 19 - Gréfico da correlacdo da fucoxantina (% PS) das amostras entre HPLC e Wang.

Foram testadas varidveis ao método do Wang et al. (2018), em que uma delas era
substituir a DO real pela DO teorica. Na tabela 2, representa os pesos secos (apds 0s
outliers) das 5 amostras pelos métodos HPLC, Wang e Wang modificado (DO tedrica).
De forma a correlacionar estes valores, foi feito um gréafico (figura 20) em que demostra

a correlacdo entre todos os valores.

Tabela 2 - Peso seco das 5 amostras (HPLC, Wang e Wang modificado).

Amostras HPLC Wang Modificado
B 0,77 1,28 1,37
D 0,71 1,10 1,16
E 0,91 1,65 1,69
F 0,75 1,31 1,36
G 0,85 1,01 1,07
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Figura 20 - Gréfico da correlagéo dos pesos secos das amostras entre HPLC, Wang e Wang modificado.

A tabela que se segue (tabela 3) estdo representados os valores do peso seco da tabela 2
e os valores do peso seco do método Wang que foi modificado (DO tedrica) com a juncao
de uma variavel, que neste caso foi a adicdo das microbeads. A figura 21, demonstra num
grafico a correlacdo entre todos estes pesos secos.

Tabela 3 - Peso seco das 5 amostras (HPLC, Wang e Wang modificado (microbeads)).

Amostras

B

® M m
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Figura 21 - Gréfico da correlagdo dos pesos secos das amostras entre HPLC, Wang e Wang modificado (microbeads).

A tabela 4 e a figura 22, representam ambas os valores dos pesos secos das amostras com
a diferenca que é acrescentado ao Wang modificado e com microbeads, a utilizacdo da
centrifugacdo. Na figura 22, o gréfico correlaciona esses mesmos valores.

Tabela 4 - Peso seco das 5 amostras (HPLC, Wang e Wang modificado (microbeads e centrifuga)).

Amostras

®@ m m O
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Figura 22 - Gréfico da correlagdo dos pesos secos das amostras entre HPLC, Wang e Wang modificado (microbeads
e centrifuga).

Novamente, é representado na tabela 5 e na figura 23 as amostras anteriores com a
diferenca que os valores dos pesos secos das 5 amostras do modificado com microbeads
e mais centrifuga tém uma variavel extra que neste caso é a adi¢cdo da medicdo a 750nm
(750 corrigido).

Tabela 5 - Peso seco das 5 amostras (HPLC, Wang e Wang modificado (microbeads + centrifuga + 750 corrigido)).

Amostras
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Figura 23 - Gréfico da correlacdo dos pesos secos das amostras entre HPLC, Wang e Wang modificado (microbeads
+ centrifuga + 750 corrigido).

Por ultimo, de forma a comparar as correlagcbes que obtiveram melhores resultados nos
graficos anteriores, foi feito um novo gréafico (figura 24) que correlaciona o HPLC com o
modificado (microbeads + centrifuga) e o modificado (microbeads + centrifuga + 750
corrigido). Na tabela 6 estio representados os valores do peso seco das amostras usadas
para o respetivo grafico.

Tabela 6 - Peso seco das 5 amostras (HPLC, Wang modificado (microbeads + centrifuga) e Wang modificado
(microbeads + centrifuga + 750 corrigido)).

Modificado (microbeads + Modificado (microbeads +

Amostras HPLC Centrifuga) Centrifuga + 750 corrigido)
B 0,77 1,154 1,148
D 0,71 1,167 1,167
E 0,91 1,437 1,437
F 0,75 1,273 1,272
G 0,85 1,490 1,490
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Figura 24 - Grafico da correlacao dos pesos secos das amostras entre HPLC, Wang modificado (microbeads+
centrifuga) e Wang modificado (microbeads + centrifuga + 750 corrigido).

De forma a perceber se existe alguma relacdo entre os parametros abidticos e o teor de
fucoxatina das algas, foi analisada a relacdo entre os valores de fucoxantina e o pH,
temperatura maxima, temperatura média, temperatura minima, radiacdo maxima, DO, e
concentragdo de nitratos no meio.

Com os dados obtidos (n=20) foi realizada uma analise de correlacdo de Pearson entre as
diferentes variaveis e o contetido de fucoxantina (Tabela 7).

Tabela 7 - Resultados da correlagdo de Pearson (r) entre a concentracdo de fucoxantina e as diferentes variaveis
abidticas medidas.

r p
pH -0.22 0.3626
Tmax 0.39 0.092
Tmean 0.22 0.3428
Tmin 0.3 0.1987
Radmax 0.15 0.5401
DO 0.61 0.0042
NO3 -0.13 0.5943
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Nesta tabela foi entdo verificado que as relagdes mais fortes séo entre a fucoxantina com

a DO (r=0,61) e a fucoxantina com a temperatura maxima (r=0,39). Para retificar estas

relacGes, foram analisados os graficos das temperaturas maxima, média e minima, em

funcdo da fucoxantina (figura 25), bem como da DO, também em funcéo da fucoxantina.
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Figura 25 — Grafico que representa a correlacdo entre a fucoxantina e as temperaturas minimas, maximas e médias.
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Ap6s uma analise de dados pelo método boxplot, constou-se que existiam outliers a

interferir com as correlagdes, por isso estes foram removidos da analise. Apds nova

analise, apenas a temperatura méxima apresentou uma correlacdo positiva e significativa

(p<0.05) com o teor de fucoxantina (Figura 26).

r=058, 05% CI[014,0.83] t(15)= 275, p = 0.015

Figura 26- Gréfico que representa Fucoxantia/ Temperatura maxima.

33



IV. DISCUSSAO

Quando quantificadas as 5 amostras de Tisochrysis lutea, pelos métodos ndo modificado
de Wang et al. (2018), retirando os outliers e feita a correlacdo com os dados obtidos por
HPLC numa experiéncia anterior utilizando as mesmas amostras (tabela 2, figura 16),
conseguimos entender que a correlacédo é bastante fraca (R? = 0,3011). De forma a tentar
melhorar essa mesma correlacao foram feitas alteracdes no protocolo do método de Wang
et al. (2018), colocando algumas variaveis. A primeira varidvel foi a utilizacdo da DO
tedrica da cultura inicial, o que piorou um pouco, sem grandes alteracdes significativas,
a correlacdo com HPLC quando comparativamente ao método sem alguma alteracdo. No
entanto foi de facto a melhor opcéo para ser utilizada para o resto da experiéncia visto
que existiu alguns problemas com a homogeneizagdo da cultura em questdo, como
conseguimos observar na figura 27 (o que atrapalhava a leitura) e porque as amostras
eram liofilizadas (uma vez que no artigo ndo utilizam amostras liofilizadas).

Figura 27 - Amostras de cultura de Tisochrysis lutea depois da tentativa de homogeneizacéo.

Seguidamente a proxima variavel analisada foi a introducao de microbeads. A diferenca
da correlacdo ndo foi significativa (um pouco pior do que a correlacdo do método nao
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modificado e do método HPLC). Com a adicdo da centrifugacdo aos microbeads da
varidvel anterior, este conjunto de varidveis fez com que existisse uma melhoria
acentuada na correlagcdo com HPLC, de R? = 0,3011 (método ndo modificado) para Rz =
0,7173 (DO teodrica + microbeads + centrifugacdo). Por fim foi testada mais uma variavel
que foi fazer de novo uma leitura a 750 nm da amostra depois do processo de extracao,
no entanto ndo parece ter existido nenhuma melhoria, antes pelo contrério, os valores
ficaram um pouco piores, 0 que podera querer dizer que como a equacao proposta pelo
método ndo modificado de Wang et al. (2018) ja inclui uma correcdo pela DO da cultura

e uma correcdo adicional pode ser excessiva.

Apos a correlacdo de Pearson feita com todos os dados, notou-se que as relagdes mais
fortes eram entre a fucoxantina e a temperatura maxima (r=0,39) assim como a
fucoxantina e a DO540 (r=0,61), com uma significancia de p < 0,1 e p > 0,05
respetivamente. No entanto foram retirados os outliers, o que fez com que os resultados

ficassem alterados.

No grafico da figura 26, esta representado o grafico final da fucoxantina/temperatura
maxima. Neste grafico podemos reparar que o valor de r € 0,58 e 0 p < 0,05 o que significa
que existe uma relagdo positiva entre 0 aumento da temperatura maxima e o contetido de
fucoxantina na biomassa de microalgas de Phaeodactylum tricornutum, no entanto, néo
significa que o aumento de temperatura maxima cause o aumento do contetdo de

fucoxantina, apenas indica a relagdo entre estas duas variaveis

De forma a entender mais um pouco a relacdo da fucoxantina com a temperatura, no
grafico da figura 25, mostra que ndo existe clareza nas relagBes entre as variantes.
Segundo Beuzenberg, et al (2017) indica que os niveis de luz baixa, leva ao aumento de
fucoxantina, o que seria interessante aprofundar mais esta pesquisa em microalgas

cultivadas no exterior.
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V. CONCLUSAO

Relativamente & primeira experiéncia, podemos concluir que a alteracdo de colocar as
varidveis microbeads e centrifugacao feita no protocolo do método de (Wang et al., 2018)
foi mais vantajosa demonstrando uma correlacdo mais elevada do que no método nao
modificado. Parece ser uma boa alternativa ao HPLC, no entanto este estudo foi feito com
poucas amostras o que ndo é suficiente para validar com éxito o método por
espetrofotometria testada na experiéncia. Na segunda experiéncia constatou-se que existe
uma relagdo positiva entre o aumento da temperatura maxima e o contetido de fucoxantina
na biomassa de microalgas (Phaeodactylum tricornutum), no entanto esta relagédo néo
quer dizer que uma varidvel cause a outra. De forma a ter mais conclusbes sobre estes
dados, seriam necessarios mais estudos em que fosse possivel ter um intervalo de
temperaturas maior, uma vez que os intervalos de temperatura avaliados foram muito
curtos (entre 22,4 °C e 22,1 °C).
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VI. CONTRIBUICAO PESSOAL

O estagio na empresa Necton S.A. teve um impacto positivo no meu desenvolvimento
enquanto pessoa e profissionalmente. Esta experiéncia foi enriquecedora para 0s meus
conhecimentos na area das microalgas, na experiéncia pratica em laboratério, etc. Ajudei
em varias tarefas tais como: 0 empacotamento da biomassa de microalgas, montagem de
GWs, nas leituras matinais das DOs, na limpeza do laboratdrio, utilizando a autoclave,
entre outras atividades. Foram 6 meses ao todo que me ajudaram a ter a nogdo de como
uma empresa funciona, da quantidade de tarefas e responsabilidades que uma empresa
desta grandeza acarreta. Este estagio teve como objetivo concluir o meu grau de mestre
em Ciéncias Biomédicas e Mecanismos de Doencas, frequentado na Universidade do
Algarve. Fiz boas amizades e conheci pessoas maravilhosas, que sdo os colegas ideais
para qualquer emprego. Devido ao facto da empresa Necton S.A. receber varios
estagiarios e trabalhadores de varios pontos do mundo, foi necessario comunicar muitas
vezes através da lingua inglesa, o que me fez melhorar muito o meu nivel de inglés e
melhorar a minha confianca em comunicar usando esta lingua. Foi uma boa experiéncia

no geral e que me faz recordar boas memorias.
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