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RESUMO

Os organismos marinhos séo conhecidos por produzirem uma grande diversidade
de compostos com aplicabilidades na é&rea da medicina, cosmética, inddstria
agroalimentar, biocombustiveis e aquacultura, principalmente por estarem sujeitos a
condicdes fisicas e quimicas diferentes. As microalgas sdao um dos recursos de eleicéo,

devido a capacidade de operarem em autotrofia, heterotrofia ou mixotrofia.

O objetivo deste estudo foi otimizar a composicao nutricional do meio ALGAL e
do meio TAP, de forma a maximizar o rendimento e a produtividade de biomassa das
microalgas Tetraselmis sp. CTP4 e Chlorella sorokiniana. Para a otimizagdo do meio
ALGAL utilizou-se a glucose como fonte de carbono, foram testadas trés concentracoes.
O carbono é um nutriente vital para o desenvolvimento da microalga, para além de ser o
seu principal constituinte € também a sua fonte de energia, e em alguns casos a sua
limitacdo pode inibir ou estimular a produtividade da estirpe em estudo. A otimizagdo do
meio TAP dividiu-se em duas fases, na primeira otimizou-se a concentracdo de fésforo e
na segunda a concentracdo de enxofre. O fésforo é um elemento que desempenha um
papel importante na producdo lipidica e proteica. E 0 enxofre estd presente no processo
de divisdo celular e no metabolismo proteico, além de ser um elemento estrutural das

proteinas e vitaminas.

Com a microalga Tetraselmis sp. CTP4 em meio ALGAL realizam-se ensaios em
condicBes de hetero e de mixotrofia. Em condi¢Bes mixotroficas, a microalga CTP4
cultivada em meio ALGAL com 10 g/L de glucose produziu cerca de 7 g/L de biomassa,

enguanto que em heterotrofia, foram obtidas apenas 3 g/L.

Na otimizacdo do meio TAP, a microalga Chlorella sorokiniana apresentou as
melhores condi¢des de crescimento para a concentracdo de 3 mM de fosforo e 1 mM de
enxofre, onde se registaram produtividades maximas de 0,233 gbiomasse/L.d € 0,227
Obiomassa/L.d, respetivamente. Usando o meio otimizado no crescimento desta microalga,

foi atingida uma produtividade maxima foi 0,393 gbiomassa/L.d.

Os resultados obtidos na otimizacdo do meio ALGAL sugerem que a CTP4
consegue ativar o sistema mixotrofico, aliando o consumo de uma fonte de carbono
organico (glucose) e o efeito da luz na fixacdo do didxido de carbono (CO>). Os ensaios

de otimizacdo do meio TAP para o aumento da produtividade da microalga Chlorella

\%



sorokiniana apresentaram resultados promissores, revelando assim a importancia de
definir as concentrages 6timas dos constituintes do meio de forma a estimular a producéo
dos produtos de interesse.

Palavras-Chave: Microalgas, Otimizacao, Tetraselmis sp. CTP4, Chlorella sorokiniana,

Heterotrofia, Mixotrofia, Produtividade
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ABSTRACT

Marine organisms are known to produce a vast diversity of compounds with
applications in medicine, cosmetics, agro-food industry, biofuel, and aquaculture, mainly
because they are exposed to different physical and chemical conditions. Microalgae are
one of the resources of choice due to the ability to grow in autotrophy, heterotrophy or

mixotrophy.

The aim of this study was to optimize the nutritional composition of the ALGAL
medium and TAP medium, to maximize yield and biomass productivity of the
Tetraselmis sp. CTP4 and Chlorella sorokiniana. For the optimization of the ALGAL
medium, glucose was used as the carbon source, three concentrations were tested. Carbon
is a vital nutrient for the development of microalgae. In addition, to be its main constituent,
it is also its source of energy, in some cases, its limitation may inhibit or stimulate the
productivity of the strain. The optimization of the TAP medium was divided into two
phases, in the first one the phosphorus concentration was optimized and in the second the
sulfur concentration, for which several concentrations were tested. Phosphorus plays an
essential role in lipid and protein production. Sulfur, in addition to being a structural
element of proteins, vitamins and amino acids, it is also present in the process of cell

division and protein metabolism.

With Tetraselmis sp. CTP4 in ALGAL tests were performed in hetero and
mixotrophic conditions. In mixotrophy, the microalgae cultivated in ALGAL medium
with 10 g/L of glucose produced about 7 g/L of biomass, whereas in heterotrophy 3 g/L

were obtained.

In the optimization of the TAP medium with Chlorella sorokiniana the best results
were obtained for the concentration of 3 mM of phosphorus and 1 mM of sulfur, where
the maximum productivity was 0,233 Qiomass/L.d € 0,227 gviomass/L.d, respectively. For
the final assay, the conditions described above were added and the maximum productivity
obtained was 0,393 gbiomass/L.d.

The results obtained from the Tetraselmis sp. CTP4 suggest that it can activate the
mixotrophic system, combining the consumption of an organic carbon source (glucose)
and the effect of light in the carbon dioxide (CO>) fixation. The optimization tests of the

TAP medium to increase the productivity of Chlorella sorokiniana presented promising
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results, thus revealing the importance of defining the optimal concentrations of the
constituents of the medium to stimulate the production of the products of interest.

Key words: Microalgae, Optimization, Tetraselmis sp. CTP4, Chlorella sorokiniana,

Heterotrophy, Mixotrophy, Productivity.
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1 INTRODUCAO
1.1 MICROALGAS

Desde sempre que o oceano é utilizado para a exploracdo de recursos, mas nas
ultimas décadas verificou-se um aumento da exploracdo dos recursos marinhos,
sobretudo devido ao interesse no que diz respeito a investigacdo dos organismos marinhos
e das suas possiveis contribuicdes para a ciéncia (Estrutura de Misséo para a Extensdo da
Plataforma Continental (EMEPC), 2014). Os organismos marinhos sdo conhecidos por
produzirem compostos bastante variados, principalmente por estarem sujeitos a condi¢oes
fisicas e quimicas diferentes, nomeadamente temperatura, salinidade, luminosidade,
disponibilidade de nutrientes, entre outros. O avango tecnoldgico possibilitou a
exploracdo destes recursos e a sua aplicacdo nas mais diversas areas, desde a producéo
energeética a cosmética e farmacéutica (Khan, Shin, & Kim, 2018; S.-K. Kim & Pangestuti,
2011; W. Kim et al., 2012).

Um dos principais recursos explorados sdo as microalgas. Estas sdo um grupo
polifilético de organismos unicelulares eucariotas fotossintéticos, que podem ter
dimensfes desde poucos micrometros até vérias centenas de micrometros (Dragone,
Fernandes, Vicente, & Teixeira, 2010; Khan et al., 2018; S.-K. Kim, 2015a). Devido a
sua elevada eficiéncia fotossintética, superior a das plantas terrestres, as microalgas sdo
0 grupo mais importante para a fixacdo de carbono e producdo de oxigénio (S.-K. Kim,
2015a). Os principais componentes celulares sdo: proteinas, hidratos de carbono e lipidos
(Griffiths, Dicks, Richardson, & L. Harrison, 2011). Sabe-se que existem cerca de 35 mil
espécies de microalgas descritas (Borowitzka, 2013) e calcula-se que anualmente, sejam
produzidas cerca de 10 mil toneladas de microalgas (Griffiths et al., 2011). Os géneros
mais utilizados para producdo de compostos sdo as microalgas Chlorella, Dunaliella e
Haematococcus (Griffiths et al., 2011) e recentemente a microalga Tetraselmis tem

revelado resultados promissores na producdo em grande escala (Pereira et al., 2018).

O cultivo da maior parte das algas em condi¢des normais é relativamente facil,
mas de modo a aumentar e tornar a producdo dos produtos de interesse sustentavel, é
necessario otimizar as condi¢des de cultivo, tornando as algas em biorreatores naturais
(Ibariez, Herrero, Mendiola, & Castro-Puyana, 2012). O crescimento das microalgas pode

ser afetado por fatores quimicos, como a composi¢do do meio nutricional, em macro e



micronutrientes, sendo a concentracdo dos varios compostos de elevada importancia,
assim como, e fatores fisicos, como o pH, temperatura, luz e arejamento (Daliry,
Hallajisani, Roshandeh, Nouri, & Golzary, 2017).

1.1.1 Tetraselmis sp. CTP4

A microalga Tetraselmis pertence ao filo Chlorophyta e a familia
Chlorodendraceae (Arora, 2016). Esta € uma espécie unicelular que possui quatro
flagelos (derivando dai o sufixo tetra-), um cloroplasto com um pirenoide central (muito
raramente pode registar-se a ocorréncia de dois cloroplastos) e possui mobilidade. As
celulas podem ser cordiformes, elipticas ou quase esféricas (Guiry, M.D. & Guiry, 2017).
Esta microalga pode ser encontrada tanto em ambientes marinhos como em ambientes de

agua doce.

Muitas espécies de Tetraselmis sdo economicamente importantes, devido ao seu
elevado valor nutricional e a facilidade de cultivo. As estirpes mais ricas em lipidos sao
normalmente utilizadas para producdo de biodiesel. Tendo em conta os diversos
compostos bioativos produzidos, a Tetraselmis tem um potencial enorme como fonte de
alimentos funcionais, para a alimentacdo humana e para a aquacultura, e compostos para

a industria farmacéutica e cosmética (Arora, 2016).

Figura 1.1.1 — Tetraselmis sp. CTP4, vista ao microcopio Scale bar =5 pm. Adaptado de (Pereira et al., 2016a)

A Tetraselmis sp. CTP4 (Figura 1.1.1) pertence ao ramo T. striata/convolutae e
foi isolada de amostras de agua recolhidas na Ria Formosa (Faro, Portugal) pelo grupo
MarBiotech (CCMAR) (Pereira et al., 2016a; Schulze et al., 2017; Varela et al., 2014).
Esta é uma estirpe eurialina capaz de se produzir quer em meio preparado com agua

salgada, quer em aguas residuais nao-estéreis, podendo até ser utilizada para o tratamento
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de aguas residuais (Schulze et al., 2017). O tamanho das suas células (9 a 22 um) (Pereira
et al., 2016a) e a perda dos seus flagelos quando sujeita a stress leva a sedimentacao
(Varelaetal., 2014).

1.1.2 Chlorella sorokiniana

A Chlorella pertence ao filo Chlorophyta e a familia Chlorellaceae (Guiry, M.D.
& Guiry, 2018). E uma espécie unicelular, de agua doce, esférica, 0 seu diametro varia
entre 2 a 10 um de diametro, apresenta um cloroplasto com pirenoide, rodeado por
reservatorios de amido (Guiry, M.D. & Guiry, 2018; Juntila, Bautista, & Monotilla, 2015).
Microalgas do genero Chlorella s&o o eucariota mais cultivado, pois contem um grande
teor em proteinas, lipidos e vitaminas (Juntila et al., 2015; Masojidek & Torzillo, 2014;
Y. Zheng et al., 2013).

A Chlorella sorokiniana € uma das microalgas com maior produtividade em
biomassa e produtos intercelulares, revelando um elevado potencial para a producdo de
biocombustivel, alimentos e compostos de valor elevado, como € o caso dos carotenoides
e proteinas (Cecchin et al., 2018; Kumar & Das, 2012; Li, Zheng, Yu, & Chen, 2013).
Esta espécie tem a capacidade de acumular grandes quantidades de lipidos, carotenoides
e proteinas, a produtividade de alguns compostos pode ser estimulada com recurso a
fatores de stress, sendo o0 exemplo mais utilizado a limitacdo em azoto que possibilita o
aumento da produtividade de contetdo lipidico (Cecchin et al., 2018; Juntila et al., 2015).
Para além da sua elevada produtividade, quer em biomassa quer em metabolitos de
interesse (Cecchin et al., 2018), esta estirpe pode também ser utilizada para o tratamento

{.f } - ™7 Figura 1.1.2 — Células de Chlorella sorokiniana
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de &guas residuais, e pode ainda ser cultivada em auto, hetero ou mixotrofia (S. Kim, Park,
Cho, & Hwang, 2013).

1.2 CONDICOES DE CULTIVO

A composicdo e caracteristicas de crescimento das microalgas dependem das
condigdes e modo de cultivo (C.-Y. Chen, Yeh, Aisyah, Lee, & Chang, 2011). Os trés
principais modos de cultivo s&o: autotrofia, heterotrofia e mixotrofia. A Tabela 1.2.1

apresenta uma breve comparacao das caracteristicas das condi¢des de cultivo descritas.

Tabela 1.2.1 — Comparacéo das caracteristicas das diferentes condi¢des de cultivo (C.-Y. Chen et al., 2011).

Condicéo de )
) Fonte de Energia  Fonte de Carbono Custo
Cultivo
Autotrdéfico Luz Inorganica Baixo
Heterotrofico Orgénica Orgénica Medio
) . . Inorgénica e
Mixotrofico Luz e Organica . Alto
Orgénica

O cultivo por autotrofia € 0 método mais econémico, pois as microalgas utilizam
apenas a luz e alguns nutrientes, sendo o dioxido de carbono (CO.) a fonte de carbono. O
fornecimento de luz é uma das variantes mais importantes no cultivo autotréfico. De
forma a maximizar a produgdo de biomassa, a intensidade luminosa deve ser fornecida
em niveis elevados (S.-K. Kim, 2015a). Este método pode ser utilizado tanto em
biorreatores como em sistemas de tanques abertos. A producdo em biorreatores € aplicada
para evitar riscos de contaminacdo e poluicdo, que normalmente ocorrem nos sistemas
abertos (Brennan & Owende, 2010).

Na producéo heterotrofica, o carbono é fornecido através de uma fonte organica,
sendo por vezes, também o azoto fornecido por uma fonte organica. O oxigénio € um
nutriente que desempenha um papel importante a nivel metabélico, uma vez que a sua
limitacdo pode levar a reducéo da taxa especifica de crescimento e consequentemente a
producdo de biomassa (S.-K. Kim, 2015a). Alguns autores obtiveram elevadas

concentracdes de biomassa utilizando a microalga Chlorella sorokiniana com nitrato de



potassio como fonte de azoto, sendo que a maior biomassa, 33,46 gocw/L, foi registada
aquando da utilizacdo de 80 g/L de glucose e 4 g/L de nitrato de potassio (Li et al., 2013).
A utilizacéo de peptona (8 e 12 g/L) e extrato de levedura (5 g/L) como fonte de azoto,
em conjunto com glucose (5 g/L) como fonte de carbono também apresenta valores
elevados de biomassa ( 17,2, 17,6 e 15,7 gocw/L , respetivamente) (Azma, Mohamed,
Mohamad, Rahim, & Ariff, 2011). Os resultados menos promissores foram obtidos com
a utilizacdo de nitrato de amonio e nitrato de sodio como fonte de azoto e quando utilizado
acetato de sodio como fonte de carbono (Azma et al., 2011). A Tabela 1.2.2 apresenta a
produtividade e as concentracGes das fontes de carbono e de azoto utilizadas para varias
espécies, em heterotrofia. A fonte de carbono mais utilizada é a glucose, mas de forma a
obter uma producdo mais sustentavel é necessario estabelecer quais as concentracfes de
carbono e azoto que potenciam uma maior producdo de biomassa, uma vez que esta fonte
acarreta custos elevados de producéo. A disponibilidade de azoto tem um impacto elevado
no perfil de acidos gordos e lipidos, sendo que concentracdes baixas deste nutriente
favorecem a acumulacéo intracelular de lipidos (S.-K. Kim, 2015a). A composi¢do do
meio e a presenca de compostos organicos, aumentam a probabilidade de contaminacao
com fungos e bactérias (S.-K. Kim, 2015a). Por outro lado, algumas das vantagens da
heterotrofia € a eliminacdo do fornecimento de luz, a obtengdo de elevada densidade
celular e o elevado conteddo lipidico das células (Brennan & Owende, 2010; S.-K. Kim,
2015a).

O cultivo em mixotrofia € uma combinacdo dos dois modos tréficos descritos
anteriormente, ou seja, algumas microalgas possuem a capacidade de terem ativos os dois
sistemas, o autotrofico, em que fixam o CO2 na presenga de luz e o heterotrdfico, em que
assimilam uma fonte de carbono organica. Estas microalgas consomem diéxido de
carbono atmosférico (por fotossintese, na presenca de luz), carbono organico e
micronutrientes presentes no meio de cultivo (C.-Y. Chenetal., 2011; S.-K. Kim, 2015a).
Tal como ocorre para as culturas heterotrdficas, a presenca de compostos organicos no
meio aumenta a probabilidade de contaminacédo, sendo este uma das grandes limitacOes
no aumento de escala de producéo (S.-K. Kim, 2015a). O cultivo em mixotrofia reduz o
tempo de cultivo e a fotoinibicdo que pode ocorrer, e leva a um aumento da producéo de
biomassa e a diminui¢do da quantidade de matéria orgénica utilizada (Brennan &
Owende, 2010; Khan et al., 2018).



Umas das maiores desvantagens do cultivo de hetero e mixotrofia é o elevado
custo associado a composi¢do do meio de cultura, o que leva ao aumento do custo de
producdo de biomassa. Uma forma de diminuir este custo é utilizar fontes de carbono
menos dispendiosas como € o caso de aguas residuais e residuos provenientes da industria
e agricultura (S.-K. Kim, 2015a). Na Tabela 1.2.3 estdo representados os valores de

produtividade e as concentracOes de carbono utilizadas para o cultivo em mixotrofia.

A composicdo do meio de cultura, a fonte de carbono e de azoto usadas, séo
também fatores bastante importantes para 0 aumento da biomassa, assim como a
composicdo vitaminica deve ser otimizada, de forma a aumentar a taxa de crescimento
das espécies em estudo. Alguns dos meios mais utilizados nos cultivos séo: Guillard’s /2
(Guillard & Ryther, 1962), PCA (Plate Count Agar) (Atlas, 2005), TAP (Tris Acetate
Phosphate) (Gorman & Levine, 1965), ALGAL (Fabregas, Abalde, Herrero, Cabezas, &
Veiga, 1984), Sueoka (Sueoka, Chiang, & Kates, 1967) e Walne (Walne, 1970).

Para além das diversas condicGes de cultivo e modo de operacdo, existem ainda
outros fatores que influenciam o sucesso do processo de producdo de microalgas. As
culturas podem ser descritas com base no mecanismo de cultura utilizado para o estudo
da morfologia, fisiologia, resposta a fatores quimicos e fisicos, cruzamentos
experimentais e extragdo de compostos de contaminacdo (Kiuru et al., 2014).
Dependendo dos organismos presentes nos indculos, existem trés mecanismos que

diferenciam as culturas:

¢ Unialgal ou Ndo-axénica: Cultivo de uma Unica espécie de alga em conjunto com
bactérias, fungos, ou protozoarios (Kiuru et al., 2014);

e Clonal: cultura de um conjunto de genoma Unico (por exemplo, culturas derivadas
de uma unica célula ou tecido vegetativo ou de uma célula reprodutiva) e
propagadas vegetativamente (Kiuru et al., 2014);

e Axenica: ldéntica a cultura unialgal mas na auséncia de bactérias, fungos, ou

protozoarios (Kiuru et al., 2014);
1.2.1 Carbono (C)

O carbono é um nutriente vital para o desenvolvimento da microalga, para além
de ser o seu principal constituinte é também a sua fonte de energia. Para as culturas em

heterotrofia e mixotrofia € comum utilizar-se a glucose, sacarose, amido, acetato ou
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glicerol como fonte de carbono (C.-Y. Chen et al., 2011; Daliry et al., 2017; S.-K. Kim,
2015a). A concentracdo de fonte de carbono utilizada é também um fator de elevada
importancia para o crescimento da microalga, em alguns casos uma concentracao elevada
pode ter efeitos inibidores na produtividade, enquanto que em outros casos pode estimular
bastante o crescimento (Daliry et al., 2017). Como referido anteriormente a Tabela 1.2.2
apresenta a produtividade e as concentragdes das fontes de carbono utilizadas para varias

especies, em heterotrofia, e a Tabela 1.2.3 para o cultivo em mixotrofia.

1.2.2  Azoto (N)

O azoto desempenha um papel importante na regulacdo do crescimento da
microalga e no metabolismo dos lipidos. Algumas das fontes azoto utilizadas séo: ureia,
nitrato de potassio, sulfato de amonia, nitrato de amonia, peptona e extrato de levedura
(Daliry et al., 2017). Tal como acontece para 0 carbono, e para 0s restantes nutrientes, a
concentra¢do em que 0 azoto esté presente no meio pode estimular ou inibir o crescimento
e a producdo de compostos, como é o caso dos lipidos. No caso do azoto, a sua limitacdo
leva a um aumento da produtividade de lipidos, mas tem um efeito inibidor na
concentracdo em biomassa (Daliry et al., 2017). A Tabela 1.2.2 apresenta também vérias
fontes de azoto e a concentracdo utilizada para o cultivo de diferentes estirpes de

microalgas, em heterotrofia.
1.2.3 Fosforo (P)

O fosforo é um nutriente essencial na fotossintese e a sua concentragdo no meio
afeta significativamente o crescimento da microalga (Chu et al., 2013; W. Kim et al.,
2012). O fosforo desempenha um papel importante na producdo lipidica aquando da
limitacdo em azoto. A fonte de fésforo normalmente utilizada é o fosfato dipotassico
(K2HPO4 ) (W. Kim et al., 2012). Este nutriente € acumulado no interior das células na
forma de polifosfato (Poly-P), este composto pode ser acido insolGvel — armazenado nas
células e utilizado quando a concentracdo de fosforo no meio € insuficiente para o
crescimento da microalga — ou acido soltvel — que esta envolvido no metabolismo do
ADN e na producéo proteica (Chu et al., 2013).



Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes heterotroficas.

PS
o Fonte de Concentracao Fontede  Concentracéo Prodx (g/ Condicdes de o
Espécie (9dew. Referéncia
Carbono (g/L) Azoto (g/L) L.d Cultura
] Amonia Heterotrofico (H. Zheng et al.,
Chlorella sp Glicerol 10 5,58 335
total Batch 2015)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 0,75 11,7 )
suecica levedura luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 10 0,75 79 )
suecica levedura luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 15 0,75 6,6 )
suecica levedura luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Acetato de Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
] o 0,5 0,75 6,0 )
suecica Saédio levedura luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Acetato de L Extrato de 075 i1 Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
suecica Saédio levedura ' ’ luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Acetato de . Extrato de o g Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
suecica Sédio levedura ' ’ luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 Peptona 4 11,7 )
suecica luz, meio Walne 2011)
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Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes heterotroficas. (continuagéo)

Tetraselmis Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 Peptona 8 17,2 )
suecica luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 Peptona 12 17,6 )
suecica luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 5 15,7 )
suecica levedura luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 10 91 )
suecica levedura luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 15 10,3 )
suecica levedura luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
. Glucose 5 5 17,3 )
suecica carne luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 10 8,82 ]
suecica carne luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 15 8,1 )
suecica carne luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
] Glucose 5 5 8,4 ]
suecica malte luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 10 11,3 )
suecica malte luz, meio Walne 2011)




Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes heterotroéficas. (continuagéo)

Tetraselmis Extrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 15 9,4 )
suecica malte luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis ] Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 Ureia 1,2 8,1 )
suecica luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis ) Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 Ureia 2,2 4.8 )
suecica luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis ] Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 Ureia 3,2 4,3 )
suecica luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 o 1 2,8 )
suecica sodio luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 o 3 3,5 )
suecica sodio luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 o 5 2,8 )
suecica sodio luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 . 1 2,0 )
suecica amonio luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 ) 3 0,07 )
suecica amonio luz, meio Walne 2011)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, sem (Azmaetal.,
) Glucose 5 . 5 0,06 )
suecica amonio luz, meio Walne 2011)

10




Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes heterotroficas. (continuagéo)

Heterotrofico,

Chlorella sp. ) (Mondal et al.,
Frutose 5 0,683 0,012 meio Blue Green-
Bta 9031 2017)
11
Heterotrofico,
Chlorella sp. ) (Mondal et al.,
Na-Acetato 5 0,718 0,014 meio Blue Green-
Bta 9032 2017)
11
Heterotrofico,
Chlorella sp. ) (Mondal et al.,
Melago 5 0,843 0,022 meio Blue Green-
Bta 9033 2017)
11
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 20 o 1 7,09 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potéassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 20 o 2 10,55 ] (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 20 o 4 10,18 ] (Lietal., 2013)
sorokiniana potéassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 20 o 6 10,73 ] (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
) Heterotrofico,
Chlorella Nitrato de ) )
o Glucose 20 o 8 10,37 meio Kuhl (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio
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Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes heterotroficas. (continuagéo)

Chlorella Nitrato de Heterotroéfico, )
. Glucose 40 o 1 6,16 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 40 o 2 13,07 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, ]
o Glucose 40 o 4 14,83 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 40 o 6 18,89 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, ]
o Glucose 40 o 8 19,43 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 60 o 1 6,67 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, ]
. Glucose 60 o 2 13,75 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 60 o 4 22,92 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 60 o 6 25,43 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 60 o 8 24,36 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
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Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes heterotroficas. (continuagéo)

Chlorella Nitrato de Heterotroéfico, )
o Glucose 80 o 1 7,41 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 80 o 2 15,82 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, ]
o Glucose 80 o 4 33,46 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 80 o 6 25,35 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potéassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, ]
o Glucose 80 o 8 22,28 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 80 o 1 6,64 ] (Lietal., 2013)
sorokiniana potéssio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 80 o 2 16,02 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 80 o 4 24,20 ] (Lietal., 2013)
sorokiniana potéassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, ]
o Glucose 80 o 6 24,43 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
Chlorella Nitrato de Heterotrofico, )
o Glucose 80 o 8 20,59 ) (Lietal., 2013)
sorokiniana potassio meio Kuhl
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Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condig¢des heterotroéficas. (continuagéo)

) ) - (Lu, Wang,
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico,
) Glucose 10 o 1,00 ) Yang, Zhu, &
suecica sodio meio Guillard’s f/2
Pan, 2017a)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, (Luetal.,
) Glucose 10 o 1,18 ) )
suecica sodio meio Guillard’s /2 2017a)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, (Luetal.,
) Glucose 10 . 1,26 )
suecica sodio meio Guillard’s /2 2017a)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, (Luetal.,
) Glucose 10 ) 1,37 )
suecica sodio meio Guillard’s /2 2017a)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, (Luetal.,
) Glucose 10 . 1,25 )
suecica sodio meio Guillard’s /2 2017a)
Tetraselmis Nitrato de Heterotrofico, (Luetal.,
) Glucose 10 o 1,19 )
suecica sodio meio Guillard’s /2 2017a)
Chlorella Heterotrofico, (H.-H. Chen &
) Glucose 7,31 ) )
protothecoides meio Basal Jiang, 2017)
Hidrolisado -
Chlorella ] Heterotrofico, (H.-H. Chen &
) de amido de 1,58 ) )
protothecoides ) meio Basal Jiang, 2017)
mandioca
Chlorella Melaco G5 Heterotrofico, (H.-H. Chen &
protothecoides | hidrolisado ’ meio Basal Jiang, 2017)

14




Tabela 1.2.2 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes heterotroficas. (continuagéo)

Chlorella Acetato e 0,076 - Heterotroéfico, (H.-H. Chen &
vulgaris glicerol 0,082 meio Basal Jiang, 2017)
Neochloris Heterotrofico, (H.-H. Chen &
Glucose 0,3-0,47 ) )
oleoabundans meio Basal Jiang, 2017)
PS — Peso seco (gocw/ L); Prodxn — Produtividade (g/ L.d)
Tabela 1.2.3 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condi¢des de mixotrofia.
o Fonte de Concentracéo PS (gdew/ Prodxn (g / Condicoes de o
Especie Referéncia
Carbono (g/L) L) L.d) Cultura
Chlorella sp. Bta Mixotrofico, meio
Na-acetato 5 1,45 0,12 (Mondal et al., 2017)
9031 Blue Green-11
Chlorella sp. Bta Mixotrofico, meio
Frutose 5 1,25 0,10 (Mondal et al., 2017)
9032 Blue Green-11
Chlorella sp. Bta Mixotrofico, meio
Melaco 5 1,55 0,07 (Mondal et al., 2017)
9033 Blue Green-11
L (Abreu, Fernandes,
] Soro de queijo ndo o ] o
Chlorella vulgaris o 10 1,98 0,32 Mixotrofico Vicente, Teixeira, &
hidrolisado
Dragone, 2012)
) Soro de queijo o
Chlorella vulgaris 10 3,58 0,75 Mixotréfico (Abreu et al., 2012)

hidrolisado
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Tabela 1.2.3 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes de mixotrofia. (continuagéo)

Chlorella vulgaris Glucose + galactose 5+5 2,24 Mixotrofico (Abreu etal., 2012)
Phaeodactylum Mixotréfico, meio (Wang, Fu, & Pei,
) Glucose 0,5 1
tricornutum Guillard’s /2 2012)
Phaeodactylum Mixotrofico, meio
) Glucose 1 1,2 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s /2
Phaeodactylum Mixotréfico, meio
) Glucose 2 1 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s 172
Phaeodactylum Mixotrofico, meio
) Glucose 5 0,6 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s /2
Phaeodactylum ) Mixotrdéfico, meio
) Amido 0,5 0,6 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s 172
Phaeodactylum ) Mixotrofico, meio
] Amido 1 0,5 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s 1/2
Phaeodactylum ] Mixotrofico, meio
) Amido 2 0,8 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s 172
Phaeodactylum ) Mixotrofico, meio
) Amido 5 0,6 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s 172
Phaeodactylum o Mixotrofico, meio
Acetato de sodio 0,5 1 (Wang et al., 2012)

tricornutum

Guillard’s /2
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Tabela 1.2.3 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes de mixotrofia. (continuagéo)

Phaeodactylum

Mixotréfico, meio

) Acetato de sodio 1 0,7 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s 172
Phaeodactylum o Mixotrofico, meio
) Acetato de sodio 2 0,7 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s /2
Phaeodactylum o Mixotrofico, meio
] Acetato de sodio 5 0,6 (Wang et al., 2012)
tricornutum Guillard’s /2
Chlamydomonas ) o
) 3 Acetato 1 1,5 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas o
) N Acetato 2 1,7 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas o
] § Acetato 5 1,6 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas o
] B Acetato 10 2 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas o
] § Glucose 1 1,3 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas o
) N Glucose 2 1,4 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas ) )
Glucose 5 1,6 Mixotréfico, TAP (Moon et al., 2013)

reinhardtii
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Tabela 1.2.3 — Efeito de diferentes fontes de carbono e de azoto no crescimento de varias espécies de microalgas em condicdes de mixotrofia. (continuagéo)

Chlamydomonas o
) N Glucose 10 1,7 Mixotréfico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas ) ) )
] B Glicerol 1 1,4 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas ) ) ]
) y Glicerol 2 1,6 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas ) o
] N Glicerol 5 1,6 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas i e
) y Glicerol 10 1,5 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas ) o
] N Sacarose 1 1,3 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas o
) N Sacarose 2 1,3 Mixotréfico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas ) o
] N Sacarose 5 1,4 Mixotrofico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii
Chlamydomonas e
. .. Sacarose 10 1,2 Mixotréfico, TAP (Moon et al., 2013)
reinhardtii

PS — Peso seco (gocw/ L); Prodxn — Produtividade (g/ L.d)
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1.2.4 Enxofre (S)

O enxofre é um macronutriente importante para o crescimento das microalgas,
estando presente no processo de divisdo celular, metabolismo proteico, além de ser um
elemento estrutural de proteinas, vitaminas e aminoécidos (Golub & Voyevoda, 2013;
Hase, Morimura, Mihara, & Tamiya, 1958; G. Salbitani, VVona, Bottone, Petriccione, &
Carfagna, 2015). A limitacdo em enxofre pode levar por um lado, a um resultado positivo,
promovendo um aumento da acumulacdo de lipidos, e por outro lado, a um resultado

negativo, levando a um descontrolo da divisdo celular (Golub & Voyevoda, 2013).

1.3 APLICACOES

As microalgas séo fontes de produtos de alto valor comercial (Borowitzka, 2013).
Os compostos extraidos destes organismos podem ter vérias aplicagdes. Os produtos
extraidos das microalgas incluem: pigmentos, antioxidantes, polissacarideos, triglicéridos,

vitaminas e extratos (Morales-Sanchez, Martinez-Rodriguez, & Martinez, 2017).

1.3.1 Biodiesel

As microalgas oleaginosas acumulam naturalmente elevadas quantidades de
lipidos. Normalmente o contetdo lipidico das algas oleaginosas corresponde entre 20 a
70% do peso seco, mas algumas espécies conseguem atingir os 90% quando submetidas
a certas condic6es nutricionais (H.-H. Chen & Jiang, 2017). A composi¢do em lipidos
depende da temperatura, pH, nutri¢do (concentragdo de carbono, azoto, fésforo, enxofre),
condicdes de cultura e espécie (Griffiths et al., 2011; Morales-Sanchez et al., 2017), estas
propriedades podem ser modificadas de modo a aumentar a producdo de acidos gordos
especificos (Perez-Garcia, Escalante, de-Bashan, & Bashan, 2011). A saturacdo dos
acidos gordos produzidos é diretamente dependente da concentracdo de agucares (Perez-
Garcia et al., 2011). A producdo e acumulacéo de lipidos é maior quando 0 meio esta em
saturacdo de nutrientes e em excesso de carbono, nesta fase o carbono é metabolizado e
sdo produzidos os triglicéridos (Morales-Sanchez et al., 2017). Nas culturas autotréficas
e heterotréficas a acumulacdo de lipidos € atribuida ao consumo de agucares numa taxa
superior a da producéo de células (Perez-Garcia et al., 2011). Estima-se que a producéo
em condigdes de heterotrofia obtenha resultados até 4 vezes superiores aos obtidos em

autotrofia, algumas das espécies em que este fendbmeno se verifica sdo Chlorella

19



saccharophila, Chlorella vulgaris, Nitzschia. laevis, Cylindrotheca fusiformis, Navicula
incerta e Tetraselmis suecica (Perez-Garcia et al., 2011).

1.3.2 Compostos bioativos

Além das suas aplicacbes como alimento na aquacultura e da producdo de
biocombustiveis e no setor alimentar, as microalgas também representam uma fonte de
produtos de elevado valor para a industria farmacéutica e de cosmética (S.-K. Kim,
2015b). A estes produtos da-se 0 nome de compostos bioativos. Os compostos bioativos
s&o metabolitos primarios ou secundarios que desencadeiam efeitos, benéficos ou nocivos,
no organismo a nivel dos tecidos e das células, estes podem também ser considerados
nutrientes ndo essenciais. Estes compostos podem ser agrupados de acordo com a sua
natureza. Os grupos existentes atualmente sdo: biopolimeros, biocerdmicas, produtos
naturais, acidos gordos, toxinas marinhas, pigmentos marinhos, nanoparticulas marinhas,
estes podem ser obtidos de varios organismos marinhos (Jha & Zi-rong, 2004; Richmond,
2004). Os produtos das microalgas mais utilizados para a industria farmacéutica sdo os
pigmentos, dos quais se destacam os carotenoides (a-caroteno e B-caroteno), ficocianina,
astaxantina, clorofilas (clorofila a e b), fucoxantina, licopeno, luteina, ficobiliproteinas,
xantofilas (S.-K. Kim, 2015a).

Os compostos provenientes das microalgas podem apresentar propriedades
antioxidantes,  anti-inflamatérias,  anticancerigenas,  antialérgicas, antivirais,
antibacterianas, dermoprotetoras, preventivas contra doengas 6sseas, protecao do sistema
cardiovascular, neuro-protetoras (Cuellar-Bermudez et al., 2015; Ibafiez et al., 2012;
Khan et al., 2018; S.-K. Kim, 2015a, 2015b). Cada vez mais se regista um aumento do
interesse na producdo das microalgas para extragdo dos seus compostos bioativos devido

a estas propriedades.
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2 OBJETIVOS

Esta dissertacdo de mestrado foi realizada no Laboratério de Engenharia e
Biotecnologia Ambiental (LEBA), integrado no Centro de Investigacdo Marinha e
Ambiental (CIMA). O trabalho foi desenvolvido em parceria com a Universidade de
Huelva, no ambito do Programa INTERREG V A Espafia-Portugal (POCTEP) 2014-2020.

Este trabalho teve como objetivo principal a otimizagéo da composigéo nutricional
do meio de crescimento de microalgas (meio ALGAL e meio TAP), de modo a aumentar

a sua produtividade e a tornar a producdo das microalgas sustentavel.

Para a otimizacdo do meio ALGAL utilizou-se a microalga Tetraselmis sp. CTP4.

Esta fase do trabalho experimental teve como objetivos especificos:

a. Avaliacédo da capacidade da microalga crescer na presenca de fontes de carbono
organicas;

b. Otimizacéo das condicGes de cultivo da microalga Tetraselmis sp. CTP4;

A segunda fase do trabalho consistiu na otimizagdo do meio TAP para a producéo

de Chlorella sorokiniana, em que os objetivos especificos foram:

a. Otimizacdo da composicdo do meio em fosforo;
b. Otimizacdo da composicdo do meio em enxofre;
c. Definicdo das condi¢des de producdo para obtencdo de elevado rendimento em

biomassa e metabolitos.

21



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICROORGANISMOS

Neste trabalho foram utilizadas duas espécies de microalgas, a Tetraselmis sp.
CTP4, isolada de amostras de &gua retiradas da Ria Formosa (Faro, Portugal) pelos
Laboratorios MarBiotech da Universidade do Algarve (Pereiraet al., 2016a) e a Chlorella
sorokiniana,  gentilmente cedida pela Professora Rosa Leon, responsavel pelo
Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas da Universidade de Huelva, Espanha, no
ambito do Programa INTERREG V A Esparia-Portugal (POCTEP) 2014-2020.

3.2 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados meios diferentes para as culturas das duas estirpes. Para a
Tetraselmis sp. CTP4 foi utilizado o meio ALGAL e para a Chlorella sorokiniana foi

utilizado o0 meio TAP.

3.2.1 Tetraselmis sp. CTP4

As culturas de Tetraselmis cresceram em agua salgada estéril suplementada com
meio ALGAL modificado, a uma concentracdo de 1,5 mL de meio para 1 L de &gua
salgada. A producdo do meio é baseada no método descrito por (Fabregas et al., 1984),
denominado meio ALGAL.

O ensaio foi realizado em mixotrofia (com luz, agitagdo e arejamento) e em
heterotrofia (sem luz e sem arejamento e com agitacéo), o meio foi suplementado com

diferentes concentrac6es de glucose, com o objetivo de otimizar o crescimento microalga.

3.2.2 Chlorella sorokiniana

As culturas de Chlorella sorokiniana foram inicialmente cultivadas em meio TAP
solido e depois foram passadas para meio liquido, a composi¢ao do meio e das solugdes

stock esta descrita na Tabela 3.2.2.

O ensaio decorreu em mixotrofia (com luz e arejamento), e as concentragdes de
fosforo e enxofre foram alteradas para testar qual a que proporcionava um maior

crescimento. O acido acético é a fonte de carbono naturalmente presente no meio TAP.
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Tabela 3.2.1 — Composi¢ao do meio TAP (Gorman & Levine, 1965).

Composto Concentragéo (mL/L)
Solucdo A 10
Solucéo B (Tampéo Fosfato I1) 1
Hutner traces 1x S)
Tris HCI 1m 20
Acido acético 0,95

Solugdes Stock

Composto Concentracéo (g/L)
Solucéo A
CaCl; 2H:0 5
MgSO,4 7H20 10
NH4CI 40

Solucdo B (Tampéao Fosfato I1)
KoHPO4 115
KH2PO4 6

3.3 ENSAIOS EXPERIMENTAIS

Como referido anteriormente, os ensaios com 0 meio ALGAL foram realizados
em hetero e mixotrofia e 0s ensaios com 0 meio TAP foram realizados em mixotrofia.
Nos ensaios de mixotrofia, os erlenmeyers foram mantidos numa sala iluminada a
temperatura ambiente, tendo sido montado em sistema de arejamento, em que o fluxo de
ar passava por um filtro de ar (Pressure Filters Sartolab® P20), antes de entrar em cada
erlenmeyer. Para os ensaios em heterotrofia, os erlenmeyers foram mantidos numa
agitadora sem luz artificial. Todo o material utilizado estava estéril e todas as

manipulagdes foram realizadas dentro de uma camara de fluxo laminar horizontal.
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Figura 3.3.1 — Diferentes fases do ensaio experimental.

3.3.1 Tetraselmis sp. CTP4

Para este estudo comparou-se o crescimento da microalga em diferentes condigdes,
para tal utilizou-se diferentes concentrac6es de glucose como fonte de carbono e extrato
de levedura como fonte de azoto. A estirpe cresceu inicialmente em meio sélido e foi
posteriormente passada para meio liquido, onde se realizou o aumento de escala, desde
erlenmeyers de 100 mL com 50 mL de meio até erlenmeyers de 500 mL com 250 mL de

meio. Para os pré-indculos foram preparadas as seguintes condicdes:

e Meio ALGAL
e Meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura;
e Meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura e 1 g/L de Glucose;

Para os ensaios preparou-se cinco condicdes diferentes, que foram inoculadas a
20% (v/v):

e Meio ALGAL (A) (controlo), em duplicado;

e Meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura (AE) (controlo), em duplicado;

e Meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de Glucose (A5), em
triplicado;

e Meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de Glucose (A10), em
triplicado;
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e Meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura e 15 g/L de Glucose (A15), em

triplicado.

O ensaio em mixotrofia foi realizado com agitacdo, luz (100 uE m?2s?) e arejamento
constante, e o ensaio em heterotrofia foi realizado sem luz e arejamento apenas com
agitacdo constante, ambos 0s ensaios decorreram durante 360 horas (15 dias).
Diariamente retirou-se 3 mL de amostra de cada erlenmeyer, para determinacdo da

biomassa celular e da densidade celular, por absorvancia.

3.3.2 Chlorella sorokiniana

Para este processo de otimizacdo, variaram-se as concentragdes de fésforo e
enxofre presentes no meio de cultura. A microalga Chlorella sorokiniana foi passada do
meio sélido para o meio liquido através de um aumento de escala gradual, desde 25 mL
de volume até 200 mL. Os ensaios de otimizacdo foram realizados em erlenmeyers de
500 mL com 200 mL de meio.

Esta experiéncia de otimizacdo do meio de cultivo foi dividida em 3 fases. Na
primeira fase, foi otimizada a concentracdo de fosforo, onde se testaram-se 6
concentracdes diferentes; na segunda fase, procedeu-se a otimizacdo do enxofre e
testaram-se igualmente 6 concentragdes. Numa Ultima fase, selecionaram-se as
concentracOes de fosforo e de enxofre que apresentaram melhores resultados e testou-se
o0 crescimento da microalga com as condicdes otimizadas (O). Tanto para o fésforo como
para o enxofre, as concentrac@es a testar foram idénticas: 0,3 mM (B), controlo (C), 1
mM (D), 3 mM (E), 6 mM (F) e 10 mM (G). Considerou-se como controlo, a
concentracdo de fésforo (0,544 mM) e de enxofre (0,59 mM) presente meio TAP. Para
variar a concentracdo de fosforo modificou-se o volume de solucéo B adicionado ao meio,
e para a alteracdo da concentracdo de enxofre modificou-se o volume de sulfato de
magnésio hepta-hidratado (MgSO4 7H20) adicionado a solugdo A. Os ensaios realizaram-
se com luz e arejamento constante. A primeira e segunda fase, otimizacdo da
concentracdo de fosforo e enxofre, respetivamente, decorreram durante 336 horas e a
ultima fase durante 216 horas. Os ensaios decorreram em triplicado e diariamente
retiraram-se cerca de 3,5 mL de amostra para analise da densidade celular, quantificagao
de carotenoides e de acetato, e de dois em dois dias retirou-se 1,5 mL de amostra para

determinacédo da biomassa formada.
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3.4 METODOS ANALITICOS

Ao longo de todos os ensaios foram recolhidas amostras para que se pudesse
preceder aos testes analiticos descritos abaixo. Para 0s ensaios com a Tetraselmis sp.

CTP4 apenas se utilizou os métodos para determinacdo da biomassa e da densidade Otica.

3.4.1 Determinacgdo da biomassa

Para a determinacgé@o do peso seco, pipetou-se diariamente, em triplicado, 1,5 mL
de amostra para eppendorf previamente secos na estufa (Binder FD53, EUA) e pesados
numa balanga analitica de precisdo (Precisa XB 120A, Suica). As amostras foram depois
centrifugadas durante 10 minutos a 7500 rpm (Eppendorf AG, Centrifuge 5415 D,
Alemanha), separou-se 0 sobrenadante que depois foi congelado em eppendorf para
futuras analises. Os eppendorf com a biomassa foram colocados a secar na estufa (Binder
FD53, EUA) a 50+1° C, durante aproximadamente 48 horas. Os tubos foram retirados da
estufa e deixados a arrefecer a temperatura ambiente e depois pesados (Precisa XB 120A,
Suica). O peso seco (PS) de biomassa foi obtido atraves da subtracdo do peso inicial
(eppendorf) ao peso final (eppendorf + pellet seco) (equacdo 1), este valor foi depois
multiplicado por 1000 mL, e por fim dividido pelo volume de amostra, neste caso 1,5 mL

(equacdo 2). sendo expresso em g/L.

PS = Peso Final-Peso Inicial

Equacéo 1

PS x1000 mL

Biomassa (g/L)= TSl

Equacéo 2

3.4.2 Determinacdo da densidade Gtica

Com o objetivo de acompanhar o crescimento celular das estirpes realizou-se
diariamente para todos os ensaios a leitura da densidade ética (DO). Esta leitura foi feita
em triplicado a um comprimento de onda de 750 nm num espectrofotdmetro (Cintra 202
GBC, Inglaterra), com o software GBC Spectral. Para os brancos, utilizou-se o meio de
cultura retirado antes da inoculagdo. As amostras foram diluidas para que os valores de
absorvéancia obtidos ficassem dentro da gama de linearizagdo. Uma vez que as amostras
foram diluidas para a leitura, de forma a obter o valor real da densidade oGtica foi

necessario multiplicar o valor obtido pelo fator de diluicéo.
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3.4.3 Determinagéo de pigmentos totais, clorofilas e carotenoides

Seguindo o método descrito por Arnon (1949) e Lichtenthaler (1987), procedeu-
se a extracdo e quantificacdo dos carotenoides por espectrofotometria (GBC Cintra 202).
Primeiramente, centrifugou-se (Hettrich Zentrifugen Universal 320, Alemanha)) 1,5 mL
de amostra a 3000 rpm durante 2 minutos, e descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se
4 mL de acetona a 100% ao pellet, e procedeu-se a sonicacdo num banho de ultrassons
(Selecta Ultrassons H, Espanha) durante 1 h. Por fim, centrifugou-se e reservou-se o
sobrenadante. O processo foi repetido até o pellet ficar com uma coloracdo branca. No
fim o pellet foi descartado e os sobrenadantes resultantes foram lidos aos comprimentos
de onda de 662, 645 e 470 nm. Os valores obtidos foram aplicados nas equacdes
desenvolvidas por Lichtenthaler (1987) apresentadas abaixo. A partir destas equacdes
obteve-se os valores em mg/L de clorofila a (Ca), clorofila b (Cp), clorofila total (Ct) e
carotenoides (Cc).

Co=11,24%A6620m=2,04 X Agasnm

Equacéo 3
Cv=20,13%Ag450m 4,19 X Ag62nm

Equacéo 4
Cr=7,05%Ag62nm 18,09 XAga50m

Equacéo 5

oo 1000% A 470,m-1,90 xC,-63,14xC,,
< 214
Equacéo 6

3.4.4 Quantificacdo do acido acético

A determinacdo da concentragdo em acido acetico foi feita com recurso a
Cromatografia Liquida de Alta Performance (High-Performance Liquid Chromatography
— HPLC) (Elite LaChrom Hitachi, Japdo). Utilizou-se a coluna Rezex ROA - Organic
Acid H+ (8 %) 300 x 7,80 mm da Phenomenex com o eluente de 4 mM H2SOg4, fluxo 0,6
ml/min e temperatura 63° C, detetor de indice de refracao.
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Para esta analise utilizou-se o sobrenadante resultante da centrifugacdo para obter
0 peso seco. O sobrenadante foi filtrado com recurso a filtros de membrana hidrofébica

para seringa com uma porosidade de 0,22 um (WHATMAN) para um vial.

Para a determinacédo da concentracdo da fonte de carbono no meio foram tragadas
curvas padrdo de acido acético a concentracbes de 0,4 g/L, 0,6 g/L, 0,8 g/L, 0,95 g/L
(concentracéo inicial presente no meio de cultura) e 1,2 g/L.

35 PARAMETROS CINETICOS DO CRESCIMENTO

3.5.1 Taxa especifica de crescimento ()

Para a determinacdo da taxa especifica de crescimento recorreu-se a regressao
linear do logaritmo do peso seco em funcdo do tempo, relativos a fase exponencial do
crescimento, assim a taxa especifica de crescimento corresponde ao declive da reta obtida
na fase exponencial. Esta relagdo resume-se na equacgéo 7, em que X corresponde ao peso
seco em g/L no tempo (t), expresso em horas ou dias e Xo corresponde ao peso seco no

tempo inicial.

In(x) -In(x,,)
n= -

Equacéo 7

3.5.2 Produtividade especifica maxima de biomassa
A produtividade especifica maxima de biomassa, expressa em gbiomassa/L.d 0OU
Obiomassa/L.h, é definida como a quantidade méaxima de biomassa obtida (Xmax) por unidade
de tempo em que se registou esse maximo (txmax) e foi calculada através da equacéo 8. A

biomassa maxima é expressa em g/L e o tempo é expresso em dias ou horas.

Xméx

Produtividade maxima biomassa=
Xmax

Equacéo 8
3.5.3 Produtividade total de biomassa
Define-se por produtividade total de biomassa (Qbiomassa/L.d OU Qbiomassa/L.h) a

diferenca entre a biomassa final (Xr) e a biomassa inicial (X;), em g/L, por unidade de

tempo final (tr), em dias ou horas. Esta relacéo é expressa pela seguinte equacao:
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Xp-X|

Produtividade total biomassa= :
F

Equacéo 9

3.5.4 Produtividade especifica maxima de carotenoides

A produtividade especifica méxima é obtida através da concentracdo méxima de
carotenoides (Ccméax) obtida, em mg/L, a dividir pela biomassa (Ximax) obtida, em g/L, e
pelo tempo (tcemax) €M que se obteve o valor maximo, em dias.

C.max

Produtividade maxima carotenoides=
Xtméx ><thméx

Equacéo 10
A produtividade especifica méaxima de carotenoides € expressa em

(mgcarotenoides/gbiomassa-d)-

3.5.5 Produtividade total de carotenoides

A produtividade total (mgcarotenoides/Obiomassa.d) € obtida através da diferenca entre a
concentracéo final (Ccr) e inicial (Cc) de carotenoides obtida, em mg/L, a dividir pela
diferenca entre a biomassa final (Xr) e a biomassa inicial (X) obtida, em g/L, e pelo

tempo final (tr), em dias, como expresso na seguinte equacao.

CCF'CCI

Produtividade Total Carotenoides= ——
(Xp-Xp)xtp

Equacéo 11
3.5.6 Andlise de dados

Todos os célculos e regressdes lineares realizados para os dados obtidos a partir

dos varios ensaios foram efetuados com recurso ao software Microsoft Office Excel 2016.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trabalhos experimentais para esta tese de dissertagdo foram realizados no
Laboratério de Engenharia e Biotecnologia Ambiental (LEBA) da Universidade do
Algarve, no ambito do Programa INTERREG V A Espafa-Portugal (POCTEP) 2014-

2020, em parceria com a Universidade de Huelva.

Este trabalho dividiu-se em duas fases. Na primeira, desenvolveram-se trabalhos
de otimizacg&o da concentracdo de glucose em meio ALGAL para a microalga Tetraselmis
sp. CTP4, isolada e identificada por um grupo de investigadores do CCMAR (Pereira et
al., 2016b), e na segunda fase, procurou-se otimizar a composic¢ao nutricional, em termos
das concentracdes de fosforo e de enxofre presentes no meio TAP para o cultivo da
Chlorella sorokiniana, no seguimento do trabalho desenvolvido pelos investigadores da

Universidade de Huelva, em colaboragdo com o LEBA.
4.1 Tetraselmis sp. CTP4

Com o objetivo de otimizar o crescimento da estirpe Tetraselmis sp. CTP4
analisou-se a densidade ética e o peso seco diariamente, e a partir dos resultados obtidos
determinou-se a taxa especifica de crescimento p (d?) e a produtividade total e maxima
(gbiomassa/L.d).

Uma vez que a estirpe utilizada é ndo-axénica foi necessario interromper o cultivo
de alguns erlenmeyers devido ao surgimento de contaminacdes, tal como ocorreu para as
culturas representadas na Figura 3.1.1.11. Por vezes o crescimento da contaminagéo

sobreponha-se ao crescimento da microalga devido as elevadas concentragOes de agucares.

4.1.1 Andlise do crescimento

Antes de ser colocada em meio liquido a estirpe CTP4 foi cultivada em 3 tipos de
meio ALGAL solido (meio ALGAL, meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura e
meio ALGAL com 2,5 g/l de extrato de levedura e 1 g/L de glucose) para que a estirpe se
adapte as novas condigdes de cultivo. Todas as culturas foram inoculadas a 20% (v/v) do
volume final. Como referido no ponto 3.3.1 foram preparadas cinco condi¢des diferentes,
e testou-se o0 crescimento em hetero e mixotrofia durante 360 horas (aproximadamente
15 dias), medindo-se diariamente a densidade Gtica a 750 nm e o peso seco. Na Figura

4.1.1 é possivel observar a média da densidade Otica obtida ao longo do tempo, 0 peso
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seco inicial (t0) e o peso seco maximo obtido, para cada condicdo em mixotrofia. A partir

dos graficos é observavel a diferenca no crescimento de cada condicdo, sendo que as

culturas suplementadas com glucose apresentam um melhor crescimento, o que esta de

acordo com o descrito por Lu, Wang, Yang, Zhu, & Pan, 2017. Tal como referido

anteriormente esta € uma cultura ndo-axénica, e a presenca de contaminantes pode

influenciar os valores da densidade Otica, levando a uma incorreta avaliacdo do perfil de

crescimento da microalga, sobrevalorizando os crescimentos. Contudo, os cultivos foram

terminados, assim que era observada contaminacéo. Nos perfis de crescimento € possivel
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Figura 4.1.1 — Perfis de crescimento da CTP4, em meio
ALGAL suplementado com diferentes concentragdes
de glucose e extrato de levedura, em erlenmeyers, em
mixotrofia. | - Meio ALGAL; Il - Meio ALGAL com
2,5 g/L de extrato de levedura; 111 - Meio ALGAL com
2,5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de glucose; 1V -
Meio ALGAL com 2,5 g/L de extrato de levedura e 10
g/L de glucose; V - Meio ALGAL com 2,5 g/L de
extrato de levedura e 15 g/L de glucose. O grafico de

barras representa o PS no tempo inicial, e o PS

+

maximo, para o tempo indicado. Valores médios

desvio-padréo
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observar que a microalga passa por 3 fases: 1) fase lag, caracterizada por um crescimento
lento; 2) fase do crescimento exponencial, que se inicia entre o terceiro e quarto dia; 3)
fase de declinio, em que ocorre uma diminui¢do da densidade Otica pois devido ao
esgotamento dos nutrientes, a taxa de morte sobrepde-se a de crescimento, ocorrendo a

morte dos microrganismos. (Mata, Martins, & Caetano, 2010)

Na Tabela 4.1.1 é possivel observar a taxa especifica de crescimento (1) e a
produtividade total e maxima obtida para as diferentes condi¢c6es de cultura em mixotrofia.
Tal como é observavel nos perfis de crescimento, 0s meios suplementados com glucose
apresentam taxas de crescimento mais elevadas do que as obtidas no controlo, sendo a
taxa especifica mais elevada (0,404 d!) obtida na cultura suplementada com 15 g/L de
glucose. No controlo com meio ALGAL a fase exponencial (1=0,285 d?) registou-se
entre o0 quarto e o nono dia, enquanto que para a cultura com meio ALGAL suplementado
com extrato de levedura, a fase exponencial (1=0,221 d) ocorreu entre o segundo e o
sétimo dia. Comparando os valores obtidos neste ensaio, com os obtidos por Pereira et
al., 2016, em que as taxas especificas variaram entre 0,29 e 0,31 d! e as produtividades
totais entre 0s 0,25 e 0s 0,29 ghiomassa/L.d, podemos dizer que o extrato de levedura e a
glucose sdo G6timos aditivos ao meio de cultura proporcionando um aumento na taxa
especifica de crescimento e na produtividade méaxima e total.

Tabela 4.1.1 — Parémetros cinéticos de crescimento da microalga Tetraselmis sp. CTP4 em mixotrofia, para as
diferentes condigdes de cultivo. i - taxa especifica de crescimento (d).

Meio de L () Produtividade méxima | Produtividade total
cultura (Qoiomassa/ L.d) (Qbiomassa/ L.d)
A 0,285 0,304 0,123
AE 0,221 0,133 0,088
A5 0,246 0,507 0,200
Al0 0,293 0,427 0,369
Al5 0,404 0,273 0,256

A — Meio ALGAL; AE — Meio ALGAL + 2,5 g/L de extrato de levedura; A5 — Meio ALGAL + 2,5 g/L de extrato de
levedura + 5 g/L de glucose; A10 — Meio ALGAL + 2,5 g/L de extrato de levedura + 10 g/L de glucose; Al5 — Meio
ALGAL + 2,5 g/L de extrato de levedura + 15 g/L de glucose.

A Tabela 4.1.2 representa os valores maximos de biomassa (g/L) obtidos em cada
condicdo para heterotrofia e para mixotrofia. Através dos valores obtidos é observavel

um crescimento superior em mixotrofia, tal como é descrito por (Day & Tsavalos, 1996;
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S.-K. Kim, 2015a). Os valores de biomassa voltam a demonstrar a influéncia positiva da
adicéo de glucose e de extrato de levedura ao meio ALGAL, proporcionando um aumento
significativo da biomassa obtida quando comparado aos valores obtidos nos controlos. O
carbono e 0 azoto sao nutrientes essenciais para o crescimento das microalgas (Lu et al.,
2017b)

Tabela 4.1.2 — Peso seco maximo obtido para as diferentes condi¢@es tréficas de cultivo.

Condic0es de Heterotrofia Mixotrofia
cultivo Peso seco (g/L) Peso seco (g/L)
A 1,80 2,87
AE 2,87 5,33
A5 3,27 5,20
Al10 3,07 7,02
Al5 3,13 6,20

A — Meio ALGAL; AE — Meio ALGAL + 2,5 g/L de extrato de levedura; A5 — Meio ALGAL + 2,5 g/L de extrato de
levedura + 5 g/L de glucose; A10 — Meio ALGAL + 2,5 g/L de extrato de levedura + 10 g/L de glucose; Al5 — Meio
ALGAL + 2,5 g/L de extrato de levedura + 15 g/L de glucose.

4.2 Chlorella sorokiniana

A segunda fase do trabalho experimental consistiu na otimizacdo da composicao
nutricional do meio TAP, em termos das concentracdes de fosforo e enxofre com o
objetivo de melhorar o crescimento da Chlorella sorokiniana em mixotrofia. Para tal,
realizaram-se trés ensaios, 0 primeiro onde se variou a concentracdo dos compostos com
fésforo, num segundo, com enxofre e por ultimo, o terceiro ensaio consistiu na avaliacao
do crescimento da C. sorokiniana, com as concentracdes de fosforo e enxofre que
apresentaram melhores resultados. De forma a analisar o crescimento mediu-se
diariamente a densidade Otica e 0 peso seco a cada 48h. Realizou-se também a
quantificacdo de clorofila total e de carotenoides no inicio e no fim do ensaio, e do

consumo de acido acetico presente no meio, no inicio, a meio e no fim do tempo de cultura.

4.2.1 Otimizagdo da concentragéo de fosforo

Para a otimizac&o do fosforo testaram-se 5 concentracGes diferentes e utilizou-se
0 meio TAP ndo-modificado como controlo, a inoculacdo foi feita a 20% (v/v). As
concentracgdes testadas foram as seguintes: B — 0,3 mM; C — 0,544 mM (controlo); D -1
mM; E-3mM; F-6 mM; G-10 mM.
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4.2.1.1 Anélise do crescimento

Este ensaio teve a duracdo de 336 horas (14 dias), onde se registou a densidade
Otica e 0 peso seco. Na Figura 4.2.1 € possivel observar os perfis de crescimento. A partir
da analise dos resultados obtidos atraves da cromatografia liquida, verificou-se que o

acetato foi totalmente consumido em todas as condicOes testadas.
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Figura 4.2.1 — Perfis de crescimento da Chlorella sorokiniana durante a otimizacéo da concentragdo de fosforo.
A microalga foi cultivada em mixotrofia em meio TAP com diferentes concentragdes de fosforo, em erlenmeyers.
(B) — 0,3 mM de fésforo; (C) — controlo; (D) — 1 mM de fésforo; (E) - 3 mM de fosforo; (F) — 6 mM de fosforo;
(G) — 10 mM de fésforo; @ - pPeso seco (g/L) M - Densidade 6tica (750 nm). Valores médios + desvio-padréo
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Ao analisar os perfis de crescimento é possivel observar que 0 peso seco e a
densidade 6tica se comportam de maneira semelhante, isto demonstra uma boa correlagdo
entre estes dois parametros. Analisando os perfis de crescimento e 0s parametros cinéticos
(Tabela 4.2.1) a condicdo que proporciona um peso seco e uma absorvancia mais elevada
é a concentracdo de 3 mM de fosforo (E). A Tabela 4.2.1 apresenta valores relativos a
taxa especifica de crescimento e produtividades de biomassa. Para a condicdo E obteve-
se uma taxa de crescimento de 0,427 d*!, este valor é semelhante ao obtido por S. Kim et
al., 2013 (0,44 dY), em culturas em mixotrofia, com meio suplementados com carbono
organico e inorganico. Embora se tenham registado taxas mais elevadas do que a obtida
para a condicdo E , nomeadamente na condi¢do controlo, uma vez que a microalga ja
estava adaptada as condi¢des do meio, foi para esta condicdo que se obteve as melhores
produtividades de biomassa, obtendo uma produtividade maxima de 0,233 Qbiomassa/L.d.
O maximo de peso seco (3,267 g/L) e de absorvancia (15,72) foi apds 336h na
concentragdo de 3mM (E).

Tabela 4.2.1 — Par@metros cinéticos de crescimento registados para a microalga Chlorella sorokiniana em
mixotrofia, crescida em erlenmeyer, durante 336 h, para as diferentes concentragfes de nutrientes com fésforo.

Condicdes de cultivo B C D E F G

W (dY) 0434 0501 0,399 0426 0436 0,303

Produtividade
maxima 0,229 0,203 0,176 0,233 0,213 0,182
(gbiomassa/ L.d)
Produtividade
total 0,206 0,182 0,150 0,206 0,186 0,151
(gbiomassa/ L.d)

B - 0,3 mM; C - 0,544 mM (controlo); D —1 mM; E - 3mM; F - 6 mM; G - 10 mM. | - taxa especifica de crescimento
(.

Biomassa

4.2.1.2 Quantificagdo de pigmentos totais, clorofilas e carotenoides

Para avaliar a producdo de pigmentos e carotenoides, utilizaram-se amostras

recolhidas no inicio da cultura e no final do ciclo de crescimento, desta forma foi possivel
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quantificar os metabolitos produzidos durante o ensaio. Na Tabela 4.2.2 sdo apresentados
os valores obtidos, através da subtracdo dos pigmentos inicias aos pigmentos finais. Para
as diferentes concentragdes de fosforo presentes no meio, a cultura de C. sorokiniana que
apresentou valores mais elevados de carotenoides (2,72 mg/L) foi o cultivo com 3 mM
de fosforo.

Tabela 4.2.2 — Valores de pigmentos totais, clorofilas e carotenoides, em mg/L, produzidos durante o ensaio de

otimizag&o das diferentes concentracdes de nutrientes com fésforo.

Condicao Ca (mg/L) Cb (mg/L) Cr (mg/L) Cc (mg/L)
B 8,23 4,33 12,56 2,05
C 9,64 514 14,70 2,61
D 8,36 4,04 13,09 2,12
E 7,82 4,22 12,04 2,72
F 9,04 4,99 14,03 2,58
G 8,79 4,27 13,52 1,97

B - 0,3 mM; C - 0,544 mM (controlo); D — 1 mM; E - 3 mM; F - 6 mM; G - 10 mM; (Ca — clorofila a; Cp -
clorofila b; Cr — clorofila total; Cc — carotenoides).

A excecdo da condicido B (0,3 mM), todas as restantes produtividades de
carotenoides (Tabela 4.2.3) foram semelhantes, sendo que o controlo foi 0 que obteve as
melhores produtividades. No entanto quando comparamos as concentracdes de
carotenoides obtidas neste ensaio com os resultados obtidos em outros estudos com
estirpes diferentes, estes valores ficam muito aquém do esperado, sendo que em culturas
de Chlorella pyrenoidosa e Chlorella vulgaris em &guas residuais com concentracées de
fosforo semelhantes as utilizadas neste ensaio se obtiveram concentracdes superiores a
7,4 mg/L (Guedes et al., 2011; Safafar et al., 2016). A producéo de carotenoides pode ser
afetada pela composicdo do meio, pH, temperatura, agitacdo e arejamento, por isso é
importante otimizar todas as condic¢Ges de cultivo de modo a maximizar a produtividade
dos compostos desejados, para além destes fatores foi também descrito que a producéo
destes compostos pode ser estimulada por condicGes de stress associadas a um aumento
na concentracdo de NaCl ou a uma limitacéo nos nutrientes (Cordero et al., 2011; Guedes
etal., 2011).
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Tabela 4.2.3 — Valores das produtividades maximas e totais dos carotenoides, produzidas pela microalga C.
sorokiniana, em meio TAP com diferentes concentragdes de fosforo e cultivada em condi¢es mixotréficas, em

erlenmeyer.

Condicdes de cultivo B C D E F G

Produtividade maxima
0,063 0,073 0,069 0,067 0,070 0,064
(mgcarotenoides/gbiomassa.d)

Produtividade total
0,061 0,073 0,072 0,067 0,071 0,067

(MQcarotenoides/Qbiomassa.d)

B - 0,3 mM; C - 0,544 mM (controlo); D —1 mM; E - 3mM; F - 6 mM; G - 10 mM.

Depois de analisados os perfis de crescimento, as taxas de crescimento e
produtividades obtidas para a otimizacdo da concentracdo de fosforo selecionou-se a
condicdo que apresentou um crescimento mais rapido e uniforme e em que se obtiveram
as melhores produtividades em termos de biomassa, desta forma a concentragéo
selecionada foi a de 3 mM de fosforo (E).

4.2.2 Otimizacado da concentracéo de enxofre

Tal como ocorreu para a otimizacdo do fosforo, para este ensaio também se
utilizaram 5 condigGes diferentes, seguindo a mesma nomenclatura utilizada
anteriormente, a Unica variacdo € que no caso do enxofre a concentracdo controlo (C) €
de 0,59 mM.

A preparacdo do ensaio e a inoculagéo dos erlenmeyer foi realizada de acordo com
o realizado no ensaio de otimizagdo do fosforo, assim ambos os ensaios foram preparados

e executados da mesma forma.

4.2.2.1 Analise do crescimento

A otimizacdo do enxofre decorreu durante 336 horas, e como descrito
anteriormente, o crescimento foi acompanhado diariamente através da leitura da
densidade Gtica, e a produgdo de biomassa foi avaliada por peso seco de dois em dois dias.

A semelhanca do que aconteceu para o ensaio de otimizag&o do fésforo, neste também se
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avaliou o consumo da fonte de carbono, acido acético, presente no meio, verificando-se
esgotamento ao fim das 336 h de cultivo.

A Figura 4.2.2 representa os perfis de crescimento obtidos para cada concentracéo
de enxofre. Apenas uma das condi¢des demonstra uma melhoria mais acentuada no

crescimento e na biomassa. Os dados dos perfis de crescimento s&o suportados pela taxa
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Figura 4.2.2 — Perfis de crescimento da Chlorella sorokiniana durante a otimizagdo da concentracdo de enxofre.
A estirpe foi cultivada em mixotrofia em meio TAP com diferentes concentracfes de enxofre, em erlenmeyers.
(B) — 0,3 mM de enxofre; (C) — controlo; (D) — 1 mM de enxofre; (E) - 3 mM de enxofre; (F) — 6 mM de enxofre;
(G) — 10 mM de enxofre; ® - Peso seco (g/L) M - Densidade 6tica (750 nm). Valores médios + desvio-padrao
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especifica de crescimento e pela produtividade de biomassa, presentes na Tabela 4.2.4.
Assim de acordo com os resultados obtidos, a concentragdo de enxofre que proporciona
um melhor crescimento é a de 1 mM de enxofre, que corresponde a condicdo D. Para esta
condicdo obteve-se uma produtividade maxima de 0,227 gbiomasse/L.d € uma taxa de
crescimento especifica de 0,402 d*, enquanto que para o controlo, a produtividade
maxima obtida foi de 0,187 gpiomassa/L..0 € a taxa de crescimento foi 0,322 d1.

Tabela 4.2.4 — Parametros cinéticos de crescimento registados durante a otimizagdo das concentragdes de

enxofre para a estipe C. sorokiniana, crescida em condic¢fes de mixotrofia.

Condicdes de cultivo B C D E F G

b (dh) 0378 0322 0402 0315 0371 0418

Produtividade
maxima 0,205 0,187 0,227 0,199 0,204 0,200
(Obiomassa/ L.d)
Produtividade
total 0,173 0,155 0,195 0,164 0,172 0,170

(Qbiomassa/ L.d)
B - 0,3 mM; C - 0,59 mM (controlo); D—1 mM; E - 3mM; F - 6 mM; G - 10 mM; | - taxa especifica de crescimento
(dh).

Biomassa

Comparando com os perfis de crescimento e as taxas especificas de crescimento
obtidos na otimizacdo do fdsforo, os valores obtidos para este ensaio sdo menores.
Embora estas produtividades sejam inferiores as registadas no ensaio anterior, encontram-
se ainda dentro do intervalo de valores (0,22 a 0,38 gniomassa/ L.d) obtido por Lizzul et al.,

2018 em ensaio em reator.

4.2.2.2 Quantificagdo de pigmentos totais, clorofilas e carotenoides

Tal como ocorreu no ensaio da otimizagdo do fdésforo, neste estudo também se
procedeu a recolha de uma amostra inicial e outra no final do ciclo de crescimento para a
determinacdo dos pigmentos produzidos. A Tabela 4.2.5 mostra a concentracdo de

clorofilas e de carotenoides produzidos para este ensaio.
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Tabela 4.2.5 — Pigmentos, em mg/L, produzidos durante o ensaio de otimizacéo das diferentes concentragdes de

enxoffre.
Condigao Ca (mg/L) Cb (mg/L) Ct (mg/L) Cc (mg/L)

B 11,93 7,04 14,54 4,12

C 9,20 5,54 14,98 3,69

D 12,32 7,12 19,45 5,16

E 10,08 6,85 14,52 4,63

F 11,58 6,98 18,44 4,47

G 9,26 5,70 15,49 3,82

B - 0,3 mM; C - 0,59 mM (controlo); D — 1 mM; E - 3 mM; F - 6 mM; G - 10 mM; (Ca — clorofila a; Cp — clorofila b;
Cr — clorofila total; Cc — carotenoides).

Observou-se 0 aumento destes metabolitos para a concentracdo de 1 mM de
enxofre, sendo a condicdo que apresentou melhores resultados, com um maximo de 19,45
mg/L de clorofila total e 5,16 mg/L de carotenoides. Embora estes valores sejam
superiores aos registados no ensaio do fosforo, ainda sdo inferiores aos descritos na
literatura para outras espécies do género Chlorella e para outros géneros de microalga
em mixotrofia (Guedes et al., 2011; Safafar et al., 2016).

Tabela 4.2.6 — Valores das produtividades maximas e totais dos carotenoides, produzidas pela microalga C.

sorokiniana, em meio TAP com diferentes concentracfes de enxofre e cultivada em condigfes mixotroficas, em

erlenmeyer.

Condigdes de cultivo B C D E F G

Produtividade Maxima
0,10v 0,05 0,220 0,123 0,117 0,102
(mgcarotenoides/gbiomassa.d)

Produtividade Total
0,121 0,122 0,135 0,144 0,133 0,114

(mgcarotenoides/gbiomassa.d)

B -0,3mM; C - 0,59 mM (controlo); D —1 mM; E - 3 mM; F - 6 mM; G - 10 mM.

Apbs o célculo das produtividades pode confirmar-se que existiu um aumento na
producdo de carotenoides. Quando comparado com os valores obtidos no ensaio do
fosforo, é possivel notar que as produtividades quase que duplicaram, mostrando que o

enxofre tem uma influéncia positiva na producéo de clorofila e de carotenoides.
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Tendo em conta os resultados obtidos, escolheu-se a condigdo D — 1 mM de
enxofre — como a concentragdo que apresenta uma melhor influencia no crescimento e na

producdo de pigmentos pela Chlorella sorokiniana.

4.2.3 Meio TAP otimizado

Depois de analisados os resultados obtidos para a otimizagdo do fosforo e do
enxofre selecionou-se as condi¢bes que revelaram ter uma maior influencia na
produtividade da microalga Chlorella sorokiniana. Para o fdésforo selecionou-se a

concentracdo de 3 mM e para o enxofre 1 mM.

Neste ensaio testou-se apenas uma condicdo, que era composta pelas
concentracdes selecionadas nos ensaios de otimizacdo, e utilizou-se 0 meio TAP ndo
modificado como controlo. A preparacdo deste ensaio foi realizada de forma semelhante

ao0s restantes ensaios descritos.

4.2.3.1 Andlise do crescimento

Este ensaio teve uma duracdo mais curta, as recolhas de amostras foram realizadas
até 216 horas ap6s o inicio do ensaio, que é equivalente a 9 dias. Tal como ocorreu nos
ensaios anteriores, analisou-se diariamente a densidade 6tica e 0 peso seco a cada 48 horas,
registou-se também a concentracdo de acido acético, fonte de carbono, no inicio, a meio

e no fim do ensaio.
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Figura 4.2.3 — Perfis de crescimento da Chlorella sorokiniana durante o ensaio final da otimizag&o. A estipe foi
cultivada em mixotrofia em meio TAP com as concentragdes de fosforo e enxofre otimizadas, em erlenmeyers.
(C) - controlo; (O) — 3mM de fésforo + 1 mM de enxofre; ® - Peso seco (9/L) M - Densidade 6tica (750 nm).

Valores médios + desvio-padréo

41



Os perfis de crescimento para este ensaio estdo representados na Figura 4.2.3.
Analisando os gréficos é possivel confirmar que de facto existe uma melhoria no
crescimento da microalga. Durante os primeiros dias de cultivo a densidade dtica era
muito semelhante, mas a partir das 96 horas a cultura com o meio otimizado comegou a
apresentar um crescimento mais rapido. A média da densidade 6tica obtida para o final
deste ensaio foi 13,44, este € o valor mais elevado registado para t=216, nos trés ensaios
realizados de otimizacdo nutricional. O méaximo de peso seco registado durante a
otimizacao do meio TAP (3,53 g/L) foi registado para 0 meio otimizado, ap6s 216 horas
de cultivo. Tambem neste caso, se verificou que a fonte de carbono presente no meio foi

completamente consumida ao fim das 216 h de cultivo.

As taxas de crescimento (Tabela 4.2.7) da microalga crescida em meio TAP
otimizado foi superior ao valor obtido no controlo assim como aos estudos descritos por
S. Kimetal., 2013. Os valores das produtividades foram igualmente elevados para ambas
as condicBes, obtendo-se para 0 meio TAP otimizado uma produtividade maxima de
0,393 Qgpiomassa/L.d € uma produtividade total de 0,370 gpiomassa/L.d.

Tabela 4.2.7 — Parametros cinéticos de crescimento determinados para o ensaio final de otimizacao do meio TAP

com a Chlorella sorokiniana em mixotrofia.

Condicdes de cultivo C O
i (d?t) 0,629 0,639
Produtividade Méaxima

0,324 0,393

(gbiomassa/ Ld)

Biomassa
Produtividade Total

0,301 0,370

(gbiomassa/ L.d)

C — Controlo; O — 3mM de fésforo + 1 mM de enxofre; | - taxa especifica de crescimento (d2).

Através da comparagdo dos perfis de crescimento e dos parametros cinéticos
obtidos para as duas condic¢des de cultura é possivel afirmar que se verificou melhorias
no crescimento da microalga e que esta quando cultivada em meio otimizado apresenta

um crescimento mais rapido e produtivo.
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4.2.3.2 Quantificacdo de pigmentos totais, clorofilas e carotenoides

Para a quantificacdo da clorofila e dos carotenoides foram utilizadas amostras do
tempo 0 e do tempo 216. Os valores de clorofila total e de carotenoides sdo apresentados
na Tabela 4.2.8, sendo os resultados obtidos para os pigmentos no meio TAP otimizado
semelhantes aos obtidos para o controlo, meio TAP normal. Os valores obtidos séo
inferiores aos da otimizacao da concentracdo de enxofre, mas sdo ligeiramente superiores
aos da otimizacdo da concentracdo de fosforo, este é ainda um valor inferior ao registado
por Safafar et al., 2016 no cultivo de espécies do Chlorella em mixotrofia com aguas
residuais.

Tabela 4.2.8 — Valores das clorofilas e carotenoides, produzidos pela microalga C. sorokiniana em meio TAP
(controlo) e em meio TAP otimizado.

Condicao Ca (mg/L) Cb (mg/L) Cr (mg/L) Cc (mg/L)
© 9,21 5,33 14,54 2,94
O 9,80 5,94 14,92 3,57

C — Controlo; O — 3mM de fosforo + 1 mM de enxofre; (Ca — clorofila a; Cp — clorofila b; Ct — clorofila total; Cc —
carotenoides);

As produtividades (Tabela 4.2.9) obtidas foram iguais para o controlo e para a
otimizacdo, este resultado ndo vai de encontro ao que se esperava, uma vez que no ensaio
da otimizacdo do enxofre a concentracdo selecionada (1 mM) proporcionava uma
melhoria na producdo dos pigmentos em estudo. Este resultado pode estar associado ao
facto de a concentracdo escolhida na otimizacao do fésforo ndo provocar um aumento da
producdo de pigmentos ou a outros fatores abioticos.

Tabela 4.2.9 — Parametros cinéticos da produgdo de pigmentos registados para o meio otimizado e para o

controlo.

Condigdes de cultivo C O

Produtividade Maxima 0,119 0,119

(mgcarotenoides/gbiomassa.d)

Produtividade Total 0,121 0,119

(mgcarotenoides/gbiomassa.d)

C — Controlo; O — 3mM de fésforo + 1 mM de enxofre.
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A partir dos resultados obtidos neste ensaio com meio otimizado podemos
observar que o0 meio otimizado se mostrou eficaz no aumento da producéo de biomassa e
da taxa especifica de crescimento, mas que ndo foi eficaz no aumento da producéo dos
pigmentos. Embora a producdo de pigmentos ndo tenha aumentado, este ndo é
essencialmente um ponto negativo, pois ndo ocorreu inibi¢cdo da sua producéo, apenas se

manteve a produtividade registada no controlo.
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5 CONCLUSAO

Existe um foco cada vez maior na Biotecnologia Azul e nos seus produtos,
sobretudo os provenientes da producéo de microalgas. Esta é uma area cada vez mais em
ascensdo e que procura ser sustentavel, para tal € necessario aumentar a produtividade

utilizando recursos com custos mais baixos.

Neste trabalho procurou-se otimizar a composi¢do nutricional de dois meios de
crescimento de duas especies de microalgas diferentes, modificando as concentragdes de
macronutrientes esséncias para 0 crescimento. Para a estirpe Tetraselmis sp. CTP4
procurou-se otimizar a concentragdo de carbono organico adicionado ao meio ALGAL,
para tal testaram-se trés concentracdes de glucose. Para a otimizacdo do meio TAP
utilizou-se a Chlorella sorokiniana em que se testaram-se diferentes concentracGes de

fésforo e de enxofre.

Na primeira parte do trabalho experimental suplementou-se 0 meio ALGAL com
5, 10 e 15 g/L de glucose e 2,5 g/L de extrato de levedura. As culturas de CTP4 foram
produzidas em condi¢6es de hetero e mixotrofia. Em condicdes de mixotrofia, a biomassa
maxima produzida foi de 7,02 g/L, em meio suplementado com 10 g/L de glucose. No
cultivo em heterotrofia da microalga CTP4, a cultura que apresentou uma taxa especifica
de crescimento mais elevada foi cultivada com uma concentracdo de 15 g/L de glucose
(0,404 d'). No entanto, a produtividade maxima de biomassa foi obtida para a
concentracdo de 10 g/L, com o valor de 0,427 gniomasso/L.d, enquanto que para a
concentracdo de 15 g/L, o valor de produtividade maxima foi de 0,273 gbiomassa/L..d.

A segunda parte do trabalho consistiu na otimizacdo do meio TAP com a
microalga Chlorella sorokiniana, crescida em condi¢cdes mixotréficas. Numa primeira
fase testaram-se as varias concentracfes de fosforo e selecionou-se a que apresentou
melhores resultados. Apds a analise das taxas especificas de crescimento e das
produtividades de biomassa e de carotenoides obtidas para as vérias condigdes
selecionou-se a concentracdo de 3 mM de fosforo como a que melhor influenciava o
crescimento da microalga. Para esta condicéo a taxa especifica de crescimento foi 0,425
d?, a produtividade méaxima foi 0,233 Qpiomassa/L.d para biomassa e 0,067
MQcarotenoides/Obiomassa.d para carotenoides. Numa segunda fase, procedeu-se a otimizagdo

da concentracdo de enxofre, selecionando-se a concentracdo de 1mM com base nos
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resultados obtidos, como sendo a que proporcionava um melhor crescimento da cultura.
Para esta condicéo a taxa especifica de crescimento foi 0,402 d%, a produtividade maxima
em biomassa foi de 0,227 Qgbiomassa/L.d € em carotenoides 0,120 MQcarotenoides/Qbiomassa.d -
Por fim, com base nos resultados obtidos da otimizacéo da concentragédo de fosforo e de
enxofre, procedeu-se ao cultivo da microalga C. sorokiniana no meio TAP otimizado.
Registou-se um aumento da taxa especifica de crescimento, 0,639 d, e da produtividade
maxima de biomassa, 0,393 gbiomassa/L.d, quando comparada com a microalga crescida

em meio TAP ndo modificado.

Através dos resultados obtidos nos ensaios com a Tetraselmis sp. CTP4 podemos
concluir que quando cultivada em meio ALGAL em mixotrofia apresenta resultados
promissores. Os resultados obtidos sugerem que esta estirpe consegue ativar o sistema
mixotréfico, aliando o consumo de uma fonte de carbono e o efeito da luz na fixacdo do
CO>. Contudo e ainda necessario aprofundar e otimizar as condigdes de cultivo na

presenca de fontes de carbono orgéanicas.

A composic¢do nutricional dos meios de cultivo sdo um aspeto muito importante
no cultivo em larga escala de microalgas. A otimizacdo do meio TAP, em termos da
composicdo em enxofre e fosforo, mostrou-se promissora no cultivo da Chlorella
sorokiniana, observando-se 0 aumento da produtividade em biomassa. Contudo, seréa
necessario proceder a mais estudos no sentido de se otimizar o modo de cultivo e as
condicdes operacionais, em termos de arejamento e mesmo de luz, proporcionando

melhores trocas gasosas e favorecendo as questdes de mistura da cultura.

Embora ambos os ensaios de otimizacdo dos meios de crescimento tenham obtido
resultados animadores, é ainda necessario testar concentra¢ées mais elevadas de glucose
e outras fontes de carbono para suplementar o meio ALGAL, para o meio TAP é essencial
otimizar as concentracfes dos restantes constituintes do meio, como por exemplo do
cobre (Cu), ferro (Fe) e zinco (Zn), de modo a elevar ao maximo a produtividade desta

microalga de elevada importéncia para o futuro.
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