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Resumo

Atualmente é fundamental encontrar novos cenarios e solucBes mais sustentaveis, ideias
mais limpas e inovadoras, de forma a privilegiar o que é natural, suprindo assim as nossas
necessidades como espécie humana, permitindo obter produtos de alto valor comercial com o
menor impacto possivel para 0 meio ambiente. Para satisfazer algumas destas necessidades,
surgem as microalgas, seres que através das suas caracteristicas surgem como um bom potencial
de investimento e uma boa forma de “limpar” o0s ecossistemas.

A Chlorella zofingiensis € uma microalga que tem uma taxa de crescimento rapida e
uniforme, tornando assim possivel o encurtamento da duragdo de cada ensaio. O estudo realizado
teve como objetivo otimizar a producdo de astaxantina através da alteracdo dos pardmetros
ambientais no cultivo da Chlorella zofingiensis em meio BBM. Os parametros estudados
incluiram o fotoperiodo (8 ou 12 ou 16 horas), o stress nutritivo (0 dias ou 10 dias ou 20 dias) e
a suplementacéo de luz laranja (0 ou 12 ou 24 horas).

As culturas realizadas que apresentaram maiores concentraces de carotenoides foram as
submetidas a um fotoperiodo de 16 horas de iluminagdo, com suplementacéo de luz laranja e
efeito de stress nutritivo ao longo de todo o ensaio. A concentracdo de carotenoides totais, CAR,
mais elevada que foi obtida foi de 11,97+0,06 mg/L e a de astaxantina foi de 9,97+£0,04 mg/L
(obtida no ensaio 16F20N24L). A astaxantina representa 83,21% dos carotenoides totais, ficando
a sobrar cerca de 16,79% para os restantes, como por exemplo, a luteina.

Uma vez identificadas as condigdes que permitiram obter a maxima concentragdo de
carotenoides totais em escala de bancada, procedeu-se ao scale-up para cultivo em
fotobiorreatores de 15 L.

O ensaio de scale-up veio demonstrar que o escalamento realizado originou os resultados
esperados, Visto que o crescimento celular e a producdo de carotenoides tiveram comportamento
idéntico ao observado no ensaio & escala de bancada em que foram alcangados os melhores
resultados (16F20N24L). A concentracdo de biomassa obtida no ensaio escalado ao fim de 20
dias de cultivo foi de 5,80 g/L e a concentracdo de carotenoides foi de 10,34 mg/L, dos quais
cerca de 82% correspondem a astaxantina (8,47 mg/L).

Assim, conclui-se que o cultivo de Chlorella zofingiensis em meio sem nutrientes com
fotoperiodo 16L:8D (horas de luz: horas no escuro), com suplementacdo de luz laranja permite
otimizar a acumulacdo de pigmentos acessorios que podem vir a ser distribuidos industrialmente.

Palavras-chave: Pigmentos, stress nutricional, Chlorella zofingiensis, astaxantina
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Abstract

Currently, it is essential to find new scenarios and more sustainable solutions, cleaner and
innovative ideas that favour what is natural, thus meeting our needs as a human species, in order
to obtains products of high commercial value with the least impact on the environment. To fulfil
these needs, microalgae arise. These microscopic beings through their characteristics appear as a
good potential investment while being a good way to clean up ecosystems.

Chlorella zofingiensis is a microalga that has a rapid and uniform growth rate, thus making
it possible to shorten the period of each experimental run. This study aimed to optimize the
production of astaxanthin by changing the environmental parameters applied in Chlorella
zofingiensis cultivation using BBM medium. Thus, the parameters studied included photoperiod,
nutritional stress and orange light supplementation.

The cultures produced under these conditions that showed higher concentration of
carotenoids were subjected to a 16 hour photoperiod, orange light supplementation and nutritional
stress effect throughout the experiment. The highest concentration of total carotenoids obtained
was 11,97+0,06 mg/L and that of astaxanthin was 9,97+0,04 mg/L (16F20N24L). This represents
83,21% of the total carotenoids, leaving about 16,79% for the remaining, such as lutein.

Once the conditions that promoted the maximum concentration of total carotenoids were
obtained on a bench scale, the cultivation was scaled-up to 15 L photobioreactors.

The scale-up assay showed that the expected results were achieved, since cell growth and
carotenoid production had the similar behaviour as in the bench scale assay that yielded the best
results (16F20N24L). The biomass concentration was 5.80 g/L and the carotenoid concentration
was 10,34 mg/L, where about 82% is astanxanthin (8,47 mg/L).

Thus, it is concluded that the cultivation of Chlorella zofigiensis in nutrient-free medium
with 16L.:8D photopriod (hours of light: hours in the dark), with supplementation of orange light
allows to optimize the accumulation of accessory pigments tha may be industrialy distributed.

Keywords: Pigments, nutritional stress, Chlorella zofingiensis, astaxanthin

Vil






Indice

S 101 10T 11 o Lo TSR 1
1.1 Enquadramento do trabalno............ccooeiiiiiiniie 1
1.2 Objetivos do trabalno ...........cceiiiiieie i 2
1.3 OrganizaGio da DISSEIMAGAD ........ccveveeririiesiesie e 2
2. ESA00 U8 ATTE ...t 3
2.1 Lot o= Lo T TSR 3
2.1.1  Filos de MICroalgas........ccovivveiieieiiieiieeeesie sttt sttt 3
2.1.2  Crescimento de MICroalgas .........cccooeiriririneiienieiee s 6
2.2 Composicao nutricional e estrutural das microalgas..........cccccvevrvverererenennnan 7
2.2.1 Carotenoides € CArOtENOGENESE ......cccveverriieerierieiiiesteeteesresre e esresre e e sreeeesnes 8
2.2.2  ASTAXANTING......eveieieiieiee e 9
2.2.3  LULBING. ...ttt 11
2.3 ACIAOS QOTOS. ......ooveceeceececeeeeeeeeee ettt sttt 11
231 ACIO Y-lINOIENICO ... 11
2.3.2  AcCido eiCOSA-PENLABNOICO. .........cvveevveereieeseersts sttt 11
2.3.3  Acido dOCOSANEXAENGICO.............cvevereriierrieicee et 11
2.4 Vantagens da utilizacdo industrial das microalgas..........c.ccocevererererieieniennens 12
2.5 Aplicacdes das microalgas e dos compostos de valor acrescentado ............... 12
2.6 Chlorella ZOfINGIENSIS.........ciiiiieeee s 13
3. MateriaiS € MELOUOS ......ccveveiiririeisieesie ettt bbb 15
3.1 Planeamento experimental e codificagdo dos ensaios..........cc.ccvcvrererieinnnnnns 15
3.2 Cultivo das MICTOAIgAS ..........eiverieieieieiie st 16
3.2.1  EStIrpe SElECIONAda. ........coviiveieieieieies s 16
3.2.2  Preparacdo dos fotobiorreatores de 250 ML ........ccccoveiivreieniiiee e, 16
3.3 MONItorizagao das CUITUIAS. ........cooiiiiiiiiee e 17
3.3.1 Determinacdo da concentracao de biomassa...........cccoevvvrirenineneieieenn, 17
3.3.2 Observacdo da existéncia de contaminagOesS ........covevvevrveererererriereereerennes 17
34 Determinagdo do teor de aGUCAIES..........cuvrieuiririerieieiee et 17
35 Determinagdo da concentracdo de pigmentos ........cccoceeveerereeieneniene e 18
3.5.1 Quantificacio das Clorofilas...........cooeeiiieiiiiie e 18
3.5.2  Quantificacdo das carotenoides totais .........ccccevvvverereeresie e 18
3.5.3  Quantificacio de astaXantiNg..........cccccererieeienieiierereee e 18

4. ReSUIAN0S € AISCUSSAD ........euviveriiiiiii ettt 21



4.1 Concentragado de DIOMASSA .......ccveveieieiiisie e 21

4.2 Producdo e acumulacao de aQUCAIES .........ccccvevuereeiiesieeeese e se e 24
4.3 Producéo e acumulagao de PIgMENTOS.........cvvirrerierieieisesese e 26
4.3.1 Clorofila a, clorofila b e clorofila C.......covveiveiii et 26
4.3.2  CaroteNOIUES. .....c.eiuiriiiteriet et 28

4.4 SCAIE-UP . 30

5. ConclusBes e sugestdes para estudos FULUIOS ........ccovvvierininie i 33
Referéncias bibHOGIafiCas. .......cccovviiiiiii e 35
AANEXOS .t 39
ANEXO A- MEI0 A8 CUITUIA ...t 39
Anexo B — Curva de calibragdo para o crescimento celular...........ccoccovveveneiniiniinnens 40

Anexo C- Curvas de calibracdo para a determinagéo de astaxantina ..............ccoceevenee. 41



indice de figuras

Figura 2.1 - Exemplo de Cyanophyta (Anabaena) (Promdaen et al., 2014). ..........ccccoeueeee. 4
Figura 2.2- Exemplo de Chlorophyta (Scenedesmus) (Promdaen et al., 2014). ................. 4
Figura 2.3- Exemplo de Euglenophyta (Promdaen et al., 2014)........c.ccccvvevevivcienevrennn, 5
Figura 2.4- Exemplo de Rhodophyta (Popper et al., 2011).......cccccviviiiininiieicccee 5
Figura 2.5- Exemplo de Chromophyta (Lewin, 1994) ........cccccceviiiiii i 6
Figura 2.6 - Crescimento de microalgas em sistema batch (Barsanti & Gualtieri, 2014)...7
Figura 2.7- Exemplo de plastidio (cloroplasto) (Zhang et al., 2017)......c..cccevevvrereneinnnene. 8
Figura 2.8- Ciclo de carotenogenese (Liu et al., 2014). .......cccoevieriiniiiiiiiesceseees 9
Figura 2.9 - Molécula de astaxantina livre (Liu et al., 2014)........cccccovvivrieiierererierieeannns 10
Figura 2.10 - Chlorella zofingiensis (A- Situacdo normal; B- Situacdo de stress) (Del
CampPO L al., 2004). ....viieeiice et r e reere e te e renreenrenrs 13
Figura 3.1- Fotobiorreatores de 250 ML .......cccoveiiiiiiiiiieeeee e 16
Figura 3.2- FOtobiorreator de 15 L......cccveiiiiiic ittt 17
Figura 4.1 - Curvas de crescimento na primeira ronda de enSaios............ccocerververveinrnninns 21
Figura 4.4 —Concentragdo de biomassa seca (g/L) de Chlorella zofingiensis obtida ao final
A0S 20 @ISttt bbbttt 23
Figura 4.5 - Concentracdo de agucares totais na biomassa de Chlorella zofingiensis (mg/mg
DIOMASSA SBCA.....vcveeteeit et bbbttt 25
Figura 4.6 - Concentragdo de Clorofila a..........ccooviiiiiiiiiicc e 26
Figura 4.7 - Concentragd0o de Clorofila D.........ccooveiiiiiiiiiee e 27
Figura 4.8 - Concentragd0 de Clorofila C........coeveiiiieiiieeee e 27
Figura 4.9 - Concentragdo de carotenoides tOLalS ........cccervererieieiiinisisie e 28
Figura 4.10 - Concentragao de astaXantiNg ..........cccceerereeeeneniereseee e 29
Figura 4.11 - Curva de crescimento da Chlorella zofingiensis no ensaio de scale-up...... 30

Figura 4.12 — Evolucdo da concentracdo de carotenoides ao longo do ensaio de scale-up

Xi



Xii



Indice de Tabelas

Tabela 3.1- Condic¢des de crescimento e codificacdo dos ensaios..........ccccevvevereieennnne, 15

Xiii






1. Introducéo
1.1 Enquadramento do trabalho

O desenvolvimento sustentavel e a necessidade de implementar uma economia circular
levaram a comunidade cientifica, empresas e classes politicas, a investir no desenvolvimento de
produtos naturais, que consigam igualar e, se possivel, substituir os produtos sintéticos. Estes
bioprodutos devem ter custo de producdo menor ou igual ao dos seus congéneres sintéticos e
originar impactos ambientais menores e menos nocivos. Para a producdo de alguns destes
compostos recorre-se as microalgas, uma vez que estas possuem um crescimento rapido e
necessitam apenas de nutrientes, luz solar e CO, para se desenvolverem.

Existem alguns compostos produzidos pelas microalgas de extrema importancia, como por
exemplo a astaxantina, os lipidos e os antioxidantes.

A astaxantina é um carotenoide de elevado valor comercial com interesse em diversos
setores de atividade, desde a cosmética, farmacéutica, nutracéutica, até a industria alimentar ou a
aquacultura (Ip & Chen, 2005). Apresenta vantagens significativas em comparagdo com 0s
compostos analogos de sintese quimica. Pode ser encontrada em diversas microalgas, como por
exemplo Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis e Dunaliella salina, sendo acumulada
em maiores quantidades quando estas sdo submetidas a condicGes de stress (Ip & Chen, 2005) .

Os lipidos (ou 6leos) sdo produzidos para fins alimentares ou energéticos por diversas
plantas terrestres. Contudo, a produgdo destes Oleos pelas microalgas manifesta diversos
beneficios, sendo que ndo competem na cadeia alimentar, nem necessitam de solo aravel fértil ou
de 4gua tratada.

Os antioxidantes sdo moléculas capazes de inibir a oxidagdo de outras moléculas e
apresentam propriedades antimicrobianas. As microalgas produzem alguns antioxidantes sendo
ainda necessario realizar estudos cientificos para avaliar a sua potencial aplicabilidade.

As microalgas sdo agentes promotores de um desenvolvimento tecnoldgico sustentavel e
da implementac&o da economia circular (Perez-Garcia et al., 2011).

Para cada espécie de microalga existe uma taxa de crescimento especifica, variando 0s
requisitos nutricionais, 0s requisitos de iluminacdo e a capacidade de produzir e acumular
compostos de alto valor, o que se traduz em diferentes resultados, de acordo com a espécie. Para
que o crescimento das microalgas seja eficiente € necessario ter em consideragdo quatro aspetos:

1. Taxa de crescimento: é avaliada com base na densidade celular a taxa méxima de
crescimento especifico e tolerancia as variaveis ambientais (temperatura, pH,
salinidade, etc.);

2. Producdo de metabolitos: é estimada com base na concentragcdo que a espécie
produz do metabolito de interesse, calculando-se assim o rendimento de producdo;

3. Robustez: determina-se pela alta consisténcia da cultura, alta estabilidade genética
e baixa suscetibilidade a predadores externos, bem como fatores abidticos, ou seja,
€ necessario que a espécie sobreviva a alteracbes ambientais;

4. Manipulagdo genética: a espécie utilizada deve ser de facil manipulacéo genética
(Williams & Laurens, 2010).



No presente trabalho vai ser utilizada a microalga Chlorella zofingiensis, sendo que cumpre
todos critérios acima descritos. Contudo, para a elaboracgdo deste trabalho apenas sdo relevantes
0s trés primeiros requisitos. Esta espécie é excelente para producdo de compostos de alto valor
(astaxantina), possui alta taxa de crescimento especifico, € muito tolerante a alteracbes ambientais
e € geneticamente estavel (Rastogi et al., 2017).

1.2  Objetivos do trabalho

O trabalho realizado tem como objetivos estudar e otimizar os pardmetros ambientais, que
potenciam a acumulacdo de compostos de valor acrescentado (nomeadamente astaxantina) na
Chlorella zofingiensis.

1.3 Organizacdo da Dissertacéo
Esta Dissertacdo encontra-se organizada em 5 capitulos.

No capitulo 1, faz-se uma breve introdugdo a temética do trabalho, refere-se sucintamente
0s objetivos do mesmo e expBe-se a organizagdo da Dissertacao.

No capitulo 2, apresenta-se 0 estado da arte referente aos compostos de interesse
produzidos pela espécie em estudo, bem como os estudos realizados acerca dessa mesma espécie.

O capitulo 3 aborda a area experimental do trabalho, onde se apresentam os materiais e
métodos referentes a caracterizacdo e determinacdo dos compostos de valor acrescentado e ao
crescimento das microalgas.

No capitulo 4 sdo demonstrados aos resultados obtidos e elabora-se a discussdo dos
mesmos.

No capitulo 5 concluiu-se acerca do trabalho realizado e dos resultados obtidos,
apresentando-se ainda sugestfes para trabalhos futuros.

Adicionalmente, segue-se uma secdo onde se encontram listadas as referéncias
bibliograficas, que suportam a escrita da dissertagdo. Por Gltimo, inclui-se uma se¢do onde se
expdem os anexos, que contemplam os métodos detalhados e as tabelas de resultados necessarios
para a elaboragao do presente trabalho.



2. Estado de Arte
2.1 Microalgas

As microalgas sdo seres microscopicos unicelulares, e podem ser referidas como um todo
pela alga microscopica Stricto Sensu, onde se incluem as espécies mais comuns, assim como as
bactérias fotossintéticas (cianobactérias) (Perez-Garcia et al., 2011; Pritchard, 1995).

As microalgas podem ser encontradas por todo o planeta, sobretudo em aguas doces,
salobras ou mesmo salgadas (Mata et al., 2010; Perez-Garcia et al., 2011).

Atualmente, o interesse pelas microalgas tem crescido devido ao seu elevado potencial para
a producao de biomassa, recorrendo a utilizacao eficiente da luz solar (Pritchard, 1995).

Embora as microalgas sejam extremamente promissoras para a obtencdo de compostos de
alto valor acrescentado, 0s custos associados a esse processo tornam-no frequentemente pouco
viavel (Chhandama et al., 2021; Perez-Garcia et al., 2011).

As microalgas apresentam diversas caracteristicas que as tornam promissoras como
matéria-prima para a producdo de compostos de alto valor, tais como (Perez-Garcia et al., 2011;
Williams & Laurens, 2010):

o Elevada eficiéncia fotossintética (maior produtividade por area, comparativamente
a outros seres fotossintéticos);

e Elevada remocéo de diéxido de carbono por area de cultura ocupada;

e Elevada capacidade de sintese e acumulacdo de compostos de interesse (lipidos,
betacarotenos, etc.);

e Ciclo de vida curto, o que indica um crescimento rapido da biomassa;

e Produtividade ndo sazonal, o que possibilita que a producéo seja anual;

e Manuseamento simples;

e Capacidade de maior producao especifica por unidade de area, com a utilizacdo de
fotobiorreatores (Satpati & Pal, 2018).

2.1.1 Filos de microalgas

As microalgas podem ser estruturadas em 5 filos, onde se destacam principalmente pela
coloracdo e pela natureza de substancias de reserva que apresentam. Os filos designam-se por:
Cyanophyta ou Cyanobacteria, Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta e Chromophyta
(Matsunaga et al., 2005).

O grupo Cyanophyta ou Cyanobacteria (exemplo: Synechococcus sp., Anabaena sp.)
(Figura 2.1) caracteriza-se pela sua cor azul-esverdeada ou tonalidade roxa. As células das
microalgas pertencentes a este filo possuem uma organizacdo procariética, ndo apresentam um
nucleo organizado, sem plastos e 0s pigmentos (clorofila e ficocianina) apresentam-se em lamelas
fotossintéticas na periferia do citoplasma, atribuindo as células uma cor homogénea (Matsunaga
et al., 2005).



Figura 2.1 - Exemplo de Cyanophyta (Anabaena) (Promdaen et al., 2014).

O filo Chlorophyta (exemplo: Chlorella sp., Scenedesmus sp.) (Figura 2.2) é distinguido
pela sua cor verde, devido a presenca da clorofila a e b. As microalgas deste grupo apresentam os
seus plastos verdes, o que lhes atribui esta coloracdo, sendo a principal substancia de reserva o
amido intraplastidial(Ma et al., 2020).

Figura 2.2- Exemplo de Chlorophyta (Scenedesmus) (Promdaen et al., 2014).

O filo Euglenophyta (exemplo: Distgma sp., Euglena sp., Phacus sp.) (Figura 2.3) tem a
mesma coloracao que o filo descrito anteriormente. Contudo, a substéncia de reserva deste grupo
é 0 paramido (substancia semelhante ao amido)(De Jesus Raposo et al., 2013).



Figura 2.3- Exemplo de Euglenophyta (Promdaen et al., 2014).

O filo Rhodophyta (exemplo: Ptilothamnion sp., Porphyridium sp.) (Figura 2.4), ao
contrario dos grupos mencionados anteriormente, apresenta plastos de cor roxa e vermelha,
podendo, por vezes, apresentar uma tonalidade azul ou verde-azeitona, devido a presenga do seu
pigmento ficoeritrina. As microalgas pertencentes a este grupo sao, predominantemente, marinhas
e apresentam como principal substancia de reserva o amido florideo (Ma et al., 2020; Matsunaga
et al., 2005).

Figura 2.4- Exemplo de Rhodophyta (Popper et al., 2011).

Por fim, o grupo Chromophyta (exemplo: Phaeophycae sp., Tetrachrysis sp., Cryptomonas
sp.) (Figura 2.5) é representado por algas acastanhadas, dourada e amarelo-esverdeado, devendo-
se as suas coloragdes dos plastos a fucoxantina e a clorofila. A principal substéncia de reserva sdo
os lipidos (Lewin, 1994; Matsunaga et al., 2005).
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Figura 2.5- Exemplo de Chromophyta (Lewin, 1994) .

2.1.2 Crescimento de microalgas

O crescimento das diferentes microalgas ¢ influenciado diretamente por diversos fatores,
podendo estes ser abidticos e bidticos. Os fatores abidticos distinguem-se em: fotoperiodo,
temperatura, nutrientes, oxigénio, dioxido de carbono, pH, salinidade e produtos quimicos. Os
fatores bioticos sdo a existéncia de predadores naturais, microrganismos patogénicos (bactérias,
fungos e virus) e a competicdo entre espécies (Makareviciene & Sendzikiene, 2020; Mata et al.,
2010).

Quando o crescimento é feito de modo artificial, ou seja, as microalgas se desenvolvem em
fotobiorreatores, todos os fatores mencionados anteriormente sdo controlados de forma a
potenciar o crescimento ou a producéo do(s) composto(s) de valor acrescentado (Makareviciene
& Sendzikiene, 2020).

O modo de produgdo em descontinuo (batch) é o método mais utilizado para o cultivo de
microalgas. Este método consiste na introducdo de uma quantidade de meio de cultura e o
respetivo indculo de microalgas num reator (Richmond, 2013). Como ndo ocorrem entradas ou
saidas de matéria, 0os nutrientes comegam a esgotar-se, com o decorrer do tempo (Barsanti &
Gualtieri, 2014). Para algumas espécies é necessario que haja agitacdo, de modo a garantir uma
troca eficaz de nutrientes e gases na interface célula-agua. E, normalmente, introduzido um caudal
de arejamento, para potenciar esta troca eficaz (Dickinson et al., 2017; Richmond, 2013).

Até se atingir a escassez de nutrientes, as microalgas multiplicam-se e a sua densidade
aumenta exponencialmente. Quando estamos perante a caréncia de nutrientes limitantes ou a
acumulacdo de substancias inibitorias, as microalgas abrandam a sua velocidade de crescimento,
atingindo, assim, a fase estacionaria. Tal ndo acontece caso se fornecam mais nutrientes ao
sistema, voltando as microalgas a consumir substrato e a multiplicar-se (Dickinson et al., 2017,
Doran, 2013).

O cultivo em batch é o mais utilizado a nivel industrial, devido a sua simplicidade de
utilizacdo. A populacéo de microalgas, neste tipo de método, apresenta um crescimento padréo
de acordo com uma curva sigmoide (Figura 2.6) (Barsanti & Gualtieri, 2014).



Figura 2.6 - Crescimento de microalgas em sistema batch (Barsanti & Gualtieri, 2014).

As varias fases de crescimento da populagdo de microalgas diferenciam-se em:

1.

Fase Lag — trata-se da fase de adaptacdo as condi¢des do meio de cultivo por parte
das microalgas. A taxa de crescimento nesta fase € nula ou mesmo negativa
(Barsanti & Gualtieri, 2014);

Fase de Aceleragdo — fase intermédia entre as fases lag e log, em que as microalgas
estdo completamente adaptadas as condi¢cGes impostas (Barsanti & Gualtieri,
2014);

Fase Exponencial ou Log — corresponde a fase na qual as microalgas se
multiplicam, alcancando a velocidade méxima de crescimento. Nesta fase, a
duplicagdo da biomassa ocorre em 24 horas. A taxa de crescimento é exponencial
(Dickinson et al., 2017; Mata et al., 2010);

Fase de Desaceleragcdo — atinge-se quando existe o declinio da velocidade de
crescimento celular, podendo estar na sua causa a diminui¢do da luminosidade
(provocada pela elevada concentragdo de microalgas que impedem a passagem de
luz), escassez de nutrientes, alteracdo do pH, acumulacdo de compostos toxicos,
entre outros fatores fisico-quimicos, que se tornam limitantes para a proliferacdo
das microalgas (Barsanti & Gualtieri, 2014);

Fase Estaciondaria — estamos perante esta fase quando a velocidade de crescimento
celular ¢ igual & velocidade de morte celular (Dickinson et al., 2017; Richmond,
2013);

Fase de Morte — esta fase é caracterizada pela acumulacéo de compostos toxicos e
pela escassez de nutrientes no meio de cultura, sendo impossivel o crescimento.
No entanto, a velocidade de morte celular aumenta drasticamente (Barsanti &
Gualtieri, 2014).

2.2 Composicdo nutricional e estrutural das microalgas

Na composicdo nutricional das microalgas estdo presentes lipidos, hidratos de carbono,
proteinas, pigmentos e nutrientes vestigiais, incluindo vitaminas e antioxidantes. Dependendo da
espécie de microalgas, bem como das estirpes e condigdes de crescimento, ou do fornecimento
de luz solar, temperatura, concentracdo de dioxido de carbono, etc., as composi¢des nutricionais
podem variar. Através das condigdes de cultivo proporcionadas, consegue-se, também, alterar a
composicao nutricional dentro da espécie, podendo assim variar cada um destes constituintes
entre 15 a 50% de massa em peso seco (Wu et al., 2006).



As microalgas apresentam uma capacidade acrescida de se ajustarem ou alterarem a sua
estrutura interna, a sua composicdo fisioldgica e bioguimica, demonstrando um poder de
sintetizacdo amplo de uma variedade de compostos, tendo em atencdo as condi¢cbes ambientais
ou de cultivo, como é o caso da concentragdo de nutrientes (Renaud et al., 2002; Sayegh &
Montagnes, 2011).

2.2.1 Carotenoides e carotenogénese

Os carotenoides sdo pigmentos responsaveis pela tonalidade amarela, laranja e vermelha
nas plantas, algas, bactérias, fungos e alguns animais, e encontram-se, geralmente, dentro do
plastidio (Figura 2.7). Estes s&o de origem isoprenoide, derivados de uma estrutura de cadeia de
polieno de 40 atomos de carbono com grupos ciclicos. Nos organismos foto-autotréficos séo
pigmentos acessorios essenciais (Guedes et al., 2011; Zhang et al., 2017).
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)

Figura 2.7- Exemplo de plastidio (cloroplasto) (Zhang et al., 2017).

Os carotenoides sdo habitualmente organizados em carotenoides primarios e secundarios.
Os carotenoides primarios, como a luteina, desempenham um papel importante na transferéncia
de energia durante a fotossintese (Guedes et al., 2011). Os carotenoides secundarios, como a
astaxantina, sdo utilizados quando a microalga se encontrada em situacdes de stress. O stress leva
a uma acumulacéo de espécies reativas de oxigenio (ROS) e radicais livres, que sdo eliminados
por estes carotenoides secundarios, fendmeno denominado por Carotenogénese. Isto demonstra
que, para além de transferirem energia, os carotenoides também desempenham um papel protetor
(Schiiler et al., 2017; Zhang et al., 2017).

E possivel induzir a Carotenogénese privando a microalga de nutrientes, aumentando a
intensidade luminosa ou suplementando com luz laranja ou, ainda, aumentando a salinidade da
cultura ou aumentando a temperatura (Zhang et al., 2017).

Na Figura 2.8 apresenta-se um esquema do ciclo da Carotenogénese.
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Figura 2.8- Ciclo de carotenogénese (Liu et al., 2014).

Em seres eucaridticos, o isopentildifosfato (IPP) € o primeiro intermediario na via
biossintética dos carotenoides, sendo este composto derivado de 3 moléculas de acetil-CoA via
mevalonato ou condensado a partir do piruvato e fosfato de gliceraldeido. A Chlorella
zofingiensis € capaz de sintetizar o IPP, através da segunda via descrita anteriormente (Guedes et
al., 2011; Novoveska et al., 2019).

A adicdo de 3 moléculas de IPP a molécula dimetilalil-difosfato (DMAPP) resulta na
formacdo do C20 pirofosfato de geranilgeranil (GGPP). De seguida, 2 moléculas de GGPP
condensam e formam fitoeno, dando origem ao término da primeira etapa de carotenogénese.

Caso a microalga se encontre nas condi¢des normais, o fitoeno é submetido a acdo
enzimatica para originar o licopeno, e este é ciclizado em a-caroteno que, por fim, sera convertido
em luteina (Novoveska et al., 2019).

Caso a microalga se encontre em condicOes de stress, o licopeno vai ser ciclizado em -
caroteno, servindo como percursor direto na biossintese de astaxantina, por meio de um conjunto
de etapas de hidroxilacdo e cetolacdo. Existem varias rotas que podem ser seguidas. No caso da
Chlorella zofingiensis, o B-caroteno € convertido em cantaxantina por cetolacdo em duas etapas
catalisadas através de uma enzima, seguido por uma hidroxilagdo, também em duas fases
catalisadas enzimaticamente (Liu et al., 2014).

2.2.2 Astaxantina

A astaxantina, carotenoide que pertence a classe das xantofilas, tem vindo a despertar um
elevado interesse, devido a sua capacidade antioxidante e ao possivel papel na reducdo de risco
de certas doencas. Este pigmento pode ser encontrado em varias espécies de microalgas, bem
como em salmao e crustaceos. Atualmente, a producdo de astaxantina é realizada de forma
sintética e, cada vez mais, torna-se necessario obter fontes naturais para a producao de astaxantina
(Seabra & Pedrosa, 2010).



2.2.2.1 Estrutura gquimica da astaxantina

Os carotenoides podem ser divididos em dois grandes grupos (carotenos e xantofilas),
baseando-se nos elementos quimicos que cada molécula contém. Os carotenos sdo carotenoides
que contém carbono, hidrogénio e oxigénio, assim como as xantofilas. A grande diferenca entre
0s dois grupos estd na maneira como o0 oxigénio € apresentado. Nas xantofilas, o oxigénio esta
presente como grupos hidroxilos, grupos carbonilo ou como uma combinacao dos ambos, como
€ 0 caso da astaxantina (Seabra & Pedrosa, 2010).

A astaxantina (Figura 2.9) é um derivado do B-caroteno, que sofreu uma hidroxilacéo e
uma cetolacdo em ambos os anéis aromaticos. Estas reagdes foram catalisadas por enzimas,
denominadas por S-caroteno hidroxilase e p-caroteno cetolase, respetivamente (Popper et al.,
2011).

O sistema de ligacBes duplas presentes nos carotenoides confere-lhes uma estrutura
diferenciada, propriedades quimicas Unicas e absorcéo de luz (Seabra & Pedrosa, 2010).

Figura 2.9 - Molécula de astaxantina livre (Liu et al., 2014).

2.2.2.2 Fontes de astaxantina

No meio aquético é possivel encontrar a astaxantina em varios ser vivos, gquer sejam
microscopicos quer macroscopicos (salmdo). Devido a existéncia da cadeia alimentar bem
estratificada, este pigmento pode estar presente residualmente em todos 0s seres vivos marinhos
(Popper et al., 2011).

Na natureza, algumas espécies de microalgas conseguem produzir este composto quando
submetidas a uma situag&o de stress (Arabbi, 2001).

Em meio industrial é possivel utilizar espécies de microalgas para produzir massivamente
este composto, desde que as espécies sejam submetidas a stress ou suplementadas com luz laranja
(Seabra & Pedrosa, 2010).

2.2.2.3 Poder antioxidante

Para os seres vivos, 0s carotenoides servem, fundamentalmente, como precursores da
vitamina A. O grupo das xantofilas ndo tem a estrutura, nem os requisitos necessarios para serem
precursores da vitamina A. Por outro lado, as xantofilas comportam-se como excelentes
antioxidantes, capturando os singletos de oxigénio, espécies reativas de oxigénio, e os radicais
livres, derivados de processos metabdlicos celulares ou poluentes ambientais. Para ser um
antioxidante eficaz, é necessario que seja capaz de eliminar os radicais livres, ou seja, torna-los
inofensivos (Popper et al., 2011; Seabra & Pedrosa, 2010).
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Os carotenoides costumam estar localizados nas membranas celulares, onde estes
constituem uma parte integrante das estruturas complexas da membrana. Podem ser incorporados
em sistemas como lipossomas e na bicamada fosfolipidica em concentracBes bem definidas
(Popper et al., 2011).

A astaxantina consegue reduzir a peroxidacao lipidica em 40%, preservando a estrutura da
membrana (Seabra & Pedrosa, 2010).

2.2.3 Luteina

A luteina é um carotenoide com pigmentacdo amarela, essencial ao bom funcionamento do
organismo, mas o0 ser humano ndo o consegue sintetizar, sendo necessario consumi-loA luteina
contribui para a sadde visual, protecdo do ADN, previne o envelhecimento precoce da pele e
contribui para a protecao dos olhos e da pele contra os radicais livres, raios UV e luz azul. Assim,
é extremamente importante realizar uma dieta equilibrada e rica em alimentos com esta substancia
(Popper et al., 2011; Zhang et al., 2017).

2.3 Acidos gordos

As algas sdo capazes de produzir diversos tipos de lipidos, que funcionam como compostos
estruturais em membranas, fonte de energia, metabolitos e produtos de armazenamento. Os
lipidos sdo, basicamente, compostos de glicerol, aclcares ou bases de acidos gordos. Consoante
0 numero de ligacOes duplas presentes nas cadeias dos &cidos gordos, as microalgas podem
apresentar 50-65% de acidos gordos insaturados (Mata et al., 2010).

Atualmente, os &cidos gordos descritos seguidamente sdo produzidos industrialmente a
partir de 6leos de peixes. A utilizacdo de microalgas para a producgdo destes acidos pode ser uma
mais valia, pela forma sustentavel, viavel e rapida em que ocorre (Borowitzka, 2013; Feng et al.,
2012).

2.3.1 Acido Y-linolénico

O é&cido Y-linolénico (ALA), da familia dos 6mega-3, € um acido gordo essencial que o
organismo humano ndo consegue sintetizar e, por este motivo, torna-se necessario 0 seu consumo.
Este acido gordo encontra-se alojado nas membranas celulares. O ALA esta relacionado com a
diminuicdo do risco de se desenvolver doenca cardiovascular (Borowitzka, 2013; Wongsawat,
2017) (Wongsawat, 2017).

2.3.2  Acido eicosa-pentaendico

O acido eicosa-pentaendico (EPA), da familia dos émega-3, é um &cido gordo essencial,
que auxilia o controlo da inflama¢do causada pelo excesso de 6mega-6. Este &cido gordo
consegue manter os niveis de triglicerideos saudéveis e previne doencas cardiovasculares. O
consumo deste acido gordo é extremamente importante na fase inicial da vida (Naidoo et al.,
2013).

2.3.3  Acido docosahexaendico

O acido docosahexaendico (DHA), da familia dos 6mega-3, é um é&cido gordo
extremamente importante para o bom funcionamento cerebral, visto que 60% da massa cerebral
é composta por gordura e, cerca de 20% desta gordura ¢ DHA. O aumento do consumo de DHA
melhora a capacidade cognitiva e aumenta a resiliéncia dos neurénios (Borowitzka, 2013)
(Naidoo et al., 2013).
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2.4 Vantagens da utilizagdo industrial das microalgas

Industrialmente, as microalgas tém vindo a conquistar um elevado interesse na sua
utilizacdo, uma vez que acarretam grandes vantagens e sdo uma via muito mais promissora em
relagéo a outras utilizadas.

A nivel industrial, as principais vantagens na utilizacdo de microalgas sdo (Goswami et al.,
2015):

1. Elevada velocidade de crescimento:

e O ndmero de microalgas duplica em poucas horas e tem grande
produtividade nos compostos de alto valor acrescentado (Gomez-Zavaglia et
al., 2019; Guedes et al., 2011);

2. Elevados rendimentos na producédo de biocombustiveis:

e Uma vez que as microalgas sdo fundamentalmente constituidas por 6leos e
hidratos de carbono, a producdo de biocombustiveis torna-se altamente
rentavel;

3. Consumo de diéxido de carbono:

e As microalgas sdo plantas, logo utilizam o dioxido de carbono na
fotossintese;

4. Nao é necessario solo ardvel para crescerem;

5. Purificacéo de efluentes:

e Os nutrientes necessarios para o crescimento das microalgas podem ser
extraidos de &guas residuais, contribuindo deste modo para a redugdo de
custos e o tratamento simultaneo de efluentes;

6. Producdo de energia;

7. Produgdo de compostos base de alto interesse industrial usados como matérias-
primas de origem renovavel na producdo de plasticos, quimicos, lubrificantes, entre
outros (Gomez-Zavaglia et al., 2019);

8. A biomassa pode ser usada com alimentagéo animal;

9. Geracdo de empregos.

2.5 AplicagGes das microalgas e dos compostos de valor acrescentado

As microalgas apresentam inimeras aplicacGes, destacando-se, por exemplo (Goswami et
al., 2015):

1. Biocombustiveis:

e Devido ao crescimento rapido da biomassa e a grande concentracao de 6leos
e/ou de hidratos de carbono, as microalgas sdo uma boa alternativa como
matéria-prima para a producao de biocombustiveis;

2. Cosméticos:

e As microalgas possuem propriedades naturais anti-celuliticas e anti-idade,
uma vez que conseguem aumentar a elasticidade e a estimulacdo da
purificacdo da pele (Osoério et al., 2020);

3. Fertilizantes;
4. Compostos farmacéuticos e nutracéuticos (Gomez-Zavaglia et al., 2019; Osorio et
al., 2020).
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2.6 Chlorella zofingiensis

A familia Chlorella (spp.) tem vindo a ser comercialmente aplicada para a alimentacéo
humana, animal e para a obtengdo de compostos de valor acrescido. Assistiu-se a um aumento do
potencial de utilizacdo de Chlorella para a producéo de biodiesel (Gomez-Zavaglia et al., 2019;
Wu et al., 2006).

A Chlorella zofingiensis tem uma tonalidade verde, sendo assim associada ao género
Chlorella. Este tipo de microalga apresenta células iméveis e unicelulares de forma esférica, em
que o seu tamanho pode variar entre os 2 e 15 pum de didmetro. Devido a formacéo de esporos,
este tipo de microalga reproduz-se assexuadamente, produzindo células filhas a partir de células
parentais imdveis. A fase de reproducdo assexuada é, geralmente, composta por trés etapas:
crescimento, amadurecimento e divisao (Wu et al., 2006) .

A Chlorella zofingiensis contém clorofila a e b, o que lhe confere a capacidade de
fotossintese, e carotenoides primarios e secundarios. Esta microalga consegue sintetizar e
acumular compostos primarios, como é o caso da luteina (Ip & Chen, 2005). Para que a microalga
produza e acumule carotenoides secundarios, & necessario que se encontre sob situagdo de stress,
ou é essencial a suplementacdo de luz laranja, para que se estimule a carotenogénese (Figura
2.10). Por exemplo, quando a Chlorella zofingiensis é cultivada em meio sem azoto e com altas
intensidades de luz, produz carotenoides secundarios, dos quais cerca de 70% é astaxantina
(Osorio et al., 2020; Zhu et al., 2014).

Figura 2.10 - Chlorella zofingiensis (A- Situagdo normal; B- Situagdo de stress) (Del Campo et al., 2004).

Foram realizados diversos estudos cientificos relacionados com o potencial da Chlorella
zofingiensis para a acumulagéo de compostos de alto valor, como a astaxantina e luteina. Quando
se realiza um cultivo fotoautotréfico, a microalga em estudo acumula uma quantidade
significativa de carotenoides valiosos, nomeadamente a astaxantina e luteina, sendo possivel obter
cerca 15.0 mg/L de astaxantina e cerca de 20.0 mg/L de luteina (Del Campo et al., 2004; Osorio
etal., 2020).

O cultivo de microalgas recorrendo a utilizagéo da luz solar natural ¢ um método eficaz
para reduzir o custo de producdo de biodiesel a base de microalgas, o que faz com que seja
possivel obter cerca de 58,4 mg/L por dia de lipidos (Feng et al., 2012).

Também foram realizados estudos cientificos acerca da capacidade de utilizagdo dos
residuos das industrias de refinacdo de agUcar, por parte da Chlorella zofingiensis. Nestes estudos
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0s resultados foram bastante promissores, uma vez que se conseguiu obter 0.71 g/L por dia de
astaxantina, utilizando os residuos do melaco como fonte principal de carbono (Liu et al., 2012).

A Chlorella zofingiensis € uma espécie étima para se produzir astaxantina, dado que a
producdo deste composto é dependente das condi¢des abidticas a que se submete a microalga e
esta adapta-se a diferentes ambientes. A produtividade pode ser aumentada devido a dois fatores:
ou se submete a microalga a condicBes de stress (escassez de substrato, variacdo de pH,
salinidade, etc.) ou se sujeita a microalga a luz laranja, de forma constante. A segunda op¢éo faz
com que a espécie potencie o ciclo de Carotenogénese e, assim, aumenta-se a producdo de
astaxantina (Liu et al., 2014) .

Atualmente, a astaxantina é produzida por via sintética, 0 que ndo é o mais desejado
ambientalmente. Assim, torna-se importante a otimizacao da producdo da astaxantina através de
uma via biolégica e sustentavel (Liu et al., 2014; Osoério et al., 2020).

Todos os estudos que envolvem esta espécie de microalga tém o propdsito de potenciar a
producdo de lipidos e carotenoides de alto valor, sendo pertinente aprimorar a técnica para
maximizar a producdo destes compostos.

Assim, torna-se evidente a pertinéncia do estudo do efeito dos fatores ambientais no cultivo
da Chlorella zofingiensis.

14



3. Materiais e métodos

Neste capitulo encontra-se descrito o procedimento experimental utilizado no decorrer
deste estudo. Neste capitulo estdo contemplados o plano experimental e condi¢des impostas as
culturas de microalgas, assim como, a montagem dos fotobiorreatores e métodos de extracdo e
quantificagdo que foram realizados durante os ensaios.

3.1 Planeamento experimental e codificacdo dos ensaios

Para que fosse possivel estimar o nimero de ensaios a desenvolver, de forma a otimizar e
estudar a sinergia entre fatores ambientais, foi realizado um planeamento experimental 23, onde
foi avaliada a influéncia do fotoperiodo (8, 16 ou 24 h), stress nutritivo (falta de azoto ou excesso
de ferro) e periodo de suplementacdo de luz laranja (0, 12 ou 24 h) na acumulacao de carotenoides,
e em particular de astaxantina.

As amostras foram codificadas quanto ao fotoperiodo, presenca de nutrientes e periodo de
suplementacdo de luz laranja. Por exemplo, um ensaio que tenha sido submetido a um fotoperiodo
de 16 horas de luz, onde o meio de cultura esteja com a concentracdo de azoto reduzida 10 vezes
(stress nutritivo ao longo dos 20 dias) e com suplementacdo de luz laranja durante 24 horas é
codificado da seguinte forma: 16F20N24L.

Na Tabela 3.1 apresentam-se as condicBes de cultivo bem como a correspondente
codificacdo. A temperatura foi controlada a 18+1 °C e a iluminagdo foi mantida constante com
uma intensidade luminosa de 5549 LUX (sem a presencga de LEDs) ou 7329 LUX (com a presenga
dos LEDs).

Tabela 3.1- CondigBes de crescimento e codificacdo dos ensaios

1 8 20 0 8F20NOL
2 16 20 0 16F20NOL
3 8 20 24 8F20N24L
4 16 20 24 16F20N24L
5 8 0 0 8FONOL
6 16 0 0 16FONOL
7 8 0 24 8FON24L
8 16 0 24 16FON24L
9 12 10 12 12F10N12LA
10 12 10 12 12F10N12LB
Controlo A 24 0 0 CA
Controlo B 24 0 0 CB
Controlo C 24 0 0 CcC
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Nota: Os ensaios 9 e 10 diferem na concentragdo de FeS0, adicionada, pois no ensaio 9 foi adicionado cerca de 2 mL
de solucéo de FeSO, a 4,98 g/L mais 8 mL de agua desionizada e no ensaio foi adicionado 10 mL de solucéo de FeSO,
a 4,98 g/L. O controlo A foi utilizado para controlar os ensaios 1,2,5 e 6. O controlo B foi utilizado para controlar os
ensaios 3,4,7 e 8. O controlo C foi utilizado para controlar os ensaios 9 e 10. Cada ensaio teve 3 réplicas para assim se
conseguir garantir que os valores obtidos sao confiaveis.

3.2 Cultivo das microalgas
3.2.1 Estirpe selecionada

A microalga cultivada neste estudo foi a Chlorella zofingiensis SAG 4.80, proveniente da
Universidade Gottinger, na Alemanha. O indculo foi realizado através da adicdo de 1 L de
microalgas (C=7,3 g/L) a 5 L de meio Bold Basal Medium (Anexo A). O indculo foi mantido a
uma temperatura estavel de 18+1 °C e com uma intensidade luminosa (lampada fluorescente
Osram 3200 K) controlada de 5549 LUX.

3.2.2 Preparacao dos fotobiorreatores de 250 mL

Foram autoclavados todos os tubos de Kjeldahl, tubos de vidro, tubos de silicone, rolhas
de algoddo hidrofilico e 0 meio de cultura (Anexo A). Nos tubos de Kjeldahl adicionou-se cerca
de 10 mL de solucéo de microalgas e 190 mL de meio de cultura, colocaram-se os tubos de vidro
(ligados a filtros de 20 micrometros esterilizados) e, por fim, rolhou-se o sistema e ligaram-se as
bombas de ar. Os fotobiorreatores, apds serem submetidos as etapas mencionadas, podem ser
vistos na Figura 3.1.

Posteriormente, foi realizado um scale-up para um reator de 20 L, onde a adi¢do de
microalgas e meio de cultura se manteve na mesma propor¢do dos ensaios de 250 mL. Neste
scale-up ndo foi utilizado material esterilizado, devido as suas dimensdes, contudo para prevenir
contaminagdes, a agua foi tratada previamente com hipoclorito. Finalmente neutralizou-se com
tiossulfato de sodio (todos os circuitos de ar submersos e a trabalhar), onde a configuracéo final
do fotobiorreator se encontra representada na Figura 3.2.

Figura 3.1- Fotobiorreatores de 250 mL
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Figura 3.2- Fotobiorreator de 15 L

3.3 Monitorizagdo das culturas
3.3.1 Determinacdo da concentracdo de biomassa

Para a determinacdo da concentracdo de biomassa, é retirado 1 mL de cultura de
microalgas, que é posteriormente diluido, podendo ir desde 0 a 25 vezes. Apds esta diluicdo
procede-se a uma leitura espetrofotométrica, a um comprimento de onda de 750 nm (Shimadzu
UV-1700). O célculo da concentracéo foi realizado através de uma reta de calibracdo concentracéo
de biomassa seca vs absorvancia a 750 nm, presente no Anexo B.

3.3.2 Observacao da existéncia de contaminacdes

Para avaliar se as culturas tinham algum tipo de contaminacdo, foram realizadas
observacdes em microscopio Otico (Leica DME). Em caso de contaminacdo 0 ensaio era
descartado.

3.4  Determinac&o do teor de agUcares

A quantificacdo dos agucares presentes na Chlorella zofingiensis foi feita por HPLC, de
acordo com o procedimento seguinte:

» Pesar 10 mg de biomassa liofilizada

» Adicionar 2 mL de &cido sulfurico diluido a 80%

> Deixar a amostra em &gua fria por 20 horas (da-se a hidrolise, no entanto previne-
se a combustdo total da biomassa)

» Adicionar 8 mL de &gua desionizada e sonificar as amostras durante 20 min
(Borges-Campos et al., 2010)

» Passar o sobrenadante por um filtro hidrofilico de 20 um

» Ler no HPLC (Shimadzu LC-40, com um detetor de indice de refracdo RID 20-A,
com uma coluna de fase reversa Coregel 87H3SS Transgenomic e a fase mével é
uma solugdo de acido sulfarico a 5 mmol/L (fluxo de 0,6 mL/min a 45 °C)). A
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determinagdo da concentracdo dos agUcares foi efetuada a partir da soma das areas
dos picos.

3.5 Determinacao da concentracdo de pigmentos
3.5.1 Quantificacao das clorofilas

» Pesar 5 mg de amostra de microalgas liofilizadas;

Adicionar uma mistura de acetona-agua (8 mL, 90% v/v acetona);

Tapar e marcar no tubo o volume exato da amostra, pois a acetona evapora;

Agitar o tubo vigoramente e sonicar por 10 min;

Deixar a amostra reagir no escuro a 4 °C por 48 horas;

Apds esse tempo, adicionar ao tubo a quantidade evaporada de acetona;

Centrifugar as amostras a 4000 rpm durante 5 min;

Ler a absrorvancia do sobrenadante em espectrofotémetro Shimadzu UV-1700) a

665, 645 e 630 nm.

Calcular a concentracdo de clorofilas através das equacdes:
o Cha= 11,6XOD655 —1,31XOD545 —0,14><OD530 (1)
e} Chb = 20,7XOD545 —4,34XOD555 —4,42><OD530 (2)
e} Chc = 55,0XOD630 —4,64XOD565 —16,3XOD645 (3)

VVVVVYYVYYVY

\4

Onde, Ch,, Ch, and Ch; sdo as concentragdes (mg-L™') de clorofila a, b e c,
respectivamente. ODxxx € a densidade 6tica medida no comprimento de onda especifico.

Se a densidade 6tica medida for superior a 0,8 unidades, a amostra deve ser diluida com o
solvente (acetona-agua) (Womersley, 1981).

3.5.2 Quantifica¢do das carotenoides totais

» Pesar 5 mg de amostra de microalgas liofilizadas;
Adicionar uma 1 ml de solu¢do de KOH a 60% w/w
Sonicar as amostras por 10 min;
Homogeneizar as amostras e colocar no banho-maria a 40 °C por 40 min;
Ap0s esse tempo, agitar as amostras e deixar no escuro a 4 °C por 24 horas;
Apds esse tempo, adicionar 1 mL de etil éter até que o extrato organico esteja claro;
Deixar a mistura evaporar por completo ou utilizar nitrogénio para facilitar a
evaporacao e ressuspender o residuo em 5 mL de acetona
Ler a absorvancia do sobrenadante em espectrofotémetro a 444 nm.
Calcular a concentracéo total de carotenoides através das equagdes:
o Ct=4,32x0Dass — 0,0439 4)

VVVYYVYY

Y V

Onde, Ct é a concentracéo de carotenoides (mg-L*) (Whyte, 1987)
3.5.3 Quantifica¢do de astaxantina

» Construgéo das curvas de calibragdo (Anexo C)
o Pesar 5-6 mg de astaxantina padrdo em DMSO, para um volume final de
25 mL
o Pipetar 0,31, 0,625, 1,25, 2,50 e 5,00 mililitros para bal6es volumétricos
de 25 mL e perfazer o volume com DMSO
o Ler as absorvancias das solugdes diluidas nos seguintes comprimentos de
onda: 492, 510, 520, 530, 540 e 550 nm.
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O cdélculo da concentracdo de astaxantina das solugdes diluidas é obtido

pela equacdo 5.
ABSx10000
" Cast. =~ — (®)

1cm

Onde ABS é o valor da absorvancia obtido na leitura
espectrofotométrica, AX% é a absortividade molar com o valor de
2220 L- mol-1-cm™ e a concentracdo de astaxantina é dada em
mg-L*.

» Extracdo e quantificacdo da astaxantina das amostras

O

O O O O

Pesar 50 mg de biomassa liofilizada e adicionar 2 mL de DMSO

Incubar a mistura por 30 min

Adicionar 6 mL de acetona e centrifugar as amostras a 4000 rpm por 5 min
Recolher o sobrenadante (repetir o processo de extragéo)

Misturar os sobrenadantes e adicionar 10 mL de cloreto de sédio a 200 g/L
(para remover tracos de acetona) e 10 mL de éter petrdleo

Separa-se a fase superior e seca-se a mesma por filtracéo através de sulfato
de sodio anidro para um baldo de 25 mL e completar com DMSO.

Ler as absorvéncias das amostras nos comprimentos de onda referidos
anteriormente, o valor da astaxantina é determinado através das retas de
calibracéo (escolher o maior valor obtido nas leituras, mas tem de ser mais
baixo ou igual & concentragdo de carotenoides).
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos todos os resultados obtidos ao longo do
trabalho experimental, para que seja possivel compreender quais os parametros que influenciam,
e de que modo, o crescimento das microalgas e a acumulacdo de compostos de alto valor.

4.1  Concentragdo de biomassa

A concentracdo da biomassa tornou-se um fator de controlo, ndo s6 para perceber se 0s
ensaios estariam a decorrer de acordo com o expectavel, mas também para determinar quais 0s
pardmetros ambientais que afetariam positivamente o crescimento das microalgas. O objetivo era
o de que as microalgas crescessem de forma rapida e com acumulagéo de produtos de alto valor,
pois assim o rendimento a uma escala industrial seria mais elevado.

Nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 apresentam-se as curvas de crescimento correspondentes aos
diferentes ensaios. Em cada conjunto de ensaios, procedeu-se a um ensaio de controlo para melhor
avaliar a ocorréncia de problemas em cada ronda de ensaios.
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Figura 4.1 - Curvas de crescimento na primeira ronda de ensaios
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Figura 4.3 - Curvas de crescimento na terceira ronda de ensaios

Nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 é possivel observar as diferentes fases das curvas de
crescimento da Chlorella zofingiensis em diferentes condi¢bes de parametros ambientais. As
diferentes culturas tiveram um periodo de adaptacéo ao meio de 2 a 4 dias, este periodo representa
a fase lag, onde a taxa de crescimento € muito proxima de zero ou zero, uma vez que as microalgas
estdo a adaptar-se as condi¢cGes ambientais impostas, bem como ao reator. A partir dessa altura é
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Concentracdo de biomassa (g/L)

possivel notar que o crescimento aumenta de forma exponencial até ao décimo sexto dia,
atingindo aqui a sua concentragdo maxima. Este periodo ¢ a fase exponencial, onde a velocidade
de crescimento maxima € atingida e o crescimento celular aumenta exponencialmente. Nesta fase
também se da a acumulagcdo de compostos de alto valor, facto este de elevada relevancia, dado
que a alteracdo das condigdes ambientais pode mudar o mecanismo de producéo de energia,
levando a acumulag&o de compostos de alto valor. Uma mudanca a nivel nutricional ou luminoso
pode levar ao mecanismo primordial de producéo de energia que € a fotossintese, para passar a
ser utilizado a carotenogénese e € sobre este principio que vamos discutir todos os resultados. As
alteracbes dos pardmetros ambientais obrigam as espécies a adaptarem-se para sobreviver e
depois toda essa informagdo ira ser transmitida as geragdes futuras, o que leva a produgéo e
acumulacéo de compostos essenciais atraves dum método sustentavel.

Por fim a Gltima fase apresentada nas figuras é a fase estacionaria. Nesta fase a taxa de
crescimento é igual & taxa de morte, 0 que demonstra que comeca a dar-se a escassez de nutrientes.

Na Figura 4.4 estd representado um grafico de barras que ilustra a concentragdo de
microalgas ao fim de 20 dias.
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Figura 4.2 —Concentracdo de biomassa seca (g/L) de Chlorella zofingiensis obtida ao final dos 20 dias

E possivel observar na Figura 4.4 que a cultura que teve um maior crescimento foi a
16FON24L, que corresponde a cultura que nunca esteve em stress nutritivo e teve sempre a maior
suplementagdo com luz laranja, com um maximo de 3,777 £ 0.1177 g/L. Isto leva a concluir que
uma concentracdo de nutrientes normal, um periodo luminoso de 16 horas e uma suplementagédo
de 24 horas de luz laranja pode forcar a microalga a moldar-se a um regime que combina a
utilizacdo da fotossintese e a carotenogénese. Ou seja, nas 16 horas de luminosidade com luz
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branca as microalgas utilizariam a fotossintese como principal mecanismo de producdo de
energia, ja nas 8 horas em que ndo existia luz artificial branca e s6 existia luz laranja, as
microalgas podem ter recorrido apenas a carotenogénese para continuarem a sua multiplicacéo.

De realgar também que o controlo imposto a cada ronda CA, CB e CC tiveram todos uma
concentracdo final similar e uma curva de crescimento muito parecida, garantindo que 0s ensaios
foram todos realizados de modo semelhante, sem que existisse quaisquer tipos de inibidores
externos ao planeamento experimental, e permitindo assim a comparagéo de todos 0s resultados
de todos o0s ensaios, ainda que realizados em periodos distintos.

A cultura que teve uma menor concentracdo foi a 8F20NOL. Este resultado pode ser
explicado pelo facto destas culturas passarem 16 horas por dia sem qualquer tipo de iluminacao
e com stress nutritivo desde o primeiro dia, ou seja, com falta de nutrientes desde do inicio; isto
levou a que a falta de luz e nutrientes inibisse o crescimento.

Os ensaios 12F10N12L% e 12F10N12L° variavam em 10 vezes a concentracdo do inibidor
nutritivo implementado para que houvesse 10 dias de stress nutritivo, contudo é de salientar que
ndo se notam grandes diferencas no crescimento das culturas de cada um dos ensaios, onde a
solucéo poderia ser 0 aumento da concentragdo de agente indutor de stress. Desta forma, poder-
se-ia observar o que acontece quando se adiciona um agente stressante em concentrac@es distintas,
para que fosse possivel a analise do tipo de stress que o agente stressante induziu.

4.2  Producdo e acumulacdo de agucares

Como foi revisto anteriormente no estado de arte, as microalgas sdo capazes de acumular
agucares com elevado valor comercial e, para tal, foi medida a sua concentracdo total, desta forma
pode-se ter uma ideia geral da acumulagdo de aglcares em resposta aos parametros ambientais
que foram impostos, para a potencializacdo da acumulagdo de astaxantina.

Na Figura 4.5 apresenta-se a concentracdo de agUcares totais na biomassa de Chlorella
zofingiensis obtida nos diferentes ensaios.
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Figura 4.3 - Concentragdo de agucares totais na biomassa de Chlorella zofingiensis (mg/mg biomassa seca

Na Figura 4.5 é possivel observar que o ensaio em que foi obtida maior concentracao de
acucares acumulados foi aquele em que a cultura foi submetida a um stress nutritivo mais elevado
ao longo de 20 dias, 16 horas de luz branca e 24 horas de luz laranja a complementar. Isto pode
explicar-se pelo facto de a Chlorella zofingiensis conseguir utilizar a fotossintese e
carotenogénese para a producdo do seu alimento, levando a que a acumulagéo de agucares tenha
sido superior numa cultura que sofreu stress nutritivo ao longo de todo o ensaio, tendo como
consequéncia uma adaptacdo da cultura para conseguir sobreviver a estas condigdes ambientais.
Comparando 0s ensaios que originaram maiores e menores quantidades de actcares acumulados,
é de salientar que o Unico fator que se altera é o fotoperiodo. O fotoperiodo é necessario para o
processo de fotossintese onde um dos produtos finais deste processo € a glicose. Ou seja, se 0
meio nutritivo ja ndo tem a concentracdo de nutrientes necessaria, 0 que por si ja leva ao stress,
uma auséncia de luz vai potencia-lo, e inibe também a formacao de glicose através do processo
de fotossintese. Relativamente a acumulacdo de agUcares, a suplementacao de luz laranja ndo teve
qualquer influéncia, dado que a amostra que apresentou maior e a que teve menor concentracao
de acUcares estavam ambas expostas ao mesmo periodo de suplementacéo de luz laranja.

Na Figura 4.5 também é possivel observar que 0s agucares totais presentes na biomassa
dos controlos s&o semelhantes, o que reforca o facto de que todo o trabalho experimental ocorreu
sem influéncias externas.
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4.3 Producéo e acumulacdo de pigmentos
4.3.1 Clorofila a, clorofila b e clorofila c

A clorofila a é o principal pigmento utilizado na fotossintese, enquanto as clorofilas b e ¢
sdo0 pigmentos acessorios, logo é impossivel substituir a clorofila a no processo de fotossintese.
As clorofilas b e ¢ servem para ampliar a faixa de luz que pode ser utilizada no processo de
fotossintese; sendo assim guanto mais elevado o periodo de exposicao a luz, mais elevada a taxa
de fotossintese. Porém quando as células estéo sob stress, procuram outras vias para conseguirem
produzir o seu alimento como a carotenogénese, tendo como consequéncia a producao de uma
grande quantidade de carotenoides, desprezando a producdo de pigmentos acessorios como a
clorofilabec.

Na Figura 4.6 representa-se a concentracdo de clorofila a na biomassa de todos 0s ensaios
realizados ao longo do trabalho
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Figura 4.4 - Concentragdo de clorofila a

Na Figura 4.6 é possivel observar e perceber que as culturas que mais produziram este
composto foram os controlos, 0 que é expectavel pelo facto de os controlos estarem expostos a
luz branca 24 horas por dia. A iluminagdo dos controlos 24 horas por dia resulta numa taxa de
fotossintese superior & dos restantes ensaios.

Ainda assim, nos restantes ensaios é possivel observar que a cultura que acumulou mais
clorofila a foi 0 grupo que esteve sujeito a 16 horas de exposi¢édo de luz branca, ndo foi exposta
a luz laranja e ndo sofreu stress nutritivo (16FONOL). A cultura que acumulou menor quantidade
de clorofila a foi a cultura que para alem de ter 16 horas de luz branca, também tinha 24 horas de
exposicdo a luz laranja o que levou esta cultura a realizar os dois processos, conduzindo a uma
menor acumulacéo de clorofila a.

Nas Figuras 4.7 e 4.8 representam-se as concentra¢@es de clorofila b e ¢ na biomassa de
todos os ensaios realizados.
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Figura 4.6 - Concentracéo de clorofila c
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Na Figura 4.7 € possivel perceber que as culturas que acumularam mais este pigmento
acessorio foram as que serviram de controlo. Isto pode explicar-se pelo facto de que a taxa de
fotossintese destas culturas ser a maior de todos 0s ensaios, ou seja, estas culturas so precisavam
de recorrer a fotossintese para conseguirem sobreviver, bastando apenas a clorofila a.
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Na Figura 4.8 observa-se que a cultura com maior acumulacdo de clorofila ¢ foi aquela
cujo ensaio tinhas as seguintes condi¢des: 8 horas de exposi¢do a luz branca por dia, sem stress
nutritivo e sem exposicdo a luz laranja (8FONOL). Portanto, a falta de iluminac&o para realizar a
fotossintese foi compensada pela maior produgdo de clorofila c.

De realcar também gue 0 ensaio em que as culturas tinham uma exposicéo a luz branca de
8 horas, sem exposi¢do a luz laranja e com o meio rico em nutrientes a necessidade destas
microalgas de realizar fotossintese foi elevada ao ponto destas acumularem quantidades elevadas
de pigmentos acessérios, como aconteceu com a clorofila b e ¢. Neste ensaio as microalgas
tendem a adaptar-se rapidamente para conseguir sobreviver as condi¢des adversas que Ihes sdo
colocadas, levando a considerar que para se obter uma grande acumulacdo de clorofilas é
necessaria a diminuicdo do fotoperiodo. Isto para que as microalgas tenham de reserva uma
grande quantidade e variedade de clorofilas, absorvendo assim no curto espaco de tempo em que

estdo expostas, 0 maximo de luz.
4.3.2 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos acessorios que ndo substituem a clorofila a, dado que sem
a fotossintese a microalga morre. No entanto, os carotenoides conseguem absorver luz na regiao
da cor laranja e também realizam um processo similar a fotossintese que é a carotenogénese. Este
processo acessorio, pode ser de elevado interesse, podendo ter uma maior taxa que a taxa da
fotossintese, no caso de serem alteradas as condicGes nutritivas e de luminosidade.

Na Figura 4.9 representa-se a concentragdo de carotenoides totais na biomassa de todos 0s
ensaios.

14
m 8F20NOL
—~ 12
2 m 16F20NOL
oo
E 8F20N24L
1%2]
5 10 . I m 16F20N24L
o
b m 8FONOL
5]
%’ 8 16FONOL
(o]
3 m8FON24L
o
§ 6 W 16FON24L
3 ®12F10N12La
o
S 4 m 12F10N12Lb
&
= HCA
8
8 5 HCB
HCC
0

Figura 4.7 - Concentracdo de carotenoides totais
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Na Figura 4.9 é possivel observar que a acumulagéo de carotenoides foi mais elevada nas
amostras que tiveram um fotoperiodo de 16 horas, além das 24 horas de suplementacédo de luz
laranja, se bem que a amostra que acumulou mais carotenoides foi a que esteve sob stress
nutritivo. Isto deve-se ao facto de que a microalga sujeita a stress nutritivo desde o inicio comegou
a produzir pigmentos acessérios para aumentar a eficiéncia do processo fotossintético, visto que
0s pigmentos acessérios absorvem luz noutros comprimentos de onda que a clorofila a néo
consegue.

Também é possivel notar que os controlos utilizados para monitorizar todo o trabalho
laboratorial estdo com valores muito similares, o que indica que aparentemente ndo existiram
condicdes externas diferentes durante o trabalho experimental.

Nos ensaios 12F10N12LA e 12F10N12LB a concentracdo de sulfato de ferro (I1) varia 5
vezes entre estas amostras e nota-se que o ensaio 12F10N12L8 foi o que teve maior acumulacéo
de carotenoides. Isto porque, a concentragdo deste composto foi de 50 vez mais que 0 meio de
cultura standard, o que levou a que as culturas acumulassem uma maior quantidade de pigmentos
acessorios, assegurando e aumentando a eficacia da fotossintese.

A amostra que acumulou menos carotenoides foi a 8F20NOL. Isto era expectavel na medida
em que estas culturas foram submetidas ao stress nutritivo desde o inicio, sem suplementagdo de
luz laranja e com um fotoperiodo de 8 horas. Desta forma, a fotossintese sé foi realizada ao longo
dessas 8 horas, dificultando a acumulagdo dos pigmentos acessorios. Também o crescimento da
biomassa foi afetado.

Na Figura 4.10 esta representada a concentragdo de astaxantina na biomassa de todos 0s
ensaios.
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Figura 4.8 - Concentracdo de astaxantina
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Sendo a astaxantina um carotenoide, a Figura 4.10 comprova que 0s parametros ambientais
implementados conseguiram potenciar a producdo de astaxantina. A cultura que mais acumulou
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astaxantina foi a 16F20N24L, isto porque esta cultura tinha um fotoperiodo de 16 horas, com
suplementacdo de luz laranja de 24 horas e stress nutritivo desde o inicio, o que fez com que esta
cultura se adaptasse e produzisse muitos carotenoides assegurando o seu alimento.

As condicGes de stress implementadas tinham como objetivo principal otimizar a produgéo
de astaxantina. Com as condicdes impostas, o valor mais elevado de concentracdo de astaxantina
foi de 9,966+0,04 mg/L (16F20N24L), representando assim 83,21% dos carotenoides totais
ficando a sobrar cerca de 16,79% que se trata do restante, como por exemplo, a luteina.

Estas variacbes dos parametros ambientais ajudam a compreender a adaptabilidade da
espécie estudada as condi¢des adversas. Isto confirma-se, pois, a microalga numa situagdo de
stress nutritivo, com fotoperiodo longo e suplementacédo persistente de luz com comprimentos de
onda especificos fez com que a Chlorella zofingiensis se adaptasse e comecasse a realizar
processos semelhantes a fotossintese (carotenogénese, exemplo) de forma a assegurar o seu
processo metabdlico.

4.4 Scale-up

Apos a identificacdo de quais eram as condi¢Ges em que se produzia maior quantidade de
astaxantina, foi realizado um scale-up para perceber os efeitos dessas condi¢fes em culturas de
volumes superiores. O volume utilizado para o scale-up foi de 15 L, ou seja, deu-se um aumento
de 75 vezes em relagdo aos ensaios de bancada.

Na Figura 4.11 esta representada a curva de crescimento do ensaio de scale-up, com uma
temperatura controlada de 18+1 °C e com uma intensidade luminosa controlada de 7359 LUX
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Figura 4.9 - Curva de crescimento da Chlorella zofingiensis no ensaio de scale-up
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Na Figura 4.11 confirma-se que foi atingida a fase exponencial, contudo n&o se observa a
fase estacionaria como nos ensaios de bancada. Se se tivesse aumentado o periodo de cultivo no
interior do fotobiorreator a fase estacionaria iria ser atingida e seria possivel determinar o tempo
até se atingir a fase estacionaria num fotobiorreator de 15 L. A fase de adaptacdo demorou
aproximadamente 0 mesmo tempo que nos ensaios de bancada.

Na Figura 4.12 esté representado o teor de carotenoides que foi tracado ao longo dos 20
dias para se tentar perceber como funciona a producao de carotenoides ao longo do tempo.
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Figura 4.10 — Evolucéo da concentracdo de carotenoides ao longo do ensaio de scale-up

A Figura 4.12 mostra que ao longo dos 20 dias a produgéo e acumulagdo de carotenoides
teve um crescimento acentuado, devendo-se ao facto de a cultura ter sido submetida a stress
nutritivo desde o principio, o que obrigou as microalgas a realizarem a carotenogénese. A
acumulacdo de carotenoides foi também potenciada pela utilizacdo de luz laranja que serviu de
amplificador do processo de carotenogénese.

Poder-se-ia atingir concentraces de carotenoides superiores caso o scale-up decorresse
por um maior periodo de tempo até ser atingida a fase estacionaria.

Do total de carotenoides cerca de 82% por cento é astaxantina (8.47 mg/L). Isto pode
favorecer a continuacdo de scale-up até se atingir a producdo industrial destes compostos de alto
valor agregado e assim tornar possivel a producdo destes compostos por uma via verde e
sustentavel.

Por fim, é de salientar que o crescimento celular e por sua vez a producdo de carotenoides
do ensaio de scale-up teve um comportamento idéntico ao ensaio de bancada 16F20N24L.
Quando este valor é comparado com os obtidos anteriormente na literatura € de salientar que as
culturas tiveram um crescimento dentro da gama de valores obtidos na literatura (3,0-5,0 g/L) e
que a sua acumulacdo de carotenoides totais e de astaxantina também estdo dentro dos valores
previstos pela literatura.
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5. Conclusoes e sugestdes para estudos futuros

Neste estudo foi primeiramente realizado um plano experimental que permitiu identificar
quais as condi¢Ges ambientais a implementar nas culturas de Chlorella zofingiensis SAG 4.80,
proveniente da Universidade Gottinger, na Alemanha. As culturas foram sujeitas a alteragoes
nutritivas, fotoperiodo e suplementacéo de luz laranja, com o objetivo de produzir compostos de
alto valor. Neste estudo os parametros ambientais foram aplicados de forma a otimizar a producéo
de astaxantina.

A temperatura foi controlada a 18+1 °C e a iluminacdo (lampada fluorescente Osram 3200
K) foi mantida constante com uma intensidade luminosa de 5549 LUX (sem a presenca de LEDS)
ou 7329 LUX (com a presenca dos LEDs laranja). A combinacdo dos 3 parametros ambientais
em analise, permitiu encontrar uma combinagdo que tornaria a acumulacdo de carotenoides mais
elevada. A combinacgdo que maior quantidade de carotenoides produziu foi uma suplementacdo
de luz laranja durante 24 horas, um fotoperiodo de 16 horas e a falta de azoto no meio de cultura
(stress nutritivo). Esta combinacdo fez com que a cultura que estava a crescer se adaptasse de
forma a assegurar o seu ciclo metabdlico, visto que a cultura neste caso recorreu a pigmentos
acessorios e a processos similares a fotossintese para produzir uma maior quantidade de alimento.

A amostra que apresentou uma maior producéao de biomassa foi a amostra 16FON24L, dado
gue esta cultura ndo estava sob o efeito de stress nutritivo e tinha um fotoperiodo de 16 horas com
suplementagdo por 24 horas de luz laranja., Isto resultou numa elevada taxa de fotossintese,
originando também uma elevada taxa de multiplicacdo de células, ou seja, a biomassa aumenta
exponencialmente.

A concentragdo mais elevada de agucares acumulados na Chlorella zofingiensis foi de
0,044 mg de acucares totais/mg de biomassa seca, sendo esta a amostra de cultura sujeita a um
stress nutritivo desde o inicio, com 24 horas de suplementacéo de luz laranja e com o fotoperiodo
de 16 horas. Isto pode ser explicado pelo facto de a Chlorella zofingiensis conseguir utilizar a
fotossintese e carotenogénese para a producdo do seu alimento, levando a que a acumulacéo de
acucares tenha sido maior numa cultura que sofreu stress nutritivo de nitrogénio ao longo de todo
0 ensaio, levando assim a uma adaptacdo da cultura para conseguir sobreviver a estas condicdes
ambientais.

A concentracdo mais elevada de carotenoides totais foi de 11,97+0,06 mg/L e a
concentragdo mais alta de astaxantina foi de 9,97+0,04 mg/L (16F20N24L), representando assim
83.21% dos carotenoides totais ficando a sobrar cerca de 16,79% que sd0 0s restantes
carotenoides, como por exemplo a luteina.

O ensaio de scale-up veio demonstrar que o escalamento realizado correu de acordo com
0 esperado, visto que o crescimento celular e a producdo de carotenoides tiveram um
comportamento idéntico aos ensaios de bancada que promoveu os melhores resultados
(16F20N24L). No ensaio realizado em fotobiorreator de 15 L, a concentracéo de biomassa foi de
5,80 g/L e a concentracao de carotenoides foi de 10,34 mg/L, cerca de 82% ¢é astaxantina (8.47
mg/L).

Apos a realizacdo deste estudo surgem algumas ideias de alteraces que podem vir a ser
realizadas de forma a ser possivel melhorar as condi¢des de scale-up bem como estudar outros
parametros ambientais:
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Aumentar o periodo de tempo nas culturas no fotobiorreator de 15 L de forma que
se atinja a fase estacionéria

Estudar a influéncia de outros parametros ambientais, como por exemplo a
temperatura.

Realizar o estudo com outras espécies de microalgas.

Realizar o estudo com outros tipos de reatores, como por exemplo vertical plates.
Realizar um scale-up idéntico, mas no exterior para perceber quais sdo os efeitos
da variagdo da temperatura e iluminacdo ao longo do dia no processo de
acumulacdo de compostos de alto valor.
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Anexos
Anexo A- Meio de cultura

O meio usado para os cultivos de Chlorella zofingiensis e para a producéo de inoculos foi
0 BBM (Bold Basal Medium), cuja composi¢éo se encontra descrita na Tabela A.1

Tabela A. 1 - Solugdo BBM standard

Reagentes Concentragao Concentragdo Volume a pipetar,
massica final (g/L) massica (g/L) paraomatrazde 1L

K>HPO, 0,075 7,5 10

KH,>PO4 0,175 17,5 10

MgSQ4.7H0 0,075 7,5 10

NaNOs" 0,25 25 10"

CaCl..2H20 0,025 2,5 10

NaCl 0,025 2,5 10

EDTA-Na; + KOH 0,05 + 0,031 50 + 31 1

FeSO4.7H20 + H,SO,4 0,0050 + 0,0010 mL 498 +1mL 1

HsBO3 0,0114 11,42 1

ZnS0,4.7H,0 0,001412 1,412 1

MnCl..4H,0 0,000232 0,232 1

CuS04.5H0 0,000252 0,252 1

Co(NOg3)2.6H.0 0,00008 0,08 1

Na:Mo004.2H,0 0,000192 0,192 1

H0 = = 936

*- Reduzir o volume 10 vezes para causar o0 stress nutritivo

39



Anexo B — Curva de calibragdo para o crescimento celular

Na Figura B.1 esta apresentada a reta de calibracdo que foi utilizada para monitorizar o
crescimento de todos 0s ensaios.
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Figura B. 1 - Curva de calibracéo para crescimento celular
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Anexo C- Curvas de calibracdo para a determinacdo de astaxantina

Na Figura C.1 estdo representadas as curvas de calibracdo que foram utilizadas para

determinar a quantidade de astaxantina.
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Figura C.1 - Retas de calibragio para a astaxantina a diferentes comprimentos de onda
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