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Resumo

As microalgas tém-se revelado organismos com grande potencial para a produgdo de
compostos que podem ter aplicacdes comerciais em diversas dreas como a aquacultura,
nutricdo, saude humana e animal, tratamento de aguas residuais, produgdo de energia e nas
industrias alimentar, quimica ou farmacéutica. A grande variabilidade dos compostos
produzidos, aliada ao seu cultivo em grande escala tem permitido a utilizacdo comercial de
algumas espécies. A grande maioria sdo monoculturas, produtoras de compostos
particulares, como é o caso dos lipidos. No entanto, estudos recentes demonstram que as
monoculturas sdo dificeis de manter, jd que sdo susceptiveis a contaminacdes por parte de
outros organismos, especialmente quando em sistemas de cultivo abertos. Culturas mistas
de duas ou mais espécies comecam a surgir como alternativa, sendo uma forma de aumentar

e estabilizar a produtividade.

O presente estudo teve como objetivo estabelecer uma cultura mista composta por
duas espécies de microalgas biotecnologicamente interessantes, tendo em conta que o
efeito sinergético do cultivo misto pode resultar numa maior produtividade de biomassa
e/ou de compostos de interesse. Vischeria helvetica ACOI 299 (Vischer & Pascher) Hibberd e
Asterococcus korschikoffii ACOI 326 Ettl foram inicialmente caraterizadas em cultivo unialgal,
quanto ao crescimento e conteldo lipidico nas fases exponencial e estacionaria. Os mesmos
parametros foram avaliados para as culturas mistas, em que foram testadas duas estratégias,
uma com as estirpes em igual proporg¢do (1:1) e outra com maior densidade inicial de V.
helvetica (4:1). Para a determinac¢do das curvas de crescimento de cada microalga, foram
utilizadas duas metodologias, peso seco (mg/ml) e densidade celular (células/ml). No caso da
extracdo de lipidos, foram testados trés métodos, baseados em extracdo com solventes.
Depois de obtido o lipido total de cada microalga por cada um dos métodos, este foi sujeito a
fracionamento de modo a separar as diferentes classes lipidicas em lipidos neutros,
glicolipidos e fosfolipidos. Nas condi¢cOes de cultivo estabelecidas, V. helvetica apresentou um
crescimento rapido, aumentando em 16 vezes o seu peso seco e atingiu 2,15 mg/ml aos 27
dias de cultura. No mesmo periodo de tempo, A. korschikoffii aumentou o seu peso em 5
vezes e ndo atingiu 1 mg/ml de peso seco. Quando expresso em densidade celular, V.
helvetica aumentou 7 vezes o seu numero de células, enquanto A. korschikoffii aumentou 4
vezes. Em relagdo ao teor de lipido total, o maximo obtido para V. helvetica foi 294,00 mg de

lipido/g de biomassa e para A. korschikoffii foi 162,22 mg/g.



Em relagdo as culturas mistas, foi observada uma relagdo inversamente proporcional
entre o teor de lipido total e a producdo de biomassa. A estratégia 1:1 apresentou maior
producdo e produtividade de biomassa. Contrariamente, na estratégia 4:1 foram obtidos
valores baixos de biomassa, mas valores de lipido total mais elevados, particularmente aos 6
dias com 182,86 mg/g, valor superior aos registados para qualquer uma das monoculturas
para o mesmo periodo. Os resultados sugerem que a cultura mista com mais quantidade de
V. helvetica (4:1), apds 6 dias de crescimento é indicada para obtencdo de elevada produgao
de lipidos e também que o cultivo misto de A. korschikoffii e V. helvetica em igual proporc¢ao

(1:1) favorece a producdo de biomassa de A. korschikoffii.

Palavras-chave: Vischeria helvetica; Asterococcus korschikoffii; microalgas; culturas mistas;

extracao de lipidos; lipidos neutros; glicolipidos; fosfolipidos



Abstract

Microalgae have a high potential for the production of compounds that may have
commercial applications in areas such as aquaculture, nutrition, human and animal health,
waste water treatment, energy production and food, chemical and pharmaceutical
industries. The great variability of these compounds, together with the application of large-
scale cultivation has allowed the commercial use of some species. Most cultures of algae are
grown as a monoculture since specific strains produce specific high value products, like for
example lipids. However, some studies have shown that monocultures are difficult to
maintain since they are susceptible to contamination by other organisms, especially when
growing in open tanks. Therefore mixed cultures of two or more species can be an alternative

that may increase and stabilize productivity.

The aim of this study was to establish a mixed culture of two microalgae with
biotechnological potential, considering that the cultivation of both species can result in
higher productivity of biomass and/or interesting compounds. Vischeria helvetica ACOI 299
(Vischer & Pascher) Hibberd and Asterococcus korschikoffii ACOl 326 Ettl were initially
characterized in unialgal systems, regarding growth and lipid content in the exponential and
stationary phases. These parameters were also evaluated in mixed cultures, in which two
strategies were tested, one with the same proportion of the two species (1:1) and the other
with V. helvetica in a higher initial density (4:1). Growth curves were established by dry
weight (mg/ml) and also by cell counting (cell/ml). For the lipid extraction, three methods
based on solvent extraction were tested. The total lipid extracts were submitted to
fractionation in order to separate the main lipid classes, neutral lipids, glycolipids and

phospholipids.

In the established culture conditions, V. helvetica showed a rapid growth, increasing
16-fold in dry weight and reaching 2.15 mg/ml after 27 days of culture. For the same period
of time, A. korschikoffii increased 5-fold and did not reach 1 mg/ml of dry weight. Growth
estimated by cell counting showed an increase of 7-fold for V. helvetica and 4-fold in A.
korschikoffii. Regarding the total lipid content, the maximum obtained for V. helvetica was
294.00 mg of lipid/g of dried biomass and 162.22 mg/g for A. korschikoffii. For the mixed
cultures, an inversely proportional relationship between the total lipid content and the
biomass was observed. The 1:1 strategy showed a higher biomass production and
productivity in contrast with 4:1 strategy that showed low biomass values. However, total

lipid content obtained was higher than recorded for each monoculture at the same period,

Xl



particularly after 6 days of culture with 182.86 mg/g. The results suggest that the mixed
culture with higher density of V. helvetica (4:1), after 6 days of culture is the most indicated
for obtaining high lipid content and that the mixed culture of A. korschikoffii and V. helvetica

in equal proportions (1:1) favors the biomass production of A. korschikoffii.

Keywords: Vischeria helvetica; Asterococcus korschikoffii; microalgae; mixed cultures; lipid

extraction; neutral lipids; glycolipids; phospholipids
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1.1 Microalgas

As microalgas s3ao organismos ubiquistas, que podem ocupar os habitats mais
indspitos, como a neve em montanhas de altitudes elevadas, rochas nuas onde vivem em
associacGes com fungos, constituindo liquenes, em solos desertos ou em fontes termais. Nos
habitats aquaticos funcionam como a base da cadeia alimentar, ja que tém a capacidade de
realizar fotossintese e produzir matéria organica a partir de didxido de carbono e 4gua, sendo
responsaveis pela produgdo da maior parte do oxigénio necessdrio ao metabolismo dos

organismos aerdbios (Lee, 2008; Wehr et al, 2015).

As microalgas representam um recurso valioso pouco explorado e a sua biodiversidade
é enorme (Pulz & Gross, 2004; Guedes & Malcata, 2012). O niumero exato de espécies ndo é
conhecido, contudo sdo estimados entre 200 000 até alguns milhGes de representantes deste
grupo (Pulz & Gross, 2004; Derner et al, 2006). Destes, apenas alguns milhares sdo mantidos
em colec¢ées em todo o mundo, sé algumas centenas foram investigados do ponto de vista
guimico e muito poucas tém sido cultivadas em quantidades industriais (Olaizola, 2003). As
espécies de algas estdo agrupadas em divisdes que se distinguem com base numa combinacdo
de caracteristicas que incluem pigmentos fotossintéticos, produtos de reserva, revestimento
celular entre outros aspetos das células. Em alguns casos, a distingdo das espécies sé é possivel
através da analise de sequéncias de DNA ou andlises detalhadas de pigmentos (Wehr et al,

2015).

1.1.1 Género Vischeria Pascher

O género Vischeria foi estabelecido em 1937 por Pascher, sendo a espécie lectétipo
Vischeria stellata (Chodat ex Poulton) Pascher. E um género da familia Eustigmataceae, Ordem

Eustigmatales, Classe Eustigmatophyceae (Hibberd, 1981).

A classe Eustigmatophyceae é uma classe de algas verde-amareladas que foi separada
da classe Xanthophyceae em 1971 por Hibberd & Leedale, com base em evidéncias citoldgicas
e ultrastruturais, como a organizagdo caracteristica dos zodsporos, particularmente, o
tamanho e forma do estigma, bem como a localiza¢do do aparelho flagelar (Santos, 1996). Esta
separacdo também foi sustentada pelas diferencas na composicdo pigmentar do cloroplasto, ja

gue esta classe se distingue da classe Xanthophyceae pela presenca de uma combinacdo Unica
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de pigmentos: clorofila a, -caroteno, violaxantina e vaucheriaxantina-ester como principais

xantofilas (Whittle & Casselton, 1975).

O género Vischeria é caracterizado por organismos com células de 7-20 um de
diametro, que podem apresentar forma esférica, poliédrica ou irregular com verrugas e
projecdes. Relativamente a reproducdo, esta pode ocorrer por autdsporos e por zodsporos
uniflagelados (Ott et al, 2015). Este género foi inicialmente estabelecido para microalgas
esféricas da classe Xanthophyceae, cujas paredes celulares possuiam poucas projecoes
arredondadas e um grande numero de projecdes cénicas. No entanto, em cultura, a grande
maioria das células pode ter paredes sem ornamentacdo. Segundo Pascher, o género Vischeria
estaria estreitamente relacionado com o género Polyedriella, caracterizado por espécies com
células poliédricas, ja que as diferencas entre as projecdes de Vischeria e as verrugas de
Polyedriella seriam consideradas pouco significativas. Mais tarde, a descricdo de V. punctata
por Vischer (1945) tornou a distincdo entre os dois géneros ainda mais dificil e estudos
posteriores demonstraram a sua similaridade (Hibberd & Leedale, 1971). Desta forma, o
género Vischeria passou a englobar todas as eustigmatoficeas com células livres isométricas
em que a parede celular seja ornamentada com projecGes ou verrugas. Relativamente aos
zoosporos, sao uniflagelados e alongados, quase indistinguiveis dos do género Eustigmatos
(Hibberd, 1981). O género é plancténico e pode ser encontrado em pantanos, lagos e riachos.
Estd também, frequentemente associado a espécies como Sphagnum, Typha, Nuphar,
Nymphea e ciperdceas em aguas onde a matéria organica dissolvida é abundante (Ott et al,

2015).

S3do reconhecidas 3 espécies dentro do género, nomeadamente Vischeria helvetica
(Vischer & Pascher) D.J. Hibberd, Vischeria punctata Vischer e Vischeria stellata (Chodat ex
Poulton) Pascher ( Santos, 1996; Fawley et al, 2014).

Algumas espécies de Vischeria sdo boas produtoras de carotenoides, principalmente B-
caroteno, violaxantina e vaucheriaxantina. No entanto, é a acumula¢do de B-caroteno que é
responsavel por mais de metade da quantidade total destes compostos (Li et al, 2012). Desta
forma, estas microalgas poderdo ser uma fonte natural promissora de carotenoides e o seu
crescimento em fotobiorreator demonstra que podem produzir grandes quantidades de B-
caroteno, que podera ter diversas aplicagdes nutracéuticas (Li et al, 2012; Gao et al, 2015). O
motivo pelo qual estas eustigmatoficeas acumulam grandes quantidades deste composto
ainda ndo é claro, no entanto, como o B-caroteno possui diversas funcdes fisioldgicas, é

possivel que estas sintetizem mais quantidade deste composto como protegao contra os danos
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causados pelo stress do meio envolvente como, por exemplo, a deplecao de nutrientes ou a

luminosidade excessiva (Li et al, 2012).

Segundo um estudo recente, a espécie Vischeria stellata possui um perfil de acidos
gordos apropriado para a produgao de biodiesel. A sua composicdo é semelhante a de outras
eustigmatoficeas, tendo como principais constituintes os acidos palmitico (C16:0), palmitoleico
(C16:1), oleico (C18:1) e eicosapentaenoico (C20:5), que representam mais de 80% dos acidos

gordos totais (Gao et al, 2015).

1.1.1.1 Vischeria helvetica (Vischer & Pascher) D.]. Hibberd

A espécie Vischeria helvetica foi validamente publicada por Hibberd em 1981, sendo
considerada sindénimo de Polyedriella helvetica Vischer & Pascher (Hibberd, 1981). Esta
microalga é caracterizada pelas suas células esféricas a poliédricas, solitdrias e livres com uma
parede ornamentada com verrugas dispostas regularmente ou com dobras sinuosas (Bourrelly,
1981) (Figura 1). Em 1938, Pascher considerou que P. helvetica estaria estreitamente
relacionada com Vischeria, ja que as suas diferencas se resumiam a um pequeno numero de
células com forma poliédrica e algumas projecGes da parede. Em 1945, Vischer, apontou V.
punctata como um intermédio, em termos de forma celular, entre Vischeria stellata e
Polyedriella helvetica e, mais tarde, P. helvetica passou a pertencer ao género Vischeria
(Hibberd, 1981). Os plastos podem ser um ou mais em cada célula e sdo parietais (Bourrelly,

1981).

Nas mesmas condi¢Bes de cultura, as células de V. helvetica sao ligeiramente maiores
do que V. punctata e V. stellata, mas sao facilmente distinguidas pelo facto de o pirendide ser
particularmente bem diferenciado e geralmente maior (didmetro 4,5-5 um) do que V. punctata

e V. stellata (Hibberd, 1981).

Como referido anteriormente, em termos da composicdo de carotenoides, esta
microalga contém, principalmente, B-caroteno, violaxantina e vaucheriaxantina (Li et al, 2012).
Esta microalga acumula grandes quantidades de carotenoides quando as condi¢des de cultura
incluem alta luminosidade, mantendo a percentagem de B-caroteno das condi¢des de cultivo
6timas, mas é observado um aumento das percentagens de outros carotenoides como a

zeaxantina, luteina, cantaxantina e astaxantina (Aburai et al, 2013).
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Figura 1: Células de Vischeria helvetica. DIC Prisma Nomarsky (Fotografia
gentilmente cedida por R. Amaral).

1.1.2 Género Asterococcus Scherffel

O género Asterococcus foi estabelecido em 1908 por Scherffel, sendo que a espécie
holétipo é Asterococcus superbus (Cienkowski) Scherffel. E um género da familia

Palmellopsidaceae, Ordem Chlamydomonadales e Classe Chlorophyceae (Leonardi et al, 2000).

Este género de algas verdes coloniais imdveis é caracterizado por apresentar um
cloroplasto em forma de estrela e camadas gelatinosas em torno da célula e/ou coldnia
(Nakazawa et al, 2004). As células podem ser esféricas a elipsoidais com 10 a 40 um de
didametro, apresentam parede celular lisa, um sé nicleo, um pirendide central proeminente e,
geralmente, dois vacuolos contrateis. Podem agrupar-se em 2-4-8-16 células, formando
colénias esféricas a amorfas com as células dispersas num invélucro mucilaginoso. A
reproducdo assexuada é feita através de aplandsporos ou zodsporos, dispersos por dissolucdo
da parede celular das células progenitoras. E um género de dgua doce, que tanto pode ser

plancténico como bentdnico (Shubert & Géartner, 2015).

Atualmente sdo reconhecidas 5 espécies dentro do género nomeadamente,
Asterococcus superbus (Cienkowski) Scherffel, Asterococcus korschikoffii Ettl, Asterococcus
papillatus Nakazawa, Asterococcus spinosus Prescott e Asterococcus limneticus G. M. Smith

(Nakazawa et al, 2004).
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1.1.2.1 Asterococcus korschikoffii Ettl

Asterococcus korschikoffii € uma microalga de agua doce caracterizada por células
isoladas ou pequenas coldnias, embebidas numa matriz mucilaginosa. As células vegetativas
sdo imoveis, a sua parede celular é lisa e podem ter forma esférica a elipsoidal com,
aproximadamente, 17-42 um de comprimento e 15-42 um de largura (Figura 2). O seu nucleo
estd posicionado na parte anterior do protoplasto, e os dois vaclolos contrateis na
extremidade anterior da célula. O cloroplasto tem uma forma estrelada com lébulos radiais, o
pirendide é Unico e central, quase esférico e por vezes de forma achatada, com as lamelas dos
tilacoides penetrantes e dispostas radialmente, rodeadas por granulos de amido (Nakazawa et

al, 2004).

Em 1953, Korshikov descobriu uma coldnia dendroide de Asterococcus, que identificou
como A. superbus. Baseado nesta descricdo, Ettl estabeleceu, em 1964, a espécie A.
korschikoffii e caracterizou esta espécie como tendo coldnias dendroides e camadas coloniais
densas. Contudo, Ettl & Gartner (1988) consideraram A. korschikoffii como sinénimo de A.
superbus porque interpretaram a estrutura dendroide da matriz colonial como uma variante

morfoldgica de A. superbus (Nakazawa et al, 2004).

Num estudo taxondmico para este género, feito por Nakazawa et al, e baseado na
comparag¢do da morfologia e sequéncia do gene rbcl, foram analisadas quatro estirpes de A.
korschikoffii origindrias da Franga e de Portugal (ACOI 238, ACOI 326, ACOI 961). Todas
formam coldnias dendroides notaveis com células grandes (17-42 um de comprimento e 15-42
pm de largura) e com 15-25 lamelas dos tilacoides penetrantes na sec¢do intermedidria da
matriz do pirendide. Contrariamente, as outras espécies de Asterococcus observadas (A.
superbus e A. papillatus) formam coldnias esféricas com pequenas células (13-27 um de
comprimento e 11-27 um de largura) e tém 5-15 lamelas dos tilacoides penetrantes na seccdo
intermedidria da matriz do pirendide. Desta forma, A. korschikoffii é claramente diferenciado
de A. superbus e de A. papillatus pela forma da colénia e pelo nimero de lamelas dos
tilacoides no pirendide, embora apresentem uma estrutura celular idéntica. Além disso, as
sequéncias do gene rbcL vém posicionar as estirpes de A. korschikoffii num grupo monofilético

dentro do género Asterococcus (Nakazawa et al, 2004).
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20 pm

Figura 2: Célula de Asterococcus korschikoffii. DIC Prisma Nomarsky (Fotografia
gentilmente cedida por R. Amaral).

Relativamente as suas camadas gelatinosas, estas vao aumentando distalmente e
rompem, de maneira a libertar as camadas interiores mais jovens ou que contenham células
vegetativas (Nakazawa et al, 2004). Assim sendo, as células podem ser solitarias ou agrupadas
em coldnias pela mucilagem que segregam, formando uma “cdpsula” em torno destas (Figura
3). Esta mucilagem, dissolvida para o meio de cultura, é responsavel pelo aumento da

viscosidade do mesmo.

Figura 3: Libertagdo das células da estrutura colonial em Asterococcus korschikoffii. DIC
Prisma Nomarsky (Fotografias gentilmente cedidas por R. Amaral).

1.2 Interesse biotecnoldgico das microalgas

A diversidade evolutiva e filogenética das microalgas reflete a grande variedade da
composi¢cdo quimica destes organismos, o que 0s torna extremamente atrativos para

exploracdo como fontes comerciais de uma vasta gama de biomoléculas (Borowitzka, 2013).
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Este fator, aliado ao estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala tém permitido

gue determinadas espécies sejam comercialmente utilizadas (Derner et al, 2006).

As aplicacGes comerciais das microalgas sdo, em grande parte, dominadas por
Arthrospira (Spirulina), Chlorella, Dunaliella salina e Aphanizomenon flos-aquae (Spolaore et al,
2006). Arthrospira platensis é usada na nutricdo humana devido ao seu excelente valor
nutricional, sobretudo pelo elevado contelddo proteico. Além disso tém-lhe sido apontados
outros beneficios para a saide como a reducdo da hiperlipemia, supressdo da hipertensao,
protecdo contra insuficiéncia renal, promog¢do do crescimento de Lactobacillus intestinal e
supressao dos niveis elevados de glicose no sangue. Chlorella pode ser usada como aditivo
alimentar pois possui propriedades de ajuste de sabor e aroma. Dunaliella salina é explorada
devido ao seu elevado conteddo em f3-caroteno, que pode atingir cerca de 14% do seu peso
seco. E comercializada para nutricio humana em pd, como ingrediente para suplementos
alimentares e alimentos funcionais pela empresa Cognis Nutrition and Health, sendo que esta
é o seu maior produtor. Aphanizomenon flos-aquae é, de acordo com vdrios estudos,
promotora de boa salde em geral (Spolaore et al, 2006). A espécie Haematococcus pluvialis
também é conhecida pela sua capacidade de produzir um pigmento muito interessante do

ponto de vista comercial, a astaxantina (Pignolet et al, 2013).

Assim sendo, existem varios produtos derivados de microalgas bem estabelecidos no
mercado, no entanto a descoberta de novos compostos gera a oportunidade de serem
desenvolvidos novos produtos e comercializados (Borowitzka, 2013). Desta forma, o sucesso
da biotecnologia das algas parece depender, maioritariamente, da escolha acertada da
microalga, que deve apresentar propriedades especificas para as condi¢des de cultivo que se

possui e para o produto de interesse que se pretende obter (Pulz & Gross, 2004).

1.2.1 Lipidos das microalgas

Os lipidos constituem um grupo diversificado de compostos quimicos que partilham a
caracteristica de serem insollveis em agua (Pignolet et al, 2013). O estudo destes compostos
assumiu uma importancia consideravel a partir do momento em que se reconheceu que estdo
envolvidos em muitos processos bioldgicos vitais em animais, plantas e microrganismos. Os

lipidos sdo as principais formas de armazenamento de energia em tecidos animais e vegetais e,
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como componentes principais das membranas, sdo responsdveis por manter a integridade

estrutural das células (Christie & Han, 2003; Pignolet et al, 2013).

O teor de lipido total em amostras bioldgicas é importante em muitos estudos
bioquimicos, fisioldgicos e nutricionais e, geralmente inclui uma mistura de componentes com
diferentes polaridades (lverson et al, 2001). Desta forma, com base nas suas caracteristicas
fisico-quimicas, os lipidos podem ser divididos em dois grandes grupos: lipidos polares e lipidos

nao polares (Figuras 4 e 5).

Os lipidos polares incluem os fosfolipidos e os glicolipidos (Figura 4). Os fosfolipidos
sdo 0os componentes principais da maioria das membranas, com exce¢cdo das membranas
fotossintéticas de plantas, algas e de arqueobactérias, onde representam uma pequena fracdo
dos lipidos membranares. Estes compostos apresentam acidos gordos esterificados na posicao
1 e 2 da molécula de glicerol mas o seu nome advém do grupo fosfato esterificado na posi¢do
3 (Gurr et al, 2002). Representam 10-20% do lipido total nas algas, exceto em algumas
espécies de dinoflagelados que podem ter uma percentagem mais elevada. Estes compostos
sdo os componentes da membrana celular que mantém a integridade estrutural e
permeabilidade seletiva desta, sendo que os principais fosfolipidos encontrados nas algas sdo
fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS),
fosfatidilinositol (P1) (Kumari et al, 2013) (Figura 5). Por exemplo, os PG auxiliam os glicolipidos
na manutengao da estabilidade do aparelho fotossintético e sdo os fosfolipidos dominantes
nas algas verdes, representando 20-47% dos fosfolipidos. Nas algas vermelhas sdo os PC que
representam mais de 60% destes compostos e nas algas castanhas tanto os PC como PE sdo

dominantes e podem atingir 11,3% a 29,3% dos fosfolipidos (Kumari et al, 2013).

Relativamente aos glicolipidos, estes sdo encontrados em pequenas quantidades nos
animais, no entanto sdo os principais constituintes das membranas fotossintéticas das algas e
plantas. A sua estrutura é andloga a dos fosfolipidos mas com um acucar ligado
glicosidicamente na posi¢do 3 da molécula de glicerol (Gurr et al, 2002). Os glicolipidos tipicos
das algas incluem monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e digalactosildiacilglicerol (DGDG),
sendo que o MGDG é restrito a membrana dos tilacoides enquanto o DGDG pode também ser

encontrado nas membranas extraplastidiais (Kumari et al, 2013).
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Figura 4: Esquema ilustrativo da estrutura geral dos fosfolipidos (a) e dos glicolipidos (b) (adaptado de Nelson &
Cox, 2005).

Os lipidos ndo polares, também chamados lipidos neutros, incluem os
hidrocarbonetos, as ceras esterificadas, os eicosanoides, os esterdis, os acilglicerdis e os acidos
gordos livres (Cohen, 1999). Os acilglicerdis sdo estéres de glicerol em que um, dois ou trés
grupos hidroxilo podem ser esterificados com dacidos gordos, correspondendo aos
monoacilgliceréis, diacilglicerdis e triacilglicerdis (TAGs). Estes ultimos constituem a maior
parte de lipido neutro acumulado nas algas como produto de armazenamento e reserva de
energia e podem apresentar uma percentagem altamente varidvel, entre valores de 1% e 97%
(Becker, 2004; Hu et al, 2008; Huerlimann et al, 2010; Kumari et al, 2013). Os TAGs sdo
sintetizados, essencialmente, durante o dia, armazenados em corpos lipidicos no citoplasma e

reutilizados para a sintese de lipidos polares durante a noite (Kumari et al, 2013).

11
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Figura 5: a) Diferentes classes de lipidos nas microalgas (adaptado de Cohen, 1999; Kumar et al, 2015). Estrutura
quimica de dois acidos gordos: b) acido araquiddnico (AA; C20:4 GJ6); c) acido eicosapentaendico (EPA, C20:5
(23) (Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov);

Resumindo, a grande maioria do lipido total das algas é constituida por fosfolipidos,
glicolipidos e lipidos neutros (Wainman et al, 1999). O grande interesse biotecnolégico dos
lipidos das microalgas reside nos acidos gordos que podem diferir no comprimento da cadeia e
no grau de saturacao, sendo que alguns podem ser utilizados como biomarcadores de
microrganismos em estudos ecolégicos e outros podem ser estudados para utilizagdo do ponto

de vista nutricional (Parrish, 1999).

As microalgas sintetizam os 4cidos gordos como blocos de construcdo para a
formagdo de varios tipos de lipidos (Hu et al, 2008) e de acordo com o numero de ligacGes
duplas presentes na cadeia de acidos gordos, estes podem ser classificados como dacidos

gordos saturados (SAFAs, sem liga¢cdes duplas), monoinsaturados (MUFAs, com uma ligacdo

12
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dupla) ou polinsaturados (PUFAs, com duas ou mais ligacGes duplas) (Hu et al, 2008; Kumari et
al, 2013). Por regra, os SAFAs e MUFAs englobam a fracdo lipidica de reserva enquanto a
fracdo lipidica estrutural é, em grande parte, composta por PUFAs (Pignolet et al, 2013). Além
disso, os PUFAs podem ser classificados em (03 ou (6, dependendo da distancia a que se
encontra a ultima ligacdo dupla da extremidade metilo da cadeia de acilo. Os PUFA-GJ3 e (D6
apresentam um grande interesse nutricional, uma vez que ndo sdo produzidos naturalmente
pelo organismo humano e torna-se necessaria a sua obtencdo através da dieta (Kumari et al,
2013). Estes reduzem o colesterol (LDL), a pressdao e viscosidade sanguinea, a agregacao de
plaquetas, a arritmia cardiaca e os niveis de triglicéridos no plasma, o que é benéfico para o
sistema imunitdrio e importante na prevencdo de doengas cardiovasculares (Huerlimann et al,
2010). Por estas razdes, o interesse nos lipidos das microalgas tem sido direcionado para a
producdo de LC-PUFAs (acidos gordos polinsaturados de cadeia longa), como por exemplo o
acido araquiddnico (AA; C20:4 (J6), o acido eicosapentaendico (EPA, C20:5 (J3) (Figura 5) e o
acido docosahexaendico (DHA, C22:6 (J3) (Harwood & Guschina, 2009).

Os lipidos da maioria das algas sdo compostos, principalmente, por acidos gordos
saturados e monoinsaturados, no entanto as algas oleaginosas tém a capacidade de acumular
acidos gordos polinsaturados (PUFAs). Por exemplo, Parietochloris incisa acumula AA;
Phaeodactylum tricornutum, Porphyridium cruentum, Nitzschia laevis e Nannochloropsis sp.
acumulam EPA; Pavlova lutheri acumula tanto AA como EPA e Isochrysis galbana acumula DHA
(Kumari et al, 2013). Os TAGs ricos em PUFAs atuam como reservas de acidos gordos e
auxiliam na biossintese de lipidos polares, especialmente face a condi¢gdes adversas, em que a

sintese de PUFAs fica comprometida.

A capacidade que as algas tém para sobreviver a diversas condigdes ambientais
reflete-se, em grande parte, na capacidade de modificar o seu metabolismo lipidico de forma
eficiente face a essas alteracles, isto é, os genes que codificam certas enzimas, tais como,
lipases, fosfolipases, aciltransferases e varias sintetases de lipidos, sdo expressos de forma
variavel em ambientes diferentes mas também ao longo do crescimento (Nalder et al, 2015).
Consequentemente, a diversidade de lipidos celulares existentes é enorme (Guschina &
Harwood, 2006; Hu et al, 2008), o que torna as microalgas uma fonte alternativa e promissora
para a producdo de lipidos. As espécies ricas nestes compostos sdo denominadas espécies
oleaginosas, e muitas podem ser induzidas a produzir lipidos e acidos gordos especificos
através da manipulagdo das propriedades fisicas e quimicas do meio de cultura. Estes

organismos conseguem acumular quantidades substanciais de lipidos e esta acumulagdo esta
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associada ao consumo de aglcares a uma taxa superior a taxa de formacao de células, o que

promove a conversao do agucar excedente em lipido (Araujo et al, 2013).

Tabela 1: Contetdo e produtividade lipidica e de biomassa de algumas espécies de microalgas (adaptado de Mata et
al, 2010).

Conteudo lipidico  Produtividade Produtividade de
Espécie

(% peso seco) lipidica (mg/L/dia) biomassa (g/L/dia)
Ankistrodesmus sp. 24,0-31,0 - -
Botryococcus braunii 25,0-75,0 - 0,02
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8 0,07
Chaetoceros calcitrans 14,6-39,8 17,6 0,04
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0 0,036-0,041
Chlorella sorokiniana 19,0-22,0 44,7 0,23-1,47
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2-40,0 0,02-0,20
Chlorella sp. 10,0-48,0 42,1 0,02-2,5
Chlorococcum sp. 19,3 53,7 0,28
Dunaliella salina 6,0-25,0 116,0 0,22-0,34
Dunaliella sp. 17,5-67,0 33,5 -
Ellipsoidion sp. 27,4 47,3 0,17
Euglena gracilis 14,0-20,0 - 7,70
Isochrysis sp. 7,1-33 37,8 0,08-0,17
Monodus subterraneus 16,0 30,4 0,19
Nannochloropsis sp. 12,0-53,0 37,6-90,0 0,17-1,43
Nannochloropsis oculata 22,7-29,7 84,0-142,0 0,37-0,48
Neochloris oleoabundans 29,0-65,0 90,0-134,0 -
Pavlova salina 30,9 49,4 0,16
Pavlova lutheri 35,5 40,2 0,14
Phaeodactylum tricornutum 18,0-57,0 44,8 0,003-1,9
Porphyridium cruentum 9,0-60,7 34,8 0,36-1,50
Scenedesmus quadricauda 1,9-18,4 35,1 0,19
Scenedesmus sp. 19,6-21,1 40,8-53,9 0,03-0,26
Skeletonema sp. 13,3-31,8 27,3 0,09
Skeletonema costatum 13,5-51,3 17,4 0,08
Tetraselmis suecica 8,5-23,0 27,0-36,4 0,12-0,32
Tetraselmis sp. 12,6-14,7 43,4 0,30
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A composicdao dos lipidos das microalgas pode depender das condi¢des de cultivo,
como composicdo do meio, fase de crescimento, intensidade luminosa, temperatura e
fornecimento de nutrientes (Huerlimann et al, 2010; D’Alessandro & Antoniosi Filho, 2016). De
todos os nutrientes, o azoto € um dos mais importantes para a regulacdao da acumulagao de
lipidos e a sua limitacdo, em algumas espécies de microalgas, pode fazer com que estas
acumulem quantidades massivas de lipidos de reserva (Gao et al, 2015). O conteudo total de
lipidos nas microalgas pode variar, em média, entre 1 e 70% do seu peso seco, no entanto sob
determinadas condicOes, algumas espécies podem atingir valores de 90% do seu peso seco,
por exemplo, sob condi¢cbes de escassez de nutrientes (Spolaore et al, 2006; Rodolfi et al,
2009; Mata et al, 2010) (Tabela 1). No entanto, as condi¢Bes de stress podem aumentar a
acumulacdo de lipidos mas isto, muitas vezes reduz a taxa de crescimento, o que

indiretamente afeta a produtividade lipidica (Converti et al, 2009).

Algas com maior percentagem de lipido estdo, normalmente, associadas a baixas
produtividades de biomassa como por exemplo, o caso de Botryococcus braunii (Tabela 1).
Alguns estudos também indicam que baixas percentagens de lipido podem ser associadas a
elevadas percentagens de polissacarideos, como no caso de Porphyridium cruentum, em que o
aumento da produgdo de mucilagem, com consequente diminuicdo da producdo de lipidos, se
deve a limitagdo de nutrientes ao longo do envelhecimento da cultura, ja que o carbono fixado
fotossinteticamente é canalizado para a producdo de exopolissacarideos (Fabregas et al,
1998). Desta forma, durante a fase exponencial, a quantidade de polissacarideos produzida é

menor do que na fase estaciondria (Metting, 1996; Banerjee et al, 2002).

Os lipidos das microalgas tém também sido utilizados como matéria-prima para a
producdo sustentavel de biodiesel (Huerlimann et al, 2010). As vantagens do uso de microalgas
em alternativa as plantas superiores como fonte de obtencdo de odleos sdo varias. Por
exemplo, o rendimento de dleo por cultura de microalga facilmente excede o rendimento das
melhores plantas oleaginosas (Rodolfi et al, 2009). A producdo de biodiesel a partir de
microalgas requer a transesterificacdo dos triacilglicerdis (TAGs) em ésteres de acidos gordos e
a qualidade do produto é definida, maioritariamente, pelas caracteristicas estruturais dos
acidos gordos (comprimento da cadeia, numero de ligagdes duplas, ramificacdo da cadeia, etc.)
(Huerlimann et al, 2010). Assim sendo, a composicdo dos acidos gordos das diferentes
microalgas tem um efeito significativo nas caracteristicas do biodiesel produzido (Mata et al,

2010).
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As microalgas verdes mais estudadas para a producdo de biodiesel sdao cloréfitas
unicelulares, como Auxenochlorella protethecoides, Chlorella vulgaris, Chlamydomonas
reinhardtii e Dunaliella salina (D’Alessandro & Antoniosi Filho, 2016). Estas apresentam um
crescimento relativamente rdpido, o que faz com que a sua produtividade lipidica seja superior
a de microalgas de outras classes. No entanto, as euglendfitas e dinoflagelados tém potencial
para serem usadas na producdo de biodiesel, ja que apresentam um contetdo lipidico superior

ao das algas verdes.

Aquando da escolha de microalgas para a producdo de biodiesel devem ser
considerados alguns aspetos como evitar usar espécies marinhas, pois estas contaminam o
biodiesel com sdédio e outros compostos inorganicos, dando preferéncia a: (1) espécies
extremdfilas, ja que sdo menos susceptiveis a contaminacdo por outros microrganismos; (2)
espécies que produzam grandes quantidades de biomassa em pouco tempo; (3) espécies
resistentes a condi¢Oes de stress que induzam a producdo de acidos gordos, como a
temperatura ou alteragdes de intensidade luminosa; (4) espécies que apresentem uma
percentagem adequada de acidos gordos saturados e insaturados; (5) espécies que produzam
mais acidos gordos do que os necessarios para a producdo de biodiesel, como por exemplo
polinsaturados, que podem ser fracionados e depois vendidos (a parte mais saturada é usada

para a producdo de biodiesel) (D’Alessandro & Antoniosi Filho, 2016).

1.2.1.1 Extracgdo de lipidos

Nas ultimas décadas, o aumento do interesse pelo biodiesel impulsionou a realizagdo
de muita investigacdo orientada para as técnicas de extra¢do de lipidos, de maneira a obter
altas taxas de rendimento nestes compostos (Kumari et al, 2013). Apesar da identificacdo e
quantificacdo precisa dos compostos lipidicos ser um pré-requisito para a sua potencial
utilizacdo e exploragdo, a extracdo de lipidos é um fator essencial a ter em conta neste

processo (Kumari et al, 2013).

Esta etapa continua a ser um desafio significativo para a produgdo comercial de dleo
de microalgas (Li et al, 2014). Um dos principais obstaculos associados a producdo de lipidos
por microalgas é a dificuldade em extrai-los da sua localizagdo intracelular de uma forma

eficiente e econdmica, evitando também o uso de grandes volumes de solvente. Um requisito
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fundamental é que o éleo seja libertado e extraido sem contaminacdes significativas de outros
componentes celulares, como DNA ou clorofila (Scott et al, 2010). Assim sendo, tém sido
aplicados inUmeros métodos para a extracdo de lipidos em microalgas, nomeadamente
métodos mecanicos, métodos de extracdo com solventes e métodos de extracdao com fluidos

supercriticos (Harun et al, 2010) (Tabela 2).

Os métodos de extracdo mecanicos representam uma abordagem eficaz pois ndo sao
dependentes do tipo de espécies de microalgas a ser processado e também s3o menos
susceptiveis de contaminacdao do produto lipidico extraido. No entanto, estes métodos
requerem um gasto energético elevado e a geracdo de calor pode provocar danos nos
produtos finais. O método de compressdao mecanica é um dos métodos mais simples e antigos
usados para extrair 6leos de sementes e pode também ser usado no caso das microalgas. O
principio desta técnica baseia-se em aplicar uma pressdao mecanica elevada para esmagar e
quebrar as células, libertando o éleo para o exterior (Kumar et al, 2015). Apesar deste método
extrair quase 75% do 6leo, é considerado um dos menos efetivos ja que é um processo lento e
que requer secagem da biomassa algal (Harun et al, 2010). Além disso, a sua maior
desvantagem é a possivel presenca de pigmentos no éleo, que tém de ser removidos ou por
extracdo com solventes ou por adsor¢do com carbono ativado, o que faz com que os custos do
processo se elevem (Kumar et al, 2015). Outro exemplo de método mecanico utilizado é o
moinho de esferas, em que a biomassa é colocada junto a esferas muito pequenas de vidro, ou
de outro material, dentro de um agitador. O choque fisico entre as esferas e as células resulta
na rutura da parede celular, libertando todo o conteudo celular (Kumar et al, 2015). Por fim,
outro método mecanico é o uso de ultrassons, uma técnica alternativa em que as microalgas
sdo expostas a ondas ultrassénicas de alta intensidade, que criam bolhas de cavitagdo em
torno das células. Quando as bolhas colapsam emitem ondas de choque que destroem a
parede das células, de modo que os compostos interiores sejam libertados. Este método pode
também ser usado com solventes organicos de maneira a aumentar a liberta¢do de conteldos

celulares no meio (Harun et al, 2010).
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Tabela 2: Diferentes métodos de extragdo de lipidos e as suas vantagens e desvantagens (adaptado de Harun et al, 2010;
Mubarak et al, 2015; Kumar et al, 2015).

Método de extragao Principio da técnica Vantagens Limitagoes

1. Métodos mecanicos:

- Pressdao mecanica .
Grande quantidade de

AP ER Rebentamento Facil de usar; ndo ha biomassa; grande
esferas . o
celular solventes envolvidos consumo de energia; dificil
- Ultrassons
aumentar de escala
Solventes inflamaveis e/ou
Alta eficiéncia; solventes
2. Extragdo com Sem rebentamento; toxicos; requer grande
usados pouco
solventes: penetragdo dos guantidade de solvente;
dispendiosos; facil de
- Soxhlet solventes processo de recuperagao
reproduzir
do solvente caro;
Interagdo insuficiente
Rapido; ndo-toxico
entre CO, supercritico e
3. Extragdo Penetragdo do fluido  (solvente “verde”); ndo
amostra; falha em
supercritica supercritico inflamavel e simples de

extracbes em matrizes
operar
sélidas; dispendioso

A extracdo com solventes organicos (como o benzeno, hexano, acetona, cloroférmio,
etc.) é um método que apresenta grande eficiéncia. Estes solventes penetram na parede
celular das microalgas e extraem o lipido, porque este possui uma elevada solubilidade neste
tipo de solventes. O extrato pode depois ser sujeito a processos de destilacdo para separar o
lipido do solvente (Harun et al, 2010). O solvente ou mistura de solventes utilizados devem ser
suficientemente polares para remover os lipidos dos seus constituintes celulares mas nao
demasiado, pois também é necessario solubilizar os TAGs e outros lipidos ndo polares (Kumari
et al, 2013). Um solvente adequado deve ser insoluvel em agua, solubilizar preferencialmente
os compostos de interesse, ter um ponto de ebulicao baixo para facilitar a sua remogao apds a
extracdo e ter uma densidade consideravelmente diferente da dgua (Mercer & Armenta,

2011).

Varios solventes organicos ou combinacgdo de diferentes solventes tém sido utilizados

para a extragdo de lipidos. O método de Folch (Folch et al, 1957) é o método mais antigo, que
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criou a base para o desenvolvimento de protocolos posteriores. Neste método sao usados dois
solventes, nomeadamente, cloroférmio e metanol, 2:1 (v/v) para a extracdo de lipidos das
células e esta mistura resulta em duas fases, sendo que os lipidos ficam na fase superior. Este
método permite um processamento rdpido e facil de um grande nimero de amostras, no
entanto é menos sensivel quando comparado com outros métodos (Kumar et al, 2015). Outra
metodologia semelhante a de Folch é a de Bligh and Dyer, desenvolvida em 1959 e que difere
um pouco da anterior, ja que a razdo de cloroférmio-metanol é de 1:2 (v/v). Este método é
muitas vezes aplicado com varias modificacdes de maneira a melhorar determinados aspetos

(Kumari et al, 2013; Kumar et al, 2015).

Um aparelho que foi desenvolvido para a extracao de lipidos com solventes organicos
¢é o Soxhlet (Figura 6), desenvolvido por Franz Von Soxhlet em 1879 e considerado uma técnica
standard hd mais de um século. Este aparelho contém uma camara de extracdo, onde é
colocada a amostra envolta em papel de filtro, ficando entre um baldo de destilacdo (que
contém o solvente) e um condensador (onde ha fluxo de dgua para arrefecimento). Quando a
manta de aquecimento é ligada, o solvente evapora, atinge o condensador e é forcado a
condensar, gotejando sobre a amostra, o que faz solubilizar os compostos a serem extraidos.
Quando o solvente atinge o nivel do sifdo, este transborda e a amostra, diluida no solvente, é
despejada sobre o baldo de destilacdo. Este processo é repetido até ao fim da extracdo (Luque

de Castro & Priego-Capote, 2010).

Condensador

<«— Manta de aquecimento

Figura 6: Esquema ilustrativo de um sistema convencional de Soxhlet (adaptado
de Luque de Castro & Priego-Capote, 2010).

Outro método que tem ganho aceitagdo nos ultimos anos é o uso de fluidos

supercriticos para extrair produtos de interesse de microalgas. Isto porque se obtém extratos
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altamente purificados, livres de residuos de solventes e o tempo de extracdao e separacdo é
relativamente rapido (Mercer & Armenta, 2011). A extracdo supercritica envolve o uso de
substdncias que possuem propriedades de liquidos e gases (por exemplo, CO,) quando
expostos a temperaturas e pressdes criticas. Esta particularidade permite que funcionem como
solvente de extracdo, sem deixar residuos quando o sistema volta a pressdao atmosférica e a
temperatura ambiente (Harun et al, 2010). O diéxido de carbono é muito usado devido a sua
baixa temperatura critica (31,1 °C) e pressdo (72,9 atm). Além disso, trata-se de um gas a
temperatura ambiente que é facilmente removido no fim da extracdo, ndo é tdxico, nao é
inflamavel, é pouco dispendioso e pode ser seguramente reciclado, o que o torna um solvente

ambientalmente benéfico (Mercer & Armenta, 2011).

A nivel industrial, o processo de extracao de dleo a partir de microalgas é realizado,
geralmente com disrupcdo celular mecanica, seguida de extracdo quimica com solventes
(Ferrentino & Farag, 2006). A eficiéncia de um método de extracdo de lipidos, muitas vezes
estd associada a espécie de microalga usada e as diferencas observadas podem ser explicadas

pelo tamanho da alga e composicdo da sua parede celular (Li et al, 2014).

Segundo Kumar et al (2015), o método mais recente e rigoroso para a extracao de
todas as classes de lipidos é o desenvolvido por Matyash et al (2008), que é uma modificacdo
dos métodos de Folch/Bligh and Dyer. O solvente utilizado é o éter metil t-butilico (MTBE) e,
segundo o mesmo autor, este método fornece os perfis lipidicos mais precisos, além de ser
aplicdvel a todos os tipos de células que contenham lipidos, nas quais se incluem as

microalgas.

A andlise dos perfis de lipido total, bem como a existéncia de diferentes acidos gordos
em diferentes classes lipidicas de microalgas tem-se revelado uma area emergente e que se
espera venha a identificar novos acidos gordos com uma variedade de novos grupos funcionais

(Lang et al, 2011).

1.3  Cultivo de microalgas para exploracao de compostos

As microalgas que sdo usadas hd seculos por popula¢des indigenas na alimentacdo,
incluem espécies como Nostoc, Arthrospira (Spirulina) e Aphanizomenon (Spolaore et al, 2006).
Por exemplo, o lago Chade, em Africa ou o lago Texcoco, no México constituiam uma fonte de

Spirulina para as pessoas que viviam nessas areas. No entanto as primeiras tentativas de
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cultivo em tanques abertos sdo atribuidas aos alemdes durante a segunda guerra mundial.
Nessa altura, as algas foram cultivadas principalmente como suplementos alimentares. Nos
anos 70, a producgdo comercial de algas foi iniciada na Europa de Leste, Israel e Japdo, sendo as
algas cultivadas em tanques abertos para uso como alimento saudavel. De facto, o propdsito
do cultivo de algas tem ido de encontro as necessidades especificas das popula¢des. Por
exemplo, nos Estados Unidos, os sistemas de cultivo a céu aberto foram desenvolvidos para o

tratamento de aguas residuais (Ugwu et al, 2008).

Com o passar do tempo, a biomassa algal tornou-se muito importante no campo da
aquacultura e recentemente tem recebido muita atencdo pois os seus produtos metabdlicos
podem ter diversas aplicacdes em industrias, como a alimentar, cosmética ou farmacéutica
(Borowitzka, 1999; Ugwu et al, 2008). Podem ser usadas como alimento para outros
organismos, marinhos e terrestres, suplementos alimentares ou ainda serem usadas para
processos ambientais, como tratamento de aguas residuais, fertilizacdo de solos,
biocombustiveis e fitorremediacdo de residuos toxicos (Perez-Garcia et al, 2011). Deste modo,
ha um mercado em expansao que enfrenta um novo desafio de cultivar algas em larga escala,

sem prejudicar o ambiente (Cardozo et al, 2007).

A exploracdo comercial em larga escala comegou no Japao com o cultivo de Chlorella,
sendo que em 1980 ja existiam 46 unidades de fabrico em larga escala na Asia, produzindo
mais de 1000 kg desta microalga por més (Spolaore et al, 2006). Atualmente, considerando
todos os produtos derivados de microalgas, a producdo das espécies Spirulina e Chlorella é a
maior, apenar de concentrada apenas em algumas empresas, maioritariamente da Asia e EUA.
O volume de produgdo global estimado de Spirulina e Chlorella é de 5000 e 2000 toneladas de
matéria seca por ano, respetivamente, e os valores de produg¢ao rondam os 40 milhdes de

dolares cada ano (Vigani et al, 2015).

Sdo vdrias as aplicacbes das microalgas desde a nutricdo humana e animal aos
cosmeéticos e a produgdo de compostos de grande valor como pigmentos, acidos gordos, etc.
(Tabela 3). As principais espécies com interesse comercial cultivadas sdo Chlorella e Spirulina
para alimenta¢do humana, Dunaliella salina como fonte de P-caroteno, Haematococcus
pluvialis como fonte de astaxantina e vdrias outras espécies em aquacultura (Borowitzka,

1999).
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Tabela 3: Producgdo anual de algumas microalgas com interesse comercial e as suas principais aplicagbes (adaptado de

Spolaore et al, 2006; Vigani et al, 2015).

Produgao anual i -
Alga Pais produtor Produtos e aplicagGes

(toneladas de peso seco)

5 Nutrigdo humana e
China, India, EUA,
Spirulina 5000 animal, cosmética,
Birmania, Japao
ficobiliproteinas

Taiwan, Alemanha, Nutricdo humana,
Chlorella 2000

Japdo aquacultura e cosmética

Australia, Israel, EUA, Nutrigdo humana,
Dunaliella salina 1200

China cosmética e B-caroteno
Aphanizomenon flos-aquae 500 EUA Nutricdo humana
Haematococcus pluvialis 300 EUA, india, Israel Aquacultura, astaxantina

O método de cultivo é um fator a ter em conta quando o objetivo é a comercializacao
sendo que, fatores como a biologia da microalga, custos energéticos, disponibilidade de agua,
custo de nutrientes, condigdes ambientais e tipo de produto final devem ser avaliados. Os
sistemas de cultivo em grande escala devem ter em conta varios indicadores como a eficiéncia
na utilizacdo da luz, o controlo da temperatura, o stress hidrodinamico do sistema de cultivo, a
capacidade ou necessidade de manter as culturas unialgais e a viabilidade do aumento de

escala (Borowitzka, 1999).

Quando se pretende desenvolver uma produgdo de microalgas, o ponto de partida
mais adequado sera a selecdao de uma estirpe comercialmente interessante. Esta selegdo é,
normalmente, realizada em pequenos volumes de culturas de laboratério e é nesta fase que
sdo feitos estudos preliminares de maneira a conhecer o tipo de crescimento da alga e a
otimizar as condi¢Ges de cultura, as andlises de composi¢cdo quimica da biomassa, bem como o
desenvolvimento de métodos de analise de compostos e procedimentos de extracdo. Depois
de selecionada a estirpe e de ser conhecida a sua performance de cultivo a escala laboratorial,
caso se revele interessante do ponto de vista comercial, o passo seguinte serd o aumento de
escala até se atingir uma producdo de larga escala da estirpe e, por conseguinte, do composto.
Por outro lado, quando o composto de interesse produzido pelas microalgas é, de alguma
forma, libertado para o meio, podera ser ponderada a possibilidade de cultivo em sistemas
fechados, para um melhor controlo quer dos parametros de cultivo, quer da assepsia (Carvalho

etal, 2014).
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Durante o século XX, os investigadores e produtores comerciais desenvolveram
diversas tecnologias de cultivo para a producdo de biomassa microalgal e, atualmente, os
sistemas de cultivo de larga-escala em funcionamento sdao os raceway ponds ou lagoas a céu
aberto (sistemas abertos) e os fotobiorreatores fechados, cada um com as suas vantagens e

desvantagens (Guedes & Malcata, 2012; Olaizola, 2003).

1.3.1 Sistemas abertos

Os raceway ponds sdo sistemas a céu aberto, que foram desenvolvidos nos anos 50
por W. J. Oswald (Chisti, 2013; Fernandez et al, 2013) (Figura 6). O uso destes sistemas abertos
como método de cultivo de microalgas é comum e, atualmente existem varias companhias
mundiais a produzir biomassa em larga escala nestes sistemas. S3o compostos por um canal de
circulacdo com, geralmente, 0,3m de profundidade, onde o material é misturado e posto a
circular através da a¢do de uma roda de pas (Figura 7). O fluxo é conduzido ao longo do canal
por defletores estrategicamente colocados. Os canais podem ser construidos em betdo, ou
terra compactada e podem ser revestidos com plastico branco. Durante o dia, a cultura é
alimentada continuamente junto a roda de pas e colhida antes desta, apds a conclusdo do
circuito de circulagdo. A roda de pas trabalha continuamente de maneira a evitar a
sedimentacdo (Chisti, 2007) (Figura 7).

Colheita  Nutrientes
N

=
)

Roda de pas a )

Defletor Fluxo Defletor

Figura 7: a) Esquema ilustrativo do funcionamento dos raceway ponds (Chisti, 2007). b) Sistema
raceway na Califérnia (Copyright IEAGHG.org, 2013).
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1.3.2 Fotobiorreatores

Os fotobiorreatores podem ser definidos como sistemas fechados de cultivo em que
ndo ha troca direta de gases, como o CO,, O, ou H,0 nem de contaminantes entre a cultura e a
atmosfera (Fernandez et al, 2013). Os fotobiorreatores permitem, essencialmente, o cultivo de
uma Unica espécie de microalga por um periodo de tempo prolongado e tém sido usados com

sucesso para a producdo de grandes quantidades de biomassa microalgal (Chisti, 2007).

Os principais tipos de fotobiorreatores fechados sdo os fotobiorreatores de coluna
vertical, de superficie plana e tubulares (Figura 8). Estes ultimos sdo considerados mais
apropriados para cultivo no exterior (Harun et al, 2010) e podem apresentar variagdes como
tubular horizontal, inclinado, vertical, espiral, cénico ou helicoidal (Carvalho et al, 2014).
Embora tenham sido descritos varios tipos de fotobiorreatores, apenas uma pequena por¢ao
permite utilizar a energia solar de forma eficiente para a producao de biomassa, por isso varios
investigadores continuam a propor novas configuracbes de maneira a aumentar a
produtividade e reduzir os custos de producdo. Os fotobiorreatores podem ter vdrias
configuracdes e modos de operacdo, no entanto, apenas alguns sdo usados em tamanho
industrial, como é o caso dos tubulares e de superficie plana com capacidade até 1000 L (Ugwu
et al, 2008; Carvalho et al, 2014). A maioria dos fotobiorreatores é caracterizada pela grande
superficie exposta a iluminacgdo. O principio fundamental nestes reatores é reduzir a trajetdria

da luz e assim, aumentar a quantidade de luz disponivel para cada célula (Borowitzka, 1999).

Figura 8: Principais tipos de fotobiorreatores fechados; a) Fotobiorreator de coluna vertical (NanoVoltaics, Inc.);
b) fotobiorreator de superficie plana; c) fotobiorreatores tubulares (IGV Biotech).

Os aspetos mais importantes a ter em conta na projecao de um fotobiorreator incluem
a iluminagdo, a forma de homogeneizar, o consumo de dgua e de CO,, a forma de remogao do
0,, o fornecimento de nutrientes, a manutenc¢do da temperatura, o material de construgdo e a

limpeza (Carvalho et al, 2014).
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1.3.3 Sistemas abertos versus fotobiorreatores fechados

E de salientar que se torna dificil definir um sistema de cultivo como melhor que outro
dado que ambos apresentam vantagens e desvantagens (Tabela 4). O alvo comercial, a
localizagdo geografica e o metabolito a ser produzido irdo ser fundamentais para determinar a
escolha: cultura axénica ou ndo-axénica, cultura intensiva ou extensiva, raceway ponds ou

fotobiorreatores (Fernandez et al, 2013).

Os sistemas abertos apresentam uma grande vantagem a nivel econdmico, ja que a
sua construgdo e forma de operar os tornam relativamente baratos, enquanto os sistemas
fechados se revelam mais dispendiosos e, por vezes, de dificil manuseamento. Além disso
também sdo mais econdmicos do ponto de vista energético, ja que tém um baixo consumo de
energia. No entanto, os sistemas abertos tém uma baixa produtividade de biomassa quando
comparados com os fotobiorreatores. Nestes sistemas apenas é possivel cultivar um grupo
restrito de espécies de microalgas, pois é muito dificil controlar as condi¢des de cultivo, tendo
em conta que as culturas estdo sujeitas a fatores externos. (Borowitzka, 1999; Chisti, 2007;
Ugwu et al, 2008; Fernandez et al, 2013). Por exemplo, a temperatura oscila dentro de um
ciclo diurno e sazonal e a perda de 4gua por evaporacdo pode ser significativa. Devido a estas
perdas significativas para a atmosfera, estes sistemas utilizam o diéxido de carbono de
maneira menos eficiente do que fotobiorreatores. Além disso, a produtividade pode ser
afetada por contaminacBes de espécies de algas indesejadas e/ou microrganismos que se
alimentam de algas (Chisti, 2007). Esta contaminagdo poderia ser controlada através da
instalacgdo dos tanques dentro de estufas, mas isso torna-se impraticavel para grandes
produgdes, como as necessarias para a produc¢do de biocombustiveis (Chisti, 2013). Uma outra
solugcdo podera passar por selecionar espécies que crescem em meios altamente seletivos, ou
seja, que apresentem uma caracteristica que dificulte o crescimento de outros organismos
como, por exemplo, Dunaliella salina, que cresce com salinidade muito elevada, ou Spirulina,
que cresce em ambientes com grandes concentragées de bicarbonato e pH elevado

(Borowitzka, 1999; Carvalho et al, 2014).
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Tabela 4: Comparagdo dos métodos de cultivo (adaptado de Harun et al, 2010).

Fator Sistemas abertos Fotobiorreatores
Espago requerido Muito Pouco
Perda de agua Muito alta Baixa

Alta, dependendo da profundidade
Perda de CO, Baixa

do tanque

Baixa, devido a continua Construgdo implica
Concentragao de O,

desgaseificacdo espontanea dispositivo de troca de gases
Temperatura Altamente varidvel Requer arrefecimento
Risco de contaminagao Elevado Reduzido
Evaporagao Elevada Nenhuma
Qualidade da biomassa Variavel Reprodutivel
Custo de colheita Elevado Baixo
Seguranca microbioldgica Nenhuma uv
Requisito energético 4000 W 1800 W

Os fotobiorreatores permitem um maior controlo da maioria dos parametros de
cultivo comparativamente aos sistemas abertos e essa é a sua principal vantagem (Harun et al,
2010). Desta forma, permitem o cultivo de culturas axénicas, ou seja, ndo contaminadas ou
livres de quaisquer outros organismos, durante periodos prolongados, o que possibilita o
cultivo de um numero superior de espécies. Tendo em conta que ha um maior controlo das
condigdes de cultura, o produto final apresenta uma qualidade maior e uma composi¢cao mais
consistente, para além de a produtividade também ser superior (Borowitzka, 1999; Harun et
al, 2010). Além disso, este tipo de sistemas tem tido um papel importante no aumento da
diversidade de espécies de algas que podem ser cultivadas, em especial estirpes sensiveis e
potencialmente valiosas na producdo de compostos bioativos. Como referido anteriormente, a
possibilidade de controlar os parametros de cultura pode permitir que a composicdo
bioquimica seja modificada através da alteragdo das varidveis de funcionamento do sistema, o
gue se torna especialmente Util para a producdo de compostos interessantes do ponto de vista
biotecnoldgico, tais como acidos gordos polinsaturados, polissacarideos, antioxidantes,

alimentos para a aquacultura, entre outros (Fernandez et al, 2013).
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Face as vantagens e desvantagens referidas, ja foram desenvolvidos alguns sistemas
mistos em que ha a combinacdo de fotobiorreatores com sistemas a céu aberto, sendo o
cultivo feito em duas etapas. A primeira etapa ocorre num fotobiorreator, onde é produzido o
indculo e a segunda fase ocorre num tanque para se obter o produto de interesse, quer seja
biomassa ou, por exemplo, éleo. Tendo em conta que a segunda parte do cultivo é de curta
duracdo, nao havera tempo para o desenvolvimento e prevaléncia de organismos

contaminantes (Rodolfi et al, 2009).

1.4 Culturas mistas

Culturas mistas de microrganismos sao comuns nos sistemas ecoldgicos naturais.
Comegaram por ser utilizadas para tratamento de materiais residuais industriais ou resultantes
da agricultura, com a vantagem de poderem produzir compostos bioativos interessantes.
Numa cultura mista, duas ou mais espécies de microrganismos pré-selecionados sao cultivados
sincronicamente no mesmo meio, onde podem explorar atividades metabdlicas
complementares para sobreviver, crescer e se reproduzir (O’Reilly & Scott, 1995). Varios
microrganismos tém sido usados no estudo de culturas mistas nomeadamente, bactérias,
fungos e algas, ja que muitos destes organismos sdo capazes de metabolizar varios tipos de
compostos. Contudo, face aos problemas associados, como a competicdo, predacdo e
parasitismo, tem sido dada preferéncia a espécies com condi¢Oes de cultura semelhantes (pH,
temperatura, nutrientes e nivel de oxigénio) e, muitas vezes, a espécies que sejam

encontradas juntas naturalmente (O’Reilly & Scott, 1995).

No caso das microalgas, os estudos com tratamento de aguas residuais basearam-se,
durante muito tempo, no uso de monoculturas para remover um nutriente especifico (na sua
maioria azoto ou fésforo). No entanto, como a maioria das dguas de tratamento contém uma
variedade de nutrientes dificeis de remover por uma sé espécie, comecaram a surgir estudos

com culturas mistas de microalgas (Gantar et al, 1991).

Atualmente, para além do tratamento de aguas residuais, a exploragao comercial das
microalgas foca-se essencialmente no cultivo em grande escala de espécies individuais com
alto rendimento lipidico ou com outras caracteristicas desejadas (Novoveska et al, 2016). No
entanto, com excecdo das espécies extremdfilas, as monoculturas dificilmente resistem a

contaminagdo por outras algas ou microrganismos, particularmente em sistemas abertos
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comuns. Além disso, a producdo de biomassa ainda enfrenta alguns problemas relacionados
com a viabilidade do processo e a baixa produtividade atingida. Desta forma, tém sido feitos
alguns estudos com culturas mistas, de forma a promover a produtividade de biomassa e de
lipidos, bem como a remocdo de nutrientes do meio de cultura (Gongalves et al, 2016).
Phatarpekar et al/ (2000) avaliaram o desempenho de crescimento e bioquimica celular de uma
cultura mista de Isochrysis galbana e Chaetoceros calcitrans em comparag¢do com a sua
monocultura. Johnson & Admassu (2012) estudaram as produtividades de biomassa e lipidica
de monoculturas e culturas mistas de Chlorococcum sp., Scenedesmus sp., Chlorella sp. e
Phaeodactylum tricornutum. Brito et al (2013) investigaram o efeito de diferentes meios de
cultura na producdo de biomassa e de pigmentos de Chlorella vulgaris e Hyaloraphidium
contortum. Um outro estudo com Chlorella sp. e Scenedesmus sp. avaliou a eficiéncia na
remocdo de azoto e fdsforo do meio de cultura em comparagcdo com as respetivas
monoculturas (Koreiviené et al, 2014). Mingazzini & Palumbo (2015) utilizaram um método de
contagem eletrénica para monitorizar a cultura mista de Dunaliella tertiolecta e
Phaeodactylum tricornutum. Outro estudo com Nannochloropsis sp. e Tetraselmis sp. foi feito
para comparar a densidade celular, taxa de crescimento e a sua composicdo em monocultura e
cultura mista (Arkronrat et al, 2016). Gongalves et al (2016) estudaram co-culturas de Chlorella
vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata e Microcystis aeruginosa com Synechocystis salina
para avaliar a produgdo de biomassa, de lipidos e a remogao de azoto e fésforo do meio de
cultura. De um modo geral estes autores concluem que as culturas mistas, em relagdo aos
parametros avaliados, sdo mais eficientes que as respetivas monoculturas. Novoveska et al
(2016) avaliaram a possibilidade de estabilizar culturas mistas através da manipulacdo das
condicdes ambientais, como por exemplo a salinidade. E de salientar que existem alguns
artigos que utilizam o termo cultura mista para designar culturas mistas selvagens, isto é, uma
amostra de material de um lago e avaliam o seu potencial na producdo de biodiesel (Sathish et

al, 2012).

As culturas de espécies complementares oferecem vdrias vantagens para o cultivo de
biomassa algal, como uma maior eficiéncia no uso dos recursos, maior resisténcia a
contaminacgGes de outros organismos e maior estabilidade face a condicGes abidticas varidveis
(Gongalves et al, 2016; Novoveska et al, 2016). Por exemplo, no caso de duas microalgas, uma
com um crescimento elevado em condi¢des de baixa luminosidade e outra que cres¢a mais
depressa em condicGes de alta luminosidade, uma cultura mista das duas serd um intermédio
dos dois casos. Se um produtor de algas soubesse que o tempo estaria, predominantemente,

nublado iria produzir uma monocultura da primeira, mas se soubesse que estaria muito
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ensolarado, escolheria a segunda. Se nao souber como é que o tempo vai estar, seria mais
vantajoso fazer crescer uma cultura mista de maneira a cobrir as duas situa¢des (Johnson &

Admassu, 2012).

Os estudos experimentais com o objetivo de explorar o potencial biotecnolégico das
culturas mistas ainda sdo poucos e muitos dos estudos desenvolvidos com este tipo de
sistemas tém, principalmente, uma perspetiva ecoldgica, pois a relacdo entre a diversidade de
espécies e o funcionamento do ecossistema é um assunto debatido ha décadas. Apesar de
comegar a surgir um consenso de que a diversidade aumenta a produtividade e estabilidade
nas comunidades de organismos superiores, ainda pouco se sabe sobre estas relacbes em
comunidades de fitoplancton (Ptacnik et al, 2008). Alguns estudos tém demonstrado relacdes
positivas entre a diversidade microalgal natural e o uso eficiente de recursos (fésforo, nitratos)
em comunidades de &agua doce e salobras (Ptacnik et al, 2008; Cardinale, 2011). As
comunidades de algas com maior riqueza de espécies fazem melhor uso das oportunidades de
nicho no ambiente, o que permite a captura de uma maior proporcao de recursos disponiveis
(Cardinale, 2011). Esta relacdo diversidade-produtividade positiva pode ser explicada por, pelo
menos, dois mecanismos. Um deles é o efeito de selecdo, em que uma espécie altamente
produtiva, dentro de um conjunto de espécies, tem uma maior probabilidade de, ao ser
incluida num outro conjunto mais diverso, aumentar a produtividade geral da comunidade.
Outro mecanismo proposto é o efeito de complementaridade, em que uma variedade de
espécies preenche melhor o nicho disponivel do que quaisquer espécies individuais,
conseguindo uma utilizacdo altamente eficiente dos nutrientes disponiveis e,
consequentemente, um aumento global da produtividade (Striebel et al, 2009; Nalley et al,
2014). No entanto, outros estudos de comunidades naturais e artificiais também demonstram
uma relagdo diversidade-produtividade negativa, na qual as monoculturas atingem
produtividades maiores do que as culturas mistas, o que sugere a importancia das
caracteristicas das espécies, mais do que apenas o himero de espécies ou as condi¢es (Nalley

et al, 2014).

Para o estudo desta relagdo diversidade-produtividade é necessario considerar, para
além do numero de espécies, a diversidade de taxa de nivel superior ao género. Nas
comunidades de microalgas, os grupos taxondmicos como a classe ou o filo, geralmente
separam os organismos com base em caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas. Desta forma,
promover a riqueza de espécies como uma medida de diversidade pode resultar num conjunto

constituido por representantes de um Unico grupo taxondmico de ordem mais elevada e,
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consequentemente, a sobreposicdo de caracteristicas fisioldgicas (pigmentos semelhantes,
requisitos nutricionais), reduzindo a possibilidade do uso de recursos complementares (Nalley
et al, 2014). Num estudo de Stockenreiter et al (2013), em que foram utilizadas 23 estirpes de
microalgas de alguns grupos taxondmicos diferentes (Chlorophyta, Bacillariophyta, Cyanophyta
e Chrysophyta), ndo se registou qualquer aumento no conteudo lipidico em culturas mistas
compostas por espécies do mesmo grupo. No caso das diatomaceas, observou-se até uma
ligeira diminuicdo do teor de lipidos. Pelo contrario, em culturas mistas constituidas por
representantes de diferentes grupos, registou-se um aumento da producdo de lipidos
(Stockenreiter et al, 2013), o que reforca a possibilidade de a presenca de espécies de grupos
taxondmicos diferentes ser favoravel para a utilizacdo de recursos e, consequentemente, para

a produtividade (Nalley et al, 2014).

Comecam a surgir cada vez mais estudos sobre esta tematica, numa fase em que a
biotecnologia algal tem recebido muita atencdo. No entanto, é necessaria mais investigacao
para se determinar as associacdes de microalgas ideais para as condi¢cbes ambientais locais,

tendo em vista o aumento de escala para niveis industriais (Nalley et al, 2014).

1.5 Contextualizacao e Objetivos

A Algoteca da Universidade de Coimbra (ACOI) é uma unidade de investigacdo que
inclui a maior cole¢do de microalgas de dgua doce a nivel mundial, com cerca de 4000 estirpes
diferentes e que constitui um recurso cientifico Unico de biodiversidade (Santos & Santos,
2004). Iniciou-se para fins pedagdgicos e para o estudo da taxonomia das microalgas, através
de métodos classicos com base em microscopia que hoje em dia sdo complementados pelos
métodos moleculares (Amaral et al, 2011). A conservagdo da colegdo é efetuada com base em
sub-cultivo de rotina e foram também desenvolvidas metodologias de criopreservacdo para

algumas microalgas (Osério et al, 2004; Amaral et al, 2009; Amaral et al, 2013).

Nos ultimos anos o potencial biotecnolégico de microalgas ACOI tem sido revelado
por estudos do grupo, incidindo sobre a determinacdo da composicdo lipidica (Assuncdo et al,
2015), polissacarideos (Ferreira et al, 2016), atividade antioxidante (Assuncdo et al, 2014) e,

mais recentemente na producdo de extratos para andlise de atividade antibidtica e
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antibiofilme (Amaral et al, 2016). Na sequéncia destes estudos, surge o interesse por uma nova
abordagem de cultivo, utilizando culturas mistas de microalgas de forma a aumentar a
producdo de biomassa e respetivos compostos de interesse. Sendo esta uma ideia pouco
explorada, torna-se necessario realizar estudos fundamentais para adquirir conhecimentos de

base, que possam auxiliar no avango desta area.

O presente estudo teve como objetivo principal estabelecer uma cultura mista
composta por duas microalgas ACOI, verificar o seu desenvolvimento e a producao de lipido.
Para isso foram selecionadas as espécies Vischeria helvetica ACOl 299 e Asterococcus
korschikoffii ACOl 326, pertencentes a duas classes distintas, Eustigmatophyceae e
Chlorophyceae, respetivamente. Cada estirpe foi inicialmente caracterizada em cultivo
unialgal, quanto ao crescimento e conteudo lipidico em diferentes fases do crescimento. Os
mesmos parametros foram avaliados para as culturas mistas, recorrendo a duas estratégias

distintas.
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2. Materiais e Métodos
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2.1 Material de estudo

Foram selecionadas duas estirpes da Algoteca da Universidade de Coimbra (ACOI)
(www.acoi.ci.uc.pt), Vischeria helvetica ACOl 299 e Asterococcus korschikoffii ACOl 326,
colhidas por Jorge Paiva na Lagoa do Marinho, Serra do Gerés, no ano de 1987 e identificadas

por Maria de Fatima Santos em 1988.

2.2 Estabelecimento e crescimento de culturas

O crescimento das culturas efetuou-se em condi¢cGes autotrédficas, numa sala
climatizada, com a temperatura mantida a 23 °C com ar condicionado e com uma intensidade
luminosa média de cerca de 56 pmol.m™.s™ e fotoperiodo de 16h:8h de luz:escuro. As culturas
foram colocadas em balBes de vidro Erlenmeyer de 250 ml e de 3 L e sujeitos a borbulhamento

de ar.

O meio de cultura usado, denominado M7 (adaptado de Schlsser,1994) é constituido
por nitrato de potdssio (KNOs) a 1%, sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) a 0,1%, fosfato de
amonia dibasico [(NH,),HPO,)] a 0,2%, sulfato de calcio (CaSO,4) em solugdo saturada (10 ml/L),
extrato de solo (20 ml/L), extrato de Sphagnum (10 ml/L), micronutrientes (5 ml/L), vitamina

B12 (1 ml/L) e dgua destilada (http://acoi.ci.uc.pt/).

O extrato de solo prepara-se com terra de jardim com pouco teor de himus, adubos
ou quimicos. Pesam-se 200 g de terra para 1 L de agua destilada, ferve-se durante uma hora e
de seguida filtra-se com recurso a um filtro de papel e algoddo hidréfilo. O material filtrado é
centrifugado e autoclavado durante 1 hora a 120°C e 1 bar de pressdo em trés dias
consecutivos. O extrato de Sphagnum é obtido a partir de 250 g de Sphagnum para 7,5 L de
agua destilada. E deixado de molho durante a noite e posteriormente fervido durante uma
hora. Depois de arrefecer é filtrado com um filtro de papel e algoddo hidréfilo. O material

filtrado é autoclavado durante 1 hora a 120°C e 1 bar de pressao em trés dias seguidos.

A solugdo de micronutrientes do meio M7 é composta por acido bérico (H3BOs)
(5ml/L), sulfato de manganés (MnS0O,.1H,0) (2ml/L), sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0) (1 mi/L),
sulfato de cobre (CuS0,.5H,0) (1 ml/L) e molibdato de amdnia [(NH4)s M0;0,4.4H,0] (5 ml/L).

O meio de cultura, depois de preparado foi sempre esterilizado num autoclave

(Uniclave 88), durante 20 minutos, a uma temperatura de 120°C e pressdo de 1 bar. O pH do
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meio foi sempre controlado entre valores de 6,4 e 6,6, de maneira a evitar uma grande

variacdo, o que poderia levar a alteragGes nas culturas.

Antes de qualquer analise e de forma a garantir um indculo controlado, foi sempre
preparada uma cultura mde com 5 dias, através da diluicdo de uma cultura densa com M7
numa propor¢cdo de 1:1 (v/v), nas condi¢bes padrdo referidas anteriormente, mas sem
borbulhamento de ar. Além disso, todas as culturas foram sempre observadas ao microscopio

Otico para garantir o bom estado fisioldgico das células.

2.2.1 Monoculturas

As curvas de crescimento das microalgas foram obtidas através da monitorizagdo da
cultura ao longo de 27 dias, com base no peso seco da biomassa e na sua densidade celular.
Foram iniciadas, simultaneamente, culturas equivalentes em baldes Erlenmeyer de 250 ml,
pela diluicdo da cultura-mae em M7 numa proporg¢ao de 1:1 (v/v), com 120 ml de cultura e 120
ml de meio. Foram preparadas 24 culturas para a determinacdo da curva de crescimento com
8 pontos de avaliacdo, nos dias 0, 3, 6, 9, 13, 17, 22, 27. Todos os baldes foram cultivados nas

condigdes definidas e com borbulhamento de ar (Figura 9).

Figura 9: Cultivo de Vischeria helvetica para estudo da respetiva curva de crescimento.

Em cada ponto (P), por exemplo, apds 3 dias de cultivo, foram retiradas 3 culturas-
réplica (R) (P3 R1; P3 R2; P3 R3) e o peso seco foi avaliado. Para cada uma destas culturas-
réplica (por exemplo P3 R1), foram retiradas 3 amostras de 10 ml de cultura para

determinacdo do peso seco (P3 R1.1,P3 R1.2, P3 R1.3) (Figura 10). Cada amostra foi filtrada,
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utilizando um sistema de filtracdo com discos de papel de filtro Whatman GF/C 47mm,
previamente pesados, seguindo-se a lavagem com 10 ml de dgua destilada. De seguida,
procedeu-se a secagem da mesma a 60 °C numa estufa e estabilizacdo num exsicador. O peso
seco de cada amostra, expresso em mg/ml, foi obtido pela subtracdo do peso inicial do filtro
ao peso final do filtro com a amostra, calculando-se depois as respetivas médias e desvios-
padrdo. A curva de crescimento foi obtida através da representacdo grafica do peso seco (y)

em relagdo ao dia de avaliagdo (x).

Px

Peso seco Densidade celular
10 ml 10 ml 10 ml

_ _ R1 R2 R3 i il
A M, AR IR3T R21 R1.1
' R3.1 Sgl J ‘R11
€ i w
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'R33 {R2.3 ‘R13 S A =
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Figura 10: Esquema exemplificativo do protocolo experimental utilizado para determinar o crescimento
individual das duas espécies de microalgas. Para cada dia (ponto da curva P x), foram amostradas 3 x 10 ml de
cada cultura-réplica para a determinag¢ao do peso seco. No caso da densidade celular, foram feitas 3 contagens
em hemocitémetro para cada cultura-réplica.

Da mesma forma, a densidade celular foi avaliada por contagem do nimero de células,
efetuada em 3 aliquotas de cada cultura-réplica, ao microscépio ético e com recurso a um
hemocitdmetro Neubauer (Figura 10). Calcularam-se as médias e os desvios-padrao e utilizou-

se a formula fornecida pelo fabricante para estimar a densidade da cultura (células/ml).
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2.2.2 Culturas mistas

As culturas mistas foram realizadas de acordo com duas estratégias. Na primeira, as
duas espécies foram adicionadas com a mesma densidade celular (estratégia 1:1) e na segunda
adicionou-se Vischeria helvetica com uma densidade celular quatro vezes superior a de

Asterococcus korschikoffii (estratégia 4:1).

A determinacdo das curvas de crescimento foi realizada ao longo de 22 dias e com
base na contagem do nimero de células (células/ml). Foram iniciadas culturas simultadneas em
baldes Erlenmeyer de 250 ml, pela diluicdo da cultura-mae em M7 numa proporgao de 1:1
(v/v). Foram preparadas 21 culturas para a determinac¢do da curva de crescimento com 7
pontos de avaliacdo, nos dias O, 3, 6, 9, 15, 17, 22. Todos os baldes foram cultivados nas

condicbes padrado e com borbulhamento de ar.

Para a estratégia 1:1, determinou-se a densidade celular das culturas-mae e diluiu-se
até se obter uma cultura de cada com, aproximadamente, 28 000 cél/ml. Seguidamente
adicionou-se a cada baldo de 250 ml, 120 ml de meio M7 e 60 ml de cada cultura de microalga,
ficando a cultura mista com uma densidade celular de 14 000 células/ml para cada espécie,

num total final de 28 000 cél/ml.

Na estratégia 4:1, diluiu-se a cultura-mde de V. helvetica até se obter uma densidade
de 45 000 cél/ml e a cultura-mae de A. korschikoffii até 11 000 cél/ml. Do mesmo modo, foram
adicionados a cada baldo de 250 ml, 120 ml de meio M7 e 60 ml de cada tipo de microalga,

perfazendo uma densidade celular final da cultura mista de 28 000 cél/ml.

Para a determinagdo da densidade celular em cada um dos sete dias pré-
determinados, foram feitas 3 contagens para cada réplica, ao microscépio invertido e com
recurso a uma camara de contagem Sedgewick-Rafter. Foram efetuadas contagens para o
numero total de células da cultura mista, bem como contagens individuais para cada uma das
espécies de modo a seguir a contribuicdo individual de cada uma na cultura mista. Calcularam-
se as médias e os desvios-padrdo para cada uma das réplicas e a curva de crescimento foi
obtida através da representacdo grafica da densidade celular (células/ml) em relacdo ao dia de

avaliacao.

38



Cultivo de V. helvetica e A. korschikoffii em sistema unialgal e misto e determinagdo do seu contetdo lipidico 2U

Depois de obtidas as curvas de crescimento das monoculturas e das culturas mistas
calculou-se a produtividade da fase exponencial de cada uma das culturas, tendo em conta a

férmula aplicada por Hempel et al (2012):

(X2—X7)
(t2—-t1)

11
Phiomassa (g L d ) =

em que, Ppiomassa € @ produtividade de biomassa, X; e X, sdo os pesos secos da
biomassa nos dias t; (inicio da fase exponencial) e t, (fim da fase exponencial). Também se
calculou a produgdo de biomassa para cada uma das estirpes em cada uma das fases de
crescimento. A produgdo, em g/L, é obtida através da subtracdo do peso seco da biomassa do

ultimo dia da fase pelo primeiro dia.

2.2.3 Culturas para a extragdo de lipidos

O cultivo da biomassa para a extragao de lipidos foi realizado em baldes Erlenmeyer de
3L com borbulhamento de ar e nas condi¢des padrdao anteriormente mencionadas. Com base
nas curvas de crescimento de cada microalga foram determinados os dias em que estas se
encontravam em fase exponencial, dias 6 e 9, e no inicio da fase estacionaria, 15 e 17 para
Asterococcus korschikoffii e Vischeria helvetica, respetivamente. Foram feitos os indculos
(Figura 11) e nestes dias, a biomassa foi centrifugada a 4500 rpm durante 5 minutos,

congelada e posteriormente liofilizada.

Figura 11: Cultivo de biomassa para extragao de lipidos.

39




Cultivo de V. helvetica e A. korschikoffii em sistema unialgal e misto e determinagdo do seu contetdo lipidico

2.3 Extracdo de lipidos

Foram testados trés métodos de extragdo: i) extracdo convencional com Soxhlet, ii)
extracdo com MTBE, descrita por Matyash et al (2008) e iii) extra¢do de acordo com o método
de Gao et al (2015) usado para Vischeria stellata. Estes métodos foram aplicados em duas

fases do crescimento das microalgas, a fase exponencial e a fase estacionaria, e em triplicado

(Figura 12).
Vischeria helvetica Asterococcus korschikoffii
Fase Fase Fase Fase
exponencial estacionaria exponencial estacionaria
Soxhlet (R1,R2,R3) | | Soxhlet (R1,R2,R3) Soxhlet (R1,R2,R3) Soxhlet (R1,R2,R3)
MTBE (R1,R2,R3) MTBE (R1,R2,R3) MTBE (R1,R2,R3) MTBE (R1,R2,R3)
Gao (R1,R2,R3) Gao (R1,R2,R3) Gao (R1,R2,R3) Gao (R1,R2,R3)

Figura 12: Esquema ilustrativo dos trés métodos utilizados para extragao de lipidos em V.
helvetica e A. korschikoffii.

A produtividade lipidica de cada uma das microalgas foi calculada, para cada método e

em cada um dos dias determinados, tendo em conta a férmula aplicada por Gao et al (2015):

DW (gL ') x C, (% DW)

P (g L7d™) = t (d)

em que, P, é a produtividade lipidica; DW é o peso seco; C, é o conteudo de lipido

total et é o tempo de cultura.
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2.3.1 Extrag¢do com Soxhlet

O solvente utilizado neste método foi o hexano, um solvente apolar, considerado
eficaz, devido a sua alta capacidade de extracdo e baixo custo (Harun et al, 2009). Este é
colocado no baldo de destilagdo do aparelho, numa quantidade equivalente a mais de metade

da capacidade do baldo correspondente a 80 ml.

Inicialmente colocaram-se 150 mg de cultura liofilizada num envelope feito com
papel de filtro Whatman 42 Ashless 18.5 cm e este colocado na camara de extracao do
Soxhlet, durante 18h (Mubarak et al, 2015) (Figura 13). No fim da extracdo, o solvente foi
evaporado num evaporador rotativo BUCHI R-300, a amostra ressuspensa em cloroférmio, de
forma a possibilitar a transferéncia para eppendorf, concentrada e seca num liofilizador
FreeZone 4,5L. A amostra foi depois pesada e o lipido total determinado (mg de lipido/mg

biomassa).

LY A

Figura 13: Extragao do lipido total de Vischeria helvetica com
Soxhlet, aos 17 dias de crescimento da cultura.

2.3.2 Extracao com MTBE

Este método foi realizado de acordo com o protocolo desenvolvido por Matyash et al
(2008), com algumas adaptagGes, em que o principal solvente utilizado é o éter metil t-butilico
(MTBE). Para a primeira extracdo, num tubo Falcon com 150 mg de cultura liofilizada,

adicionaram-se 6 ml de metanol e procedeu-se a homogeneizacdo em vortex durante,
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aproximadamente 5 segundos. Em seguida adicionaram-se 20 ml de MTBE e a mistura
permaneceu em agitacdo durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse tempo,
adicionaram-se 5 ml de dgua ultra pura e deixou-se incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente centrifugou-se a 1000 xg durante 10 minutos e recolheu-se o
sobrenadante, que contém a fracao de lipido total. Numa segunda extracdo, adicionou-se ao
pellet a solucdo composta por MTBE:metanol:dgua 10:3:2,5 (v/v/v), seguido de
homogeneizacdo em vortex, centrifugacdo a 1000 xg durante 10 minutos e recolha do
sobrenadante. Por fim, juntaram-se os sobrenadantes que continham o extrato lipidico e
evaporou-se num evaporador rotativo, ressuspendeu-se em cloroférmio, concentrou-se e
secou-se num liofilizador. A amostra foi depois pesada e o lipido total determinado (mg

lipido/mg biomassa).

2.3.3 Extracao segundo Gao et al (2015)

Este método foi realizado de acordo com o protocolo desenvolvido por Gao et al
(2015) para Vischeria stellata, onde sado utilizados varios solventes de extragdo. Inicialmente
adicionaram-se a 150 mg de cultura liofilizada, 5 ml de uma solugdo DMSO-metanol (0,5ml-
4,5ml respetivamente) e colocou-se a amostra em banho-maria a 50°C durante 10 minutos,
seguido de 30 minutos a 4°C. Esta mistura foi depois centrifugada a 1000 xg durante 5 minutos
e recolhido o sobrenadante. Adicionou-se ao pellet uma solugao de 10 ml de éter:hexano 1:1
(v/v), colocou-se novamente a 4°C durante 1 hora, centrifugou-se a 1000 xg durante 5 minutos
e recolheu-se o sobrenadante. Este passo foi repetido mais uma vez e os sobrenadantes
combinados. Por fim, adicionaram-se aos sobrenadantes 10 ml de dgua destilada e observou-
se uma separacdo de fases, sendo que a fase superior corresponde a fragdo lipidica que foi
posteriormente evaporada, ressuspendida em cloroféormio para transferir para eppendorf,

concentrada e seca em liofilizador.

2.4 Separacao das fracgoes lipidicas

A separacdo das fragGes lipidicas foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Christie (1982) para separar os trés grandes grupos de lipidos presentes nas microalgas: lipidos
neutros, glicolipidos e fosfolipidos. Foi preparada uma coluna de cromatografia com 1 g de

silica gel em 5 ml de cloroférmio, onde se adicionou ao topo da coluna, o extrato de lipido
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total diluido no minimo volume de cloroférmio possivel. A separacdo iniciou-se com a adicao
de 10 ml de cloroférmio de forma a eluir os lipidos neutros (Figura 14a), seguida de 10 ml de
acetona para eluicdo dos glicolipidos (Figura 14b) e 10 ml de metanol para a elui¢do da fragdo
fosfolipidica (Figura 14c). Cada fracdo foi recolhida (Figura 14d) e seca num evaporador
rotativo. Ressuspendeu-se cada uma das fracdes em 1 ml de cloroférmio, concentrou-se,
secou-se num liofilizador e, por fim, determinou-se o peso seco de cada fracdo (mg fracdo/mg

lipido total).
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Figura 14: Separagao das fragées lipidicas. a) Separagdo dos lipidos neutros; b) separagdo dos glicolipidos; c) separagdo
dos fosfolipidos; d) obtengdo das trés fragoes.
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3. Resultados
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altamente purificados, livres de residuos de solventes e o tempo de extracdao e separacdo é
relativamente rapido (Mercer & Armenta, 2011). A extracdo supercritica envolve o uso de
substdncias que possuem propriedades de liquidos e gases (por exemplo, CO,) quando
expostos a temperaturas e pressdes criticas. Esta particularidade permite que funcionem como
solvente de extracdo, sem deixar residuos quando o sistema volta a pressdao atmosférica e a
temperatura ambiente (Harun et al, 2010). O diéxido de carbono é muito usado devido a sua
baixa temperatura critica (31,1 °C) e pressdo (72,9 atm). Além disso, trata-se de um gas a
temperatura ambiente que é facilmente removido no fim da extracdo, ndo é tdxico, nao é
inflamavel, é pouco dispendioso e pode ser seguramente reciclado, o que o torna um solvente

ambientalmente benéfico (Mercer & Armenta, 2011).

A nivel industrial, o processo de extracao de dleo a partir de microalgas é realizado,
geralmente com disrupcdo celular mecanica, seguida de extracdo quimica com solventes
(Ferrentino & Farag, 2006). A eficiéncia de um método de extracdo de lipidos, muitas vezes
estd associada a espécie de microalga usada e as diferencas observadas podem ser explicadas

pelo tamanho da alga e composicdo da sua parede celular (Li et al, 2014).

Segundo Kumar et al (2015), o método mais recente e rigoroso para a extracao de
todas as classes de lipidos é o desenvolvido por Matyash et al (2008), que é uma modificacdo
dos métodos de Folch/Bligh and Dyer. O solvente utilizado é o éter metil t-butilico (MTBE) e,
segundo o mesmo autor, este método fornece os perfis lipidicos mais precisos, além de ser
aplicdvel a todos os tipos de células que contenham lipidos, nas quais se incluem as

microalgas.

A andlise dos perfis de lipido total, bem como a existéncia de diferentes acidos gordos
em diferentes classes lipidicas de microalgas tem-se revelado uma area emergente e que se
espera venha a identificar novos acidos gordos com uma variedade de novos grupos funcionais

(Lang et al, 2011).

1.3  Cultivo de microalgas para exploracao de compostos

As microalgas que sdo usadas hd seculos por popula¢des indigenas na alimentacdo,
incluem espécies como Nostoc, Arthrospira (Spirulina) e Aphanizomenon (Spolaore et al, 2006).
Por exemplo, o lago Chade, em Africa ou o lago Texcoco, no México constituiam uma fonte de

Spirulina para as pessoas que viviam nessas areas. No entanto as primeiras tentativas de
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Relativamente a curva de crescimento de A. korschikoffii, com base no peso seco da
cultura (Figura 17), apresentou um aumento progressivo do peso seco desde o inicio até ao dia
13, a partir do qual se manteve relativamente estdvel até ao dia 22, entrando depois em
declinio. O crescimento iniciou-se com 0,074 mg/ml e atingiu o seu maximo aos 13 dias com

0,63 mg/ml.

Peso seco (mg/ml)
o o
D [e)}
AN

Dias

Figura 17: Curva de crescimento da monocultura de Asterococcus korschikoffii baseada no peso
seco da biomassa.

No caso da curva de crescimento obtida com os valores de densidade celular (Figura
18), iniciou-se com 1,85 x 10* células/ml e observou-se um aumento do nimero de células,
novamente até ao dia 13, onde se atingiu o pico maximo de 1,3 x 10° células/ml e a partir do
qual se observou uma diminuicdo para valores de 7,9 x 10* células/ml, estabilizando nos

ultimos dias de cultura.
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Figura 18: Curva de crescimento de Asterococcus korschikoffii com base na contagem de células.
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3.1.2 Culturas mistas

Na estratégia 1:1 (Figura 19), o crescimento iniciou-se com 1,46 x 10* células/ml e
ocorreu um ligeiro aumento do nimero de células até ao terceiro dia. Entre o dia 3 e o dia 9
observou-se um aumento significativo do nimero de células de 3,83 x 10* para 2,12 x 10°
células/ml. Do dia 9 ao dia 17, aumentou ligeiramente e foi no dia 17 que se atingiu o nimero
maximo de 2,42 x 10> células/ml. A partir deste dia, até ao fim da cultura, ocorreu uma

diminuicdo da densidade celular para 1,63 x 10° células/ml.

Relativamente a contribuicdo individual de cada uma das espécies na estratégia 1:1,
observou-se que, contrariamente ao de V. helvetica, o crescimento de A. korschikoffii
acompanhou a curva da cultura mista (Figura 19). Este iniciou o seu crescimento com 4,29 x
10° células/ml, enquanto o numero inicial de células de V. helvetica foi de 1,03 x 10*
células/ml. No caso de A. korschikoffii ocorreu um aumento acentuado do nimero de células
desde o terceiro dia, atingindo o maximo aos 17 dias, com 2,31 x 10° células/ml. Relativamente
a V. helvetica, apesar do aumento do nimero de células ndo ter sido tdo notdrio como em A.
korschikoffii, observou-se um ligeiro aumento até aos 9 dias, onde se atingiu o pico maximo de
5,14 x 10* células/ml, seguido de uma diminuicdo progressiva do niimero de células até aos 22
dias, onde a sua densidade celular final é de 2,67 x 10° células/ml. Por outro lado, A.
korschikoffii terminou a sua curva de crescimento com uma densidade celular de 1,60 x 10°

células/ml.

3,0E+05
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1,0E+05 1 Asterococcus

5,0E+04 / Rt et —e— Cultura mista
A/Z ........ e e i:} .............. .

0,0E+00

Figura 19: Curva de crescimento da cultura mista com a estratégia 1:1 baseada na contagem do nimero de
células (linha completa) e contribuigdo individual das duas espécies (linhas ponteadas).
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No caso da estratégia 4:1 (Figura 20), o crescimento iniciou-se com 1,55 x 10

células/ml e observou-se um aumento gradual até ao nono dia. Entre o dia 9 e o dia 15
ocorreu uma certa estabilizacdo (também observada na estratégia 1:1), seguida de novo
aumento até ao dia 17, onde a cultura atingiu o nimero maximo de células com 1,63 x 10°
células/ml. A partir do dia 17 o nimero de células diminuiu até ao ultimo dia de cultura, em

gue a sua densidade final foi de 1,47 x 10’ células/ml.

3,0E+05

2,5E+05

2,0E+05

1,5E+05 -e-m--- Vischeria

Asterococcus

1,0E+05

—o0— Cultura mista
5,0E+04

Densidade celular (células/ml)

0,0E+00

Figura 20: Curva de crescimento da cultura mista com a estratégia 4:1 com base na contagem do niimero de
células (linha completa) e contribuigdo individual das duas espécies (linhas ponteadas).

No que diz respeito ao contributo individual de cada estirpe na estratégia 4:1, o
crescimento de A. korschikoffii iniciou-se com 2,96 x 10° células/ml e o de V. helvetica com
1,26 x 10° células/ml (Figura 20). Em ambas as espécies, o nimero de células aumentou até ao
nono dia, onde V. helvetica atingiu o seu maximo de 4,51 x 10* células/ml. A partir do dia 9,
observou-se uma diminuicdo de V. helvetica até aos 22 dias, onde atinge a sua densidade final
de 4,42 x 10° células/ml. Por outro lado, A. korschikoffii continuou a aumentar até ao dia 17,
onde atingiu 0 maximo de 1,48 x 10° células/ml e a partir do qual comegou a diminuir até aos

22 dias.

Ambas as culturas mistas foram iniciadas com uma densidade celular relativamente
préxima, sendo que a estratégia 1:1 iniciou-se com 1,46 x 10° células/ml e a estratégia 4:1 com
1,55 x 10* células/ml (Figura 21). As curvas apresentam uma configuracdo semelhante,
aumentando a sua densidade até aos 9 dias, seguido de estabilizagdo dos 9 aos 15 dias, um

novo aumento dos 15 aos 17 dias, embora mais acentuado na estratégia 4:1 e por fim uma

50



Cultivo de V. helvetica e A. korschikoffii em sistema unialgal e misto e determinagdo do seu contetdo lipidico

diminuicdo da densidade mais acentuada na estratégia 1:1. O numero de células com que se

finalizam as culturas mistas também é proximo, sendo de 1,63 x 10° células/ml para a

estratégia 1:1 e de 1,47 x 10° células/ml para a estratégia 4:1.
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Figura 21: Comparacdo das curvas de crescimento das duas culturas mistas.

Comparando a contribuicdo individual de cada microalga em monocultura e em cultura

mista, é possivel perceber em qual dos casos é que esta apresentou um crescimento maior. No

caso de V. helvetica (Figura 22), observou-se que esta atingiu uma maior densidade celular em

monocultura, onde aumentou 7 vezes a sua densidade e atingiu 0 maximo do seu crescimento

aos 27 dias com 1,01 x 10° células/ml. Em ambas as culturas mistas, esta microalga atingiu o

seu maximo aos 9 dias, sendo que na estratégia 1:1 aumentou a sua densidade em 5 vezes

enguanto na estratégia 4:1 aumentou em 4 vezes.
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Figura 22: Crescimento de V. helvetica em monocultura (linha completa) e nas culturas mistas (linhas a

tracejado), evidenciadas na caixa a direita.
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Porém, no caso de A. korschikoffii (Figura 23), observou-se que este atingiu uma
maior densidade em cultura mista, particularmente na estratégia 1:1, onde o ponto maximo
de crescimento foi atingido aos 17 dias com 2,31 x 10° células/ml, aumentando em 54 vezes a
sua densidade celular. Embora o nimero de células maximo atingido por esta microalga na
estratégia 4:1 seja menor, 1,48 x 10° células/ml, o seu crescimento maximo foi também
elevado, aumentando em 50 vezes o seu numero de células. Em monocultura atingiu o seu
maximo aos 13 dias com 1,32 x 10° células/ml, ou seja, aumentou a sua densidade celular em 7

vezes.
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Figura 23: Crescimento de A. korschikoffii em monocultura (linha completa) e nas culturas mistas (linhas a
tracejado).

Relativamente a produtividade de biomassa calculada para a fase exponencial de cada
uma das culturas (monoculturas e culturas mistas) (Tabela 5), o valor mais alto deste estudo
foi 0,11 g.L™.d", registado para a microalga V. helvetica, sendo que o valor mais baixo foi de
0,016 g.L'.d™, que ocorreu na estratégia 4:1. Em termos de produg3o de biomassa, V. helvetica
voltou a registar o valor mais elevado neste estudo, com 1,9 g/L ao fim de 17 dias de cultura.
Entre as duas culturas mistas, a estratégia 1:1 foi a que registou um maior valor de producdo

de biomassa ao fim dos 17 dias com 0,841 g/L.
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Tabela 5: Produtividade de biomassa na fase exponencial em g.L'l.d'1 e produgdo total de biomassa em g/L
registadas para monoculturas e culturas mistas.

Produtividade de biomassa - -
fase exponencial (g.L™".d") Produgo de blomassa (g/1)
) 9 dias 0,850
V. helvetica 0,112 17 dias 1,900
6 dias 0,296
A. korschikoffii 4 )
orschikoffii 0,043 15 dias 0,576
6 dias 0,211
N 9 dias 0,371
Estratégia 1:1 0,041 15 dias 0,791
17 dias 0,841
6 dias 0,051
N 9 dias 0,141
Estratégia 4:1 0,016 :
15 dias 0,291
17 dias 0,351

3.2 Lipidos

3.2.1 Monoculturas

Para as monoculturas, a extragdo de lipidos foi realizada, em ambas as espécies, em
dois pontos da curva de crescimento, um na fase exponencial e outro na fase estacionaria. No
caso da fase exponencial, os dias estabelecidos foram 6 e 9, e no caso da fase estacionaria 15 e

17, para A. korschikoffii e V. helvetica, respetivamente.

Os valores de lipido total obtidos neste estudo, para as duas microalgas, sao
apresentados na Tabela 6. No caso de V. helvetica aos 9 dias, a maior quantidade de lipido
total foi obtida pelo método de Gao com 176,22 miligramas de lipido por miligramas de
biomassa seca (mg/g), seguindo-se o método de Soxhlet com 156,22 mg/g e por fim, o método
de MTBE com o valor mais baixo, de 141,11 mg/g. Os valores obtidos aos 17 dias sdo todos
superiores aos da fase exponencial e, novamente, o método através do qual se obteve maior
valor de lipido total foi o método de Gao com 294 mg lipido/g biomassa, seguido de Soxhlet

com 184,89 mg lipido/g biomassa e MTBE com 170,67 mg lipido/g biomassa.

Relativamente aos valores obtidos para A. korschikoffii aos 6 dias, o método que
registou maior quantidade de lipido total foi o método de MTBE com 162,22 mg /g, seguido do
método de Gao com 121,33 mg/g e por fim o método de Soxhlet com 34,00 mg/g. No caso da

fase estaciondria, os valores obtidos sdo todos inferiores aos da fase exponencial, contudo
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observou-se, novamente, uma maior quantidade de lipido total no método de MTBE com
88,89 mg/g, seguido do método de Gao com 82,67 mg/g e o valor mais baixo, de 47,78 mg/g,

para o método de Soxhlet.

Tabela 6: Valores de lipido total em miligrama de lipido por grama de biomassa obtidos nas duas fases de
crescimento para V. helvetica e A. korschikoffii.

Lipido total (mg/g)
V. helvetica A. korschikoffii
Método Fase exponencial Fase estaciondria Fase exponencial Fase estacionaria
9 dias 17 dias 6 dias 15 dias
Soxhlet 156,22 £+ 2,69 184,89+ 2,78 34,00 + 10,37 47,78 +4,91
MTBE 141,11 + 16,74 170,67 + 12,45 162,22 +5,09  88,89+11,74
Gao 176,22 £ 11,00 294,00 + 27,38 121,33 +14,25 82,67 £ 6,96

Apds a determinacdo dos valores de lipido total, calculou-se a produtividade lipidica
com base na férmula referida anteriormente (Tabela 7). Para tal é necessdrio calcular a
conteudo lipidico em percentagem de peso seco. E possivel inferir que os valores do contetido
lipidico bem como da produtividade refletem os valores de lipido total, tendo em conta que os
métodos onde se obteve maior quantidade de lipido total correspondem aos que tém uma
produtividade lipidica maior. Além disso, as produtividades mdximas encontradas para as duas
microalgas sdo valores relativamente préximos. Para o caso de V. helvetica, o valor de
produtividade lipidica mais alto é de 0,92 g.L'.d", no método de Gao aos 17 dias e a
produtividade mais baixa ocorreu no método de MTBE aos 9 dias com 0,43 g.L™.d™. Por outro
lado, em A. korschikoffii, o valor de produtividade mais elevado foi atingido aos 6 dias, no
método de MTBE, com 1,00 g.L"".d™ enquanto o valor mais baixo se registou no método de

Soxhlet com 0,21 g.L'l.d'l.
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Tabela 7: Conteudo lipidico em percentagem de peso seco e produtividade lipidica em gramas por litro por dia,
obtida para cada um dos métodos em V. helvetica e A. korschikoffii.

Conteudo lipidico | Produtividade lipidica
Espécie Método Fase s
(% peso seco) (g.L.d7)
Exponencial (9 d) 15,62 0,47
Soxhlet
Estacionaria (17 d) 18,49 0,58
Exponencial (9 d) 14,11 0,43
V. helvetica MTBE

Estaciondria (17 d) 17,07 0,53

Exponencial (9 d) 17,62 0,53

Gao
Estacionaria (17 d) 29,40 0,92
Exponencial (6 d) 3,40 0,21
Soxhlet
Estacionaria (15 d) 4,78 0,21
A. Exponencial (6 d) 16,22 1,00
MTBE
korschikoffii Estacionaria (15d) 8,89 0,39
Exponencial (6 d) 12,13 0,75
Gao
Estacionaria (15 d) 8,27 0,36

Como mencionado anteriormente, o lipido total foi sujeito a fracionamento de modo a
separar as trés grandes classes de lipidos presentes nas microalgas: lipidos neutros (LN),
glicolipidos (GL) e fosfolipidos (FL). As percentagens de cada fragdo lipidica sdo apresentadas

na figura 24 para V. helvetica e na figura 25 para A. korschikoffii.
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Figura 24: FragOes lipidicas obtidas apds fracionamento do lipido total de V. helvetica. FL -
fosfolipidos; GL — glicolipidos; LN - lipidos neutros.
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No caso de V. helvetica (Figura 24), é possivel observar que ha uma tendéncia, em que
a fracdo que constitui a maior parte do lipido total sdo os lipidos neutros, que assumem em
todos os métodos mais de 50% do lipido total, seguido dos glicolipidos e por fim os
fosfolipidos. Relativamente a determinacdo efetuada pelo método de Soxhlet, a percentagem
de lipidos neutros nas células aumentou da fase exponencial (60,12%) para a fase estacionaria
(72, 82%), enquanto as percentagens de glicolipidos e de fosfolipidos diminuiram de 26,46%
para 21,7% e de 13,42% para 5,48% nas mesmas fases. Este padrdao também se verificou no
caso das determinac¢oes efetuadas pelos métodos de MTBE e de Gao. Pelo método de MTBE,
observou-se um aumento dos lipidos neutros de 52,89% para 59,42%, enquanto os glicolipidos
diminuiram de 26,15% para 23,35% e os fosfolipidos de 20,96% para 17,23%. No método de
Gao os lipidos neutros aumentaram de 60,19% para 66,41%, os glicolipidos diminuiram de

26,28% para 22,24% e os fosfolipidos de 13,53% para 11,35% (Figura 24).

Relativamente a A. korschikoffii (Figura 25), as determinacGes efetuadas pelos 3
métodos em ambas as fases ndo demonstraram uma tendéncia semelhante, como ocorreu
para V. helvetica. Embora a maior fracdo seja constituida por lipidos neutros, exceto no caso
do Soxhlet a 15 dias, os glicolipidos também apresentam uma percentagem consideravel. Tal
como anteriormente, os fosfolipidos também se revelaram a fracdo mais pequena do

conteudo lipidico total.
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Figura 25: Fragoes lipidicas obtidas apds fracionamento do lipido total de A. korschikoffii; FL —
fosfolipidos; GL — glicolipidos; LN — lipidos neutros.
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No caso da determinacdo efetuada pelo método de Soxhlet, observou-se uma
diminuicdo da percentagem de lipidos neutros da fase exponencial (44,16%) para a fase
estacionaria (30,91%), contrariamente a percentagem de glicolipidos que aumentou de 32,99%
para 49,09%. Os fosfolipidos também diminuiram de 22,84% para 20%. No método de MTBE
ndo se observa grande variacdo da percentagem de lipidos neutros, ja que os valores sdo
relativamente préoximos, 47,16% na fase exponencial e 46,76% na fase estacionaria. No caso
dos glicolipidos registou-se uma diminuicdo dos seus valores da fase exponencial (32,27%)
para a fase estacionaria (29,50%) e um aumento dos fosfolipidos de 20,57% para 23,74%. No
método de Gao, a percentagem de lipidos neutros aumentou de 48,96% para 52,09%, tal como
a de glicolipidos de 31,94% para 32,43%, enquanto os fosfolipidos diminuiram de 19,10% para
15,48%.

3.2.2 Culturas mistas

No que diz respeito a extragao de lipidos das culturas mistas, o método utilizado foi o
método de Gao, escolhido com base nos resultados das extracdes das monoculturas. O lipido
total foi determinado para os mesmos dias em que se determinou o conteldo lipidico das
monoculturas (Tabela 8). Em ambas as culturas mistas os valores de lipido total mais elevados
foram registados ao fim de 6 dias de cultura, observando-se depois uma diminui¢gdo destes ao
longo do tempo. O valor de lipido total mais elevado foi observado aos 6 dias da estratégia 4:1,
enquanto o valor mais baixo foi registado na estratégia 1:1, aos 15 dias de crescimento.

Tabela 8: Contetdo lipidico total em miligrama de lipido por grama de biomassa seca
(mg/g) das duas culturas mistas.

Lipido total (mg/g)

Dias Estratégia 1:1 Estratégia 4:1
6 dias 70,97 182,86
9 dias 51,32 106,67
15 dias 20,82 87,5
17 dias 23,67 66,45
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4.1 Critérios de selecao das microalgas

Este estudo teve como objetivo principal estabelecer uma cultura mista e, a primeira
microalga selecionada para a sua realizagao foi Vischeria helvetica, pertencente a Classe
Eustigmatophyceae. O interesse por espécies desta classe é de longa data no nosso laboratério
(Santos & Leedale, 1991; Santos, 1996; Amaral et al, 2011; Amaral et al, 2015), tendo dado
origem ao isolamento e estabelecimento de cerca de cem estirpes ACOI. O interesse tem
também vindo a aumentar a nivel global ja que estes organismos apresentam um grande
potencial para a produgdo de acidos gordos tendo em vista o uso como suplementos
nutricionais ou para biocombustiveis (Fawley et al, 2014). Além disso, a estirpe ACOI 299 ja
tinha previamente revelado uma boa atividade antioxidante (Assuncdo et al, 2014). Desta
forma, o estudo do seu crescimento e da componente lipidica torna-se um contributo

essencial para a caracterizacdo desta microalga.

A selecdo da segunda microalga foi feita de acordo com o local de colheita da mesma,
ou seja, espécies que coexistiam no ambiente natural em conjunto, possivelmente também
poderiam coexistir num sistema artificial. Na mesma colheita de Vischeria helvetica ACOI 299,
encontravam-se presentes e foram isoladas em cultura mais 8 microalgas, nomeadamente,
Chlorobotrys regularis ACOl 307, Elakatothrix linearis ACOl 309, Myrmecia bisecta ACOIl 322,
Asterococcus korschikoffii ACOl 326, Euglena elongata ACOI 337, Euglena agilis ACOIl 835 e
Monoraphidium griffithii ACOI 863 (http://acoi.ci.uc.pt). Considerando que C. regularis é uma
eustigmatoficea tal como V. helvetica, que E. linearis, E. elongata e E. agilis sdo microalgas que
crescem relativamente pouco em condi¢des laboratoriais, as op¢des de escolha ficaram
restritas a M. bisecta, A. korschikoffii e M. griffithii, trés cloréfitas. Destas espécies de
microalgas, apenas a descricao de A. korschikoffii relatava na sua morfologia a presenca de
uma camada gelatinosa (Bourrelly, 1990), caracteristica que pode potenciar o seu interesse
biotecnoldgico. Desta forma, tendo em conta que o cultivo misto tem interesse do ponto de

vista de exploracao de compostos, esta microalga aparentou ser uma boa escolha.

Assim sendo, as microalgas escolhidas para a realizagdo da cultura mista foram V.
helvetica, uma eustigmatoficea e A. korschikoffii, uma cloréfita. No inicio do estudo os
principais aspetos que se conheciam acerca deste conjunto, resultantes do cultivo de rotina da
Algoteca era que utilizavam o mesmo meio de cultura e que cresciam relativamente bem em
condigbes laboratoriais. Além disso, o facto de serem microalgas com uma morfologia bem
diferente facilitaria a sua distingdo, permitindo a estimativa da dindmica da popula¢do na

cultura mista pela contagem de células.

61



Cultivo de V. helvetica e A. korschikoffii em sistema unialgal e misto e determinagdo do seu contetdo lipidico

4.2 Crescimento das culturas

4.2.1 Monoculturas

Através da andlise das curvas de crescimento de Vischeria helvetica e Asterococcus
korschikoffii é possivel identificar, de acordo com Lee et al (2015), as principais fases de uma
curva sigmoide que caracteriza o crescimento de microalgas em cultivo batch: fase de laténcia,
fase exponencial, fase linear do crescimento, fase de decréscimo de crescimento, fase
estacionaria e fase de decadéncia. Durante a fase inicial de laténcia, ha um crescimento
minimo, devido a presenca de células ndo vidveis ou a adaptacdes fisiolégicas ao meio de
cultura. No entanto, esta fase pode ter um curto periodo de duragdo, se a cultura-mde for
cultivada no mesmo meio de cultura e com as mesmas condi¢des, fazendo com que a
adaptacdo das células ao novo meio seja mais rdpida (Andersen, 2005; Lee et al, 2015). A fase
exponencial é caracterizada pelo rapido crescimento em que as células se dividem como uma
funcdo exponencial de tempo, que abrandam na fase linear, na qual a divisdo celular ocorre a
uma taxa constante até os nutrientes se tornarem limitantes. A fase de decréscimo de
crescimento é caracterizada pela diminuicdo da taxa de divisdo e quando esta taxa se
aproxima de zero, é atingida a fase estacionaria. A fase de decadéncia é devida a deplecdo de
nutrientes, perturbagdes de pH ou contaminagdes (Lee et al, 2015). Classicamente apenas sdo
consideradas quatro fases principais na curva sigmoide tipica: fase de laténcia, fase
exponencial, estaciondria e de declinio (Andersen, 2005; Barsanti & Gualtieri, 2006). Neste
caso, a fase exponencial considerada engloba trés das fases descritas por Lee et al (2015), a
fase exponencial, a fase linear de crescimento e a fase de decréscimo de crescimento.

As curvas de crescimento de V. helvetica revelam uma configuragdo idéntica nos dois
métodos utilizados. Segundo o peso seco da biomassa, a fase de laténcia manifesta-se durante
3 dias, seguindo-se a fase exponencial que também dura 3 dias, a fase linear de crescimento
com 7 dias, a fase de decréscimo de crescimento com 4 dias e por fim a fase estacionaria com
10 dias. Relativamente a curva de crescimento baseada na densidade celular, esta é
caracterizada pela fase exponencial dos 0 aos 3 dias, seguindo-se a fase linear do crescimento
do dia 3 ao dia 9, a fase de decréscimo de crescimento do dia 9 ao dia 17 e por fim a fase
estaciondria do dia 17 ao dia 27.

No caso de A. korschikoffii os métodos utilizados na monitorizagdao do crescimento
revelaram curvas com uma configuragao relativamente diferente, particularmente nos ultimos
dias de cultura. A andlise da curva de crescimento baseada no peso seco da biomassa permite
identificar a fase exponencial com durac¢do de 3 dias, seguindo-se a fase linear de crescimento

com 10 dias, a fase de decréscimo de crescimento com 4 dias, a fase estacionaria com 5 dias e
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uma fase de decadéncia com 5 dias. A curva de crescimento baseada na densidade celular
inicia-se do mesmo modo, com uma fase exponencial de 3 dias, seguindo a fase linear de
crescimento com 10 dias, uma fase de decadéncia com 9 dias e por fim a fase estaciondria com
5 dias. Esta tendéncia invertida, em que se observa uma fase de declinio antes da fase
estacionaria pode ser explicada pelo método de contagem utilizado, que originou
subestimacao dos valores. As células foram contadas com um hemocitdmetro no entanto, para
além das células de A. korschikoffii serem grandes, também se observou que, a partir dos 9
dias, a cultura apresentava uma maior viscosidade o que dificultava a introdu¢do da amostra
na camara de contagem do hemocitdmetro, pelo que é possivel que a partir desse dia, a
estimativa da densidade celular possa apresentar um erro associado a este problema. Neste
caso, de ambas as metodologias utilizadas, a mais adequada para caraterizar o crescimento de
A. korschikoffii serda, provavelmente através do peso seco. Assim sendo, na caracterizacdo das
culturas mistas, a cdmara de contagem utilizada foi a de Sedgewick-Rafter que permite a
introducdo de 1 ml de cultura e que é muito utilizada na contagem de fitoplancton filamentoso
e de zooplancton.

As curvas de crescimento com base no peso seco das microalgas revelam um
aumento de peso de 16 vezes em V. helvetica que atingiu um peso final de 2,15 mg/ml ao fim
de 27 dias de cultivo, enquanto A. korschikoffii aumentou 5 vezes e nao chegou a atingir 1
mg/ml. No caso de V. helvetica, apds atingir a fase estacionaria, o seu peso seco manteve-se
estavel, contrariamente ao de A. korschikoffii, em que ocorreu um declinio do peso a partir do
dia 22. Este declinio podera ser explicado pelo esgotamento de nutrientes e pela acumulacdo
de compostos que possam, de alguma forma, possam interferir com as células em cultura (Lee
et al, 2015).

Nas curvas de crescimento baseadas na contagem de células em hemocitdometro, se
considerarmos a fase exponencial como Andersen (2005), ou seja englobando a fase
exponencial, fase linear de crescimento e fase de decréscimo de crescimento de Lee et al
(2015), V. helvetica apresentou uma fase exponencial mais longa, com 17 dias, enquanto A.
korschikoffii apresentou uma fase exponencial mais curta, com duragao de 10 dias. Esta fase é
caracterizada pela divisdo e multiplicacdo celular, que leva até o pico maximo de crescimento
e, neste caso, observou-se que A. korschikoffii apresenta um crescimento mais rapido do que
V. helvetica, ja que a sua fase exponencial é mais curta, atingindo o seu maximo em menos
tempo do que V. helvetica, apesar de esta crescer mais. Nesta curva de crescimento, V.
helvetica aumentou a sua densidade celular em 7 vezes, enquanto A. korschikoffii apenas

aumentou 4 vezes o seu numero de células, ao fim de 27 dias de cultivo.
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As diferencas que possam existir entre os dois tipos de curvas de crescimento, peso
seco e densidade celular, sdo consequéncia dos métodos utilizados serem diferentes. Contudo,
a curva baseada na densidade celular podera ser o método que permite uma estimativa mais
realista do estado da cultura, tendo em conta que sé se contam as células vidveis. No caso do
método por peso seco, todo o conteddo da cultura é contabilizado, fazendo com que os
detritos celulares, células invidveis ou exopolissacarideos possam contribuir para o aumento
do peso. No entanto, e como ja foi explicado anteriormente, no caso de A. korschikoffii o peso
seco revelou-se o melhor método tendo em conta a particularidade da densidade celular.

Nas monoculturas a produtividade de biomassa na fase exponencial foi superior para
V. helvetica, com 0,11 g.L'l.d'l. Este valor de produtividade encontra-se abaixo dos
referenciados para algumas eustigmatoficeas, como Monodus subterraneus, 0,19 g.L™.d" ou
Nannochloropsis sp., 0,17-1,43 g.L'*.d™ (Mata et al, 2010). No caso de A. korschikoffii o valor de
0,043 g.L'.d™ registado é concordante com os valores de produtividade de biomassa referidos
na bibliografia para algumas cloréfitas, como por exemplo Chlorella vulgaris, com 0,02-0,20
g.L™.d™" ou Scenedesmus sp. que apresenta valores de 0,03-0,26 g.L'.d™ (Mata et al., 2010). Em
comparacdo com Chlamydocapsa bacillus, uma microalga da mesma familia que A.
korschikoffii, os valores referenciados para esta sdo superiores, 0,32 g.L™.d™ (Nascimento et al,
2013). Esta varia¢do de valores pode ocorrer entre espécies, dentro da mesma espécie, sendo
que também podem ocorrer diferengas na mesma estirpe, resultado de diferentes condi¢bes

de cultivo utilizadas, nomeadamente luz ou temperatura (Griffiths & Harrison, 2009).

4.2.2 Culturas mistas

Para o estabelecimento das culturas mistas, como ndo se tinha conhecimento do
comportamento das duas espécies em conjunto, em condi¢gdes controladas e a escala
laboratorial, a primeira estratégia testada foi a estratégia 1:1, em que as duas espécies foram
adicionadas com a mesma densidade celular. O crescimento desta cultura mista caracterizou-
se por uma fase exponencial de 3 dias, uma fase linear de crescimento com 3 dias, fase de
decréscimo de crescimento com 3 dias, fase estacionaria com 6 dias e por fim uma fase de
declinio com duracdo de 5 dias. Relativamente ao comportamento das espécies nesta cultura
mista, a curva de crescimento de A. korschikoffii apresentou uma fase exponencial com 3 dias,
seguido da fase linear com 12 dias, a fase de decréscimo de crescimento com 2 dias e por fim,
uma fase de decadéncia com 5 dias. A sua curva de crescimento individual tem uma

conformagdo semelhante a da cultura mista o que é indicativo de que esta alga foi a que mais
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contribuiu para esta. No caso de V. helvetica, a sua curva iniciou-se com uma fase exponencial
de 3 dias, seguido de fase linear com 6 dias, sendo que a partir do dia 9 é bem visivel a
diminuicdo desta espécie, que se manteve em decadéncia até ao fim da cultura. Este
acontecimento pode ser explicado pela grande quantidade de A. korschikoffii presente na
cultura, trés vezes mais do que V. helvetica, o que faz com que haja muito mais consumo de
nutrientes por parte desta, ou pelo aumento da viscosidade do meio, consequéncia da
libertacdo de mucilagem de A. korschikoffii para o meio de cultura, que pode também

contribuir para o aprisionamento dos nutrientes disponiveis.

Esta cultura mista foi iniciada com um numero de células total de 28 000 células/ml
(14 000 de cada microalgas) no entanto, apesar de terem sido utilizados indculos iniciais com
densidades celulares controladas, as densidades iniciais registadas ndo corresponderam ao
valor esperado. O que se verificou nas observagdes e contagens das culturas do ponto 0 foi
gue, apos a juncdo das duas culturas, havia muitas células a entrar em colapso, tanto de A.
korschikoffii como de V. helvetica. Uma possivel explicacdo para este facto pode ter sido a
utilizacdo de uma cultura demasiado densa dos inéculos iniciais, que fez com que a diluicao
para se obter a densidade pretendida tenha sido num fator demasiado elevado, ou seja, que
uma quantidade excessiva de meio de cultura tenha sido adicionada. Este efeito ndo foi tido
em ateng¢do nas monoculturas, no entanto a hipétese do mesmo acontecer ndo é descartada.
Nenhuns dos estudos prévios (e.g. Johnson & Admassu, 2012; Mingazzini & Palumbo, 2015)

mencionam situagdes semelhantes.

O numero total de células desta cultura mista sofreu um aumento de 16 vezes até
atingir o seu pico maximo no dia 17. No entanto, entre o dia 9 e o dia 15 observou-se uma
diminuicdo da taxa de divisdo caracterizada por uma estabilizacdo do numero de células em
cultura (fase estacionaria) que pode ser consequéncia de ao nono dia, as células de V.
helvetica entrarem em declinio, contrariamente as de A. korschikoffii que continuaram a
aumentar, compensando esse efeito. A curva de crescimento de V. helvetica nesta cultura
mista é mais curta quando comparada com a monocultura, ja que completa a sua fase
exponencial em 9 dias, aumentando a sua densidade em 5 vezes ao passo que em
monocultura, aos 9 dias ainda estaria a meio da fase exponencial, completando a sua fase
exponencial no dia 17 e tinha um aumento de 7 vezes. Contrariamente, A. korschikoffii
apresentou uma fase exponencial mais longa, de 17 dias, em que cresceu 53 vezes até atingir o
seu pico maximo, quando comparado com a monocultura, onde cresceu no maximo 7 vezes.

Este acontecimento pode ser explicado pelo uso de uma camara de contagem diferente. Como
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referido anteriormente, nas monoculturas, as células foram contadas num hemocitometro,
mas este método nao se revelou eficaz para o caso de A. korschikoffii. Desta forma, para a
elaboragao das culturas mistas foi utilizada uma camara de Sedgewick-Rafter que permite
utilizar 1 ml de cultura para a contagem. Neste caso, ambas as espécies apresentam
comportamentos diferentes em monocultura e em cultura mista, contrariamente ao
observado por Novoveskd et al (2016), em que o crescimento de Dunaliella sp. e de

Phaeodactylum tricornutum é semelhante nos dois sistemas de cultivo (unialgal e misto).

A estratégia 1:1 ndo se revelou eficaz para o estabelecimento da cultura mista ja que
A. korschikoffii revelou um maior crescimento, quando comparado com V. helvetica, sendo
que na fase exponencial, este apresenta uma densidade 4 vezes superior a de V. helvetica.
Para além disso, apds o nono dia V. helvetica comega a morrer ao passo que A. korschikoffii
continua a aumentar o seu nimero de células, causando, possivelmente, um maior consumo
de nutrientes. Um comportamento semelhante foi observado num estudo de Mingazzini &
Palumbo (2015) com Dunaliella tertiolecta e Phaeodactylum tricornutum. Neste estudo, D.
tertiolecta apresentou curvas de crescimento semelhantes, quer em monocultura quer em
cultura mista, ao contrario de P. tricornutum, que em monocultura atingiu uma densidade
celular muito superior a de D. tertiolecta, mas em cultura mista o seu crescimento foi
interrompido ao fim de 6 dias, ndo sendo capaz de competir com D. tertiolecta, que continuou
a aumentar a sua densidade celular até ao dia 13. A principal razdo apontada para o sucesso
de D. tertiolecta é a sua elevada eficiéncia na captacdo dos nutrientes disponiveis, o que

permitiu a sua dominancia no sistema (Mingazzini & Palumbo, 2015).

A partir desta andlise, a estratégia que se pensou ser mais interessante testar foi a da
estratégia 4:1, onde se adicionou V. helvetica com uma densidade celular 4 vezes superior a
densidade de A. korschikoffii, de maneira a tentar compensar o efeito de um crescimento
muito maior de A. korschikoffii do que de V. helvetica, e de facto, até ao nono dia, o
crescimento das duas espécies manteve-se relativamente semelhante entre si, em contraste
com a estratégia 1:1, onde A. korschikoffii comegou a aumentar de forma elevada logo no
terceiro dia. Novamente, apesar da diluicdo dos indculos ter sido feita de maneira a ficar com
uma densidade inicial da cultura mista de 28 000 células/ml, observou-se o mesmo efeito da
estratégia 1:1, em que muitas células sofreram colapso. Contudo a propor¢ao manteve-se e a

estratégia 4:1 foi iniciada com 4 vezes mais V. helvetica do que A. korschikoffii.

Na estratégia 4:1 registou-se uma fase exponencial com durag¢do de 3 dias, seguido

da fase linear de crescimento de 3 dias, a fase de decréscimo de crescimento novamente com
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3 dias, fase estaciondria de 6 dias, novamente fase exponencial com 2 dias e por fim uma fase
de decadéncia até ao fim da cultura mista. Nesta estratégia houve um incremento do nimero
total de células em 10x. Relativamente a cada uma das espécies, V. helvetica volta a ter o
mesmo comportamento que na estratégia 1:1, com uma fase exponencial inicial de 3 dias,
seguido de uma fase linear de crescimento de 6 dias e uma fase de decadéncia até ao final da
cultura. No caso de A. korschikoffii, registou-se uma fase exponencial com 3 dias, seguido de
uma fase linear de crescimento de 6 dias, fase de decréscimo de crescimento com 6 dias,
novamente fase exponencial com 2 dias e por fim decadéncia até ao fim da cultura. Nesta
cultura mista, é possivel observar que a curva de A. korschikoffii s6 se assemelha a da cultura
mista a partir do dia 15, sendo que o seu maior contributo sé ocorreu a partir desse dia,
contrariamente ao caso anterior, onde toda a curva da cultura mista era descrita em funcdo da
curva de A. korschikoffii. Nesta cultura mista A. korschikoffii aumentou o seu nimero de
células, no maximo, em 50 vezes enquanto V. helvetica, novamente, aumentou no maximo 4

vezes.

A semelhanca da estratégia 1:1, observou-se uma estabilizacdo do crescimento do
dia 9 ao dia 15, o que refletiu, novamente, a diminuicdao de V. helvetica e o aumento de A.
korschikoffii, embora neste caso tenham sido mais atenuados. A quantidade de A. korschikoffii
ja ndo foi tdo superior a de V. helvetica, o que pode indicar que o aumento da viscosidade do
meio, mais do que a diferenga da quantidade de células, influencia V. helvetica levando a
diminui¢cdo da sua presenca em cultura. A partir do dia 15, e até ao dia 17, observou-se um
novo aumento da densidade celular da cultura mista consequéncia do aumento de A.
korschikoffii, ja que V. helvetica continuou a diminuir ao longo do tempo. Este aumento pode
dever-se ao facto de a competicdo por nutrientes ser menor ou talvez, de V. helvetica, a
medida que morre, libertar alguma substancia permita dar oportunidade a A. korschikoffii para

aumentar a sua densidade celular.

De uma forma geral, a configuracdo das curvas de crescimento das duas culturas
mistas é semelhante, tendo aumentado de uma forma gradual até ao nono dia, onde atingiram
um patamar de estabilizacdo até ao dia 15, aumentaram entre o dia 15 e o dia 17 e depois
diminuiram a sua densidade até ao fim da cultura. No entanto na estratégia 1:1 registou-se
uma maior densidade celular logo a partir do dia 3, sendo que no dia 9 se registou o dobro do
numero de células da estratégia 4:1. Ambas as culturas mistas ndo apresentaram fase de
laténcia, situacdo também verificada por Novoveskd et al (2016) em cultura mista de

Dunaliella sp. e Phaeodactylum tricornutum.
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Relativamente ao comportamento de V. helvetica em monocultura e cultura mista,
esta espécie cresceu melhor em monocultura, onde aumentou a sua densidade em 7 vezes.
Nas culturas mistas, o seu melhor desempenho, tal como no caso de A. korschikoffii, ocorreu
na estratégia 1:1, onde aumentou 5 vezes enquanto na estratégia 4:1 aumentou 4 vezes. Em
ambas as culturas mistas, esta espécie apresentou uma curva de crescimento muito mais
curta, em que o seu maximo foi atingido aos 9 dias, enquanto em monocultura esta situacao
apenas se verificou ao fim de 17 dias. Este acontecimento pode ser explicado pela libertacdo
de mucilagem de A. korschikoffii. Ao fim dos 9 dias, muitas das células de A. korschikoffii ja ndo
estavam associadas em coldnias, ou seja, tinham-se separado e como consequéncia, a
mucilagem comecou a dispersar-se pelo meio, aumentando gradualmente a sua viscosidade e
possivelmente, aumentando a captura da componente hidrica do meio de cultura, que podera
ficar hipertdnico, afetando principalmente as células de V. helvetica que ndo tém “protecao”
como as de A. korschikoffii, que estd envolvido em mucilagem. Esta suposicdo é apoiada por
um teste adicional de precipitacdo de exopolissacarideos que foi realizado, em que se
determinou a quantidade de exopolissacarideos presentes no meio de cultura a 6 e a 15 dias.
Desta forma, pressupbe-se que V. helvetica seja altamente influenciada pela mucilagem
libertada por A. korschikoffii. Outro motivo poderia ser o facto de A. korschikoffii se encontrar
em grande quantidade no sistema, no entanto a realizagdo da estratégia 4:1, em que a
quantidade de A. korschikoffii até aos 9 dias foi semelhante a de V. helvetica, tornou a

hipdtese da libertagdo de mucilagem mais plausivel.

No caso de A. korschikoffii, o seu aumento ocorreu nas duas culturas mistas de uma
forma semelhante, sendo que na estratégia 1:1 aumentou a sua densidade em 54 vezes
enquanto na estratégia 4:1 aumentou 50 vezes, no entanto como o nimero de células com
que se iniciou a cultura foi inferior, como consequéncia, o seu maximo também foi menor. Em
monocultura, a sua densidade aumenta no maximo 7 vezes, no entanto, o facto de as cdmaras
de contagem terem sido diferentes pode ter influenciado os resultados. Esta microalga, nas
condigbes definidas, em cultura mista atingiu o seu maximo ao fim dos 17 dias enquanto em
monocultura isto ocorreu 4 dias antes, ou seja aos 13 dias. Isto poderd ser explicado pela
quantidade de V. helvetica no sistema, isto é, até ao dia 9, V. helvetica ainda se encontrava
numa quantidade considerdvel e A. korschikoffii ndo se terd conseguido desenvolver no seu
maximo mas, a medida que aquela foi desaparecendo no sistema, deu oportunidade para A.
korschikoffii se desenvolver e atingir o seu maximo um pouco mais tarde, o que poderd indicar
gue o seu crescimento podera ser influenciado pela presenca de V. helvetica. Este efeito foi

observado nas duas culturas mistas, tendo sido mais notdrio na estratégia 4:1 onde a
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densidade celular de V. helvetica foi maior. Outro aspeto do comportamento de A. korschikoffii
gue se observou nas culturas mistas foi o aumento do nimero de células no dia 15, que nao se
verificou na sua monocultura. Neste dia, o nimero de células de V. helvetica ja era muito
inferior, ou seja, muitas das células ja tinham colapsado e, consequentemente o seu contetddo
celular espalhado para o meio de cultura o que, eventualmente, podera disponibilizar alguma
substancia que, de alguma maneira, tenha sido aproveitada por A. korschikoffii, contribuindo

para o seu aumento.

A cultura mista em que a estratégia utilizada foi a diluicdo de 1:1 revelou ser mais
eficaz em termos de produgdo de biomassa do que a estratégia 4:1, tendo em conta que a sua
densidade celular foi superior e consequentemente, a produtividade de biomassa na fase

exponencial (0,041 g.L'.d™) e a produg3o de biomassa (0,841 g/L) também foram superiores.

Em comparagdo com as monoculturas, as culturas mistas apresentam valores
inferiores, sendo que a monocultura de V. helvetica apresentou os valores mais elevados quer
de produtividade de biomassa na fase exponencial (0,11 g.L".d") quer na producdo de
biomassa (1,9 g/L). Por outro lado, a produtividade de biomassa na fase exponencial de A.
korschikoffii (0,043 g.L''.d") e da estratégia 1:1 (0,041 g.L"".d™") sdo muito semelhantes, no
entanto esta produtividade no caso da cultura mista é atingida ao fim de 9 dias, ao passo que
na monocultura é atingida ao fim de 13 dias. Em termos de produc¢do de biomassa, aos 15 dias
a estratégia 1:1 apresenta um valor superior (0,791 g/L) a da monocultura de A. korschikoffii
(0,576 g/L). Johnson & Admassu (2012) relataram que a co-cultura de espécies menos
produtivas com outras que apresentem médias de produtividade de biomassa mais elevadas
pode resultar em culturas mais densas, que podem atingir produtividades de biomassa
proximas das espécies mais produtivas. O cultivo de A. korschikoffii com V. helvetica estd em
concordancia com esta premissa, ja que resultou em maior producdo de biomassa e num valor
de produtividade semelhante contudo, atingido mais cedo. Num estudo de Gongalves et al
(2016), dentro das culturas estudadas, as co-culturas de Chlorella vulgaris e Microcystis
aeruginosa com Synechocystis salina aumentaram as produtividades de biomassa, o que,
segundo estes autores, pode estar relacionado com relagdes simbidticas entre estes

microrganismos.
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cultivo em tanques abertos sdo atribuidas aos alemaes durante a segunda guerra mundial.
Nessa altura, as algas foram cultivadas principalmente como suplementos alimentares. Nos
anos 70, a producdo comercial de algas foi iniciada na Europa de Leste, Israel e Japao, sendo as
algas cultivadas em tanques abertos para uso como alimento sauddvel. De facto, o propdsito
do cultivo de algas tem ido de encontro as necessidades especificas das populacdes. Por
exemplo, nos Estados Unidos, os sistemas de cultivo a céu aberto foram desenvolvidos para o

tratamento de aguas residuais (Ugwu et al, 2008).

Com o passar do tempo, a biomassa algal tornou-se muito importante no campo da
aquacultura e recentemente tem recebido muita atencdo pois os seus produtos metabdlicos
podem ter diversas aplicacdes em industrias, como a alimentar, cosmética ou farmacéutica
(Borowitzka, 1999; Ugwu et al, 2008). Podem ser usadas como alimento para outros
organismos, marinhos e terrestres, suplementos alimentares ou ainda serem usadas para
processos ambientais, como tratamento de aguas residuais, fertilizacdo de solos,
biocombustiveis e fitorremediacdo de residuos toxicos (Perez-Garcia et al, 2011). Deste modo,
ha um mercado em expansao que enfrenta um novo desafio de cultivar algas em larga escala,

sem prejudicar o ambiente (Cardozo et al, 2007).

A exploracdo comercial em larga escala comegou no Japao com o cultivo de Chlorella,
sendo que em 1980 ja existiam 46 unidades de fabrico em larga escala na Asia, produzindo
mais de 1000 kg desta microalga por més (Spolaore et al, 2006). Atualmente, considerando
todos os produtos derivados de microalgas, a produgdo das espécies Spirulina e Chlorella é a
maior, apenar de concentrada apenas em algumas empresas, maioritariamente da Asia e EUA.
O volume de produgdo global estimado de Spirulina e Chlorella é de 5000 e 2000 toneladas de
matéria seca por ano, respetivamente, e os valores de produg¢ao rondam os 40 milhdes de

dolares cada ano (Vigani et al, 2015).

Sdo vdrias as aplicacbes das microalgas desde a nutricdo humana e animal aos
cosméticos e a produgdo de compostos de grande valor como pigmentos, acidos gordos, etc.
(Tabela 3). As principais espécies com interesse comercial cultivadas sdo Chlorella e Spirulina
para alimenta¢do humana, Dunaliella salina como fonte de P-caroteno, Haematococcus
pluvialis como fonte de astaxantina e vdrias outras espécies em aquacultura (Borowitzka,

1999).
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Entre as duas microalgas, V. helvetica apresentou um conteudo de lipido total
superior, que aumentou da fase exponencial para a fase estacionaria como acontece na
maioria das microalgas (Huerlimann et al, 2010; D’Alessandro et al, 2016). A quantidade de
lipido total na fase exponencial é, normalmente, inferior a da fase estacionaria tendo em conta
qgue, durante a fase exponencial o principal foco é o crescimento e proliferacdo ja que os
nutrientes ainda est3o disponiveis no meio e as condi¢des ainda se mantém favoraveis. A
medida que as condi¢bes da cultura se alteram (deplecdo de nutrientes, limitacdo de luz,
alteracOes de pH) o nimero de células atinge o seu maximo e inicia-se a fase estacionaria,
onde o aumento do lipido total se deve principalmente ao aumento dos niveis de lipidos
neutros, constituidos por TAGs. O aumento dos TAGs na fase estaciondria indica que a alga se
encontra a armazenar lipidos para uma utilizagdo subsequente como fonte de energia ou para
a sintese de lipidos membranares em condi¢des de limitacdo de nutrientes (Miller et al, 2012;
Nalder et al, 2015). A situacdo contraria ocorre em A. korschikoffii, em que se observou um
valor de lipido total superior na fase exponencial, que diminuiu na fase estaciondria. Esta
diminuicdo poderd estar associada ao aumento da producdo de exopolissacarideos, isto
porque, no método de MTBE, aos 6 dias, o valor de lipido total de A. korschikoffii foi de 162,22
mg/g e a quantidade de exopolissacarideos de 57,25 mg/L, enquanto aos 15 dias, se registou
um valor de lipido total de 88,89 mg/g e de 329,35 mg/L de exopolissacarideos. Esta relagdo
inversamente proporcional também ja foi observada em outras microalgas, como é o caso de
Porphyridium cruentum em que, com o envelhecimento da cultura, o carbono fixado

fotossinteticamente é desviado para a produgdo de exopolissacarideos (Fabregas et al, 1998).

Em relagdo a percentagem do conteudo lipidico, os melhores valores de V. helvetica
(17,07% - 29,4%) estdo de acordo com os valores referenciados para outras eustigmatoficeas
como por exemplo Monodus subterraneus com 16% e Nannochloropsis oculata com 22,7% a
29,7% (Mata et al, 2010). No caso de A. korschikoffii, os valores de conteudo lipidico (3,4% -
16,22%) também estdo de acordo com os valores registados para algumas cloréfitas, como no
caso de Chlorella vulgaris com percentagens de 5,0 a 58,0%, ou Tetraselmis sp. com 12,6 a
14,7% (Mata et al, 2010). Em comparagdo com uma espécie da mesma familia, Chlamydocapsa
bacillus, os valores de conteudo lipidico obtidos para A. korschikoffii encontram-se na mesma
gama de valores obtidos por esta espécie (13,52%) (Nascimento et al, 2013). Em termos de
produtividade lipidica, o valor mais alto registado para V. helvetica foi de 0,92 g.L™.d" para a
fase estaciondria, um valor superior ao referenciado num estudo realizado por Gao et al em
2015 para V. stellata cultivada em condicGes de nitratos variaveis em que a produtividade mais

elevada obtida foi de 0,28 g.L™.d™. No entanto, em comparacdo com A. korschikoffii, estes
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valores s3o inferiores j& que o seu maior valor de produtividade lipidica foi de 1,00 g.L™".d™.
Esta comparacdo entre espécies torna-se, por vezes dificil, jd que o metabolismo e composicao
das varias espécies podem variar muito sob condi¢cdes ambientais diferentes. Fatores como a
temperatura, luz e disponibilidade de nutrientes podem influenciar a produtividade lipidica,
refletindo diferentes resultados conforme as condi¢des de cultivo, desenho experimental ou

métodos de extracao de lipido utilizados (Griffiths et al, 2012).

Em relacdo a separacdo das diferentes fragbes lipidicas em V. helvetica, a maior fracao
de lipido total corresponde aos lipidos neutros, que ocupa mais de 50% do total, seguindo-se
os glicolipidos e os fosfolipidos. O método que extraiu mais quantidade de lipidos neutros,
nesta microalga, foi o Soxhlet. Tendo em conta que, neste método, o solvente utilizado foi o
hexano, um solvente apolar, seria de esperar que houvesse uma maior quantidade de lipidos
neutros, jd que se tratam de compostos apolares e por conseguinte, sdo extraidos por
solventes apolares. Os lipidos neutros sdao, maioritariamente constituidos por triacilglicerdis
gue sdo a maior reserva de energia nos corpos lipidicos das células, contudo é também nesta
fracdo que se encontram os carotenoides (Sajilata et al, 2008) e sendo que V. helvetica é uma
microalga que acumula grandes quantidades de carotenoides (Aburai & Abe, 2015), é possivel
que parte da fragdo de lipidos neutros corresponda a estes pigmentos. Esta fracdo também foi
a maior no caso do método de Gao, o que demonstra que este método também se revelou

muito eficaz na extragdo dos lipidos neutros e, possivelmente, carotenoides.

As diferentes classes de lipidos presentes nas microalgas apresentam diferentes graus
de polaridades, como referido anteriormente e a eficiéncia da extragdo pode depender do tipo
de solvente utilizado. Por exemplo, para extrair lipidos neutros eficientemente é necessario
utilizar um solvente apolar, como por exemplo o hexano. Ja no caso dos fosfolipidos, a sua
extragdo requer solventes polares como por exemplo o metanol. Contudo, por vezes torna-se
necessario utilizar uma sequéncia ou uma mistura de solventes de forma a aumentar a
eficiéncia da extracdo (Kannan & Pattarkine, 2014). No método de MTBE, apesar de ser o
método no qual se obteve menor quantidade de lipidos neutros, a quantidade de glicolipidos e
fosfolipidos registada foi maior do que nos outros métodos, o que permite inferir que este
método fornece uma boa gama representativa da fragdo total dos lipidos nas microalgas, como
ja referido na bibliografia por Kumar et al (2015). Neste caso também se verificou o aumento
da fragdo de lipidos neutros a medida que se atinge a fase estacionaria e a diminui¢cdo das

fracBes de glicolipidos e fosfolipidos. Em condi¢des 6timas de crescimento, as microalgas
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sintetizam lipidos membranares, fosfolipidos para as membranas dos varios organelos e

glicolipidos para as membranas fotossintéticas (Gao et al, 2015).

Relativamente as fra¢Oes lipidicas em A. korschikoffii, a maior fracdo continua a
corresponder, na sua maioria, aos lipidos neutros, no entanto nesta microalga as percentagens
desta fracdo sdo relativamente mais baixas do que as observadas, para a mesma fracao, em V.
helvetica. Neste caso é possivel observar que as fragGes de glicolipidos e fosfolipidos tém uma
percentagem maior do que as mesmas em V. helvetica. Tendo em conta que A. korshikoffii é
uma microalga que produz mucilagem, esta quantidade superior de glicolipidos pode estar
associada a producdo de exopolissacarideos (Elbein, 1979). Para esta microalga, os métodos de
MTBE e Gao foram aqueles em que se registou maior quantidade de lipidos neutros, no
entanto também foram eficientes em retirar a fracao lipidica polar, ou seja, os glicolipidos e os
fosfolipidos.

Num estudo de Olmstead et al (2013), foi feita a extra¢do de lipidos e separagdo das
fracoes lipidicas de duas microalgas, Chlorella sp. e Nannochloropsis sp., uma cloréfita e uma
eustigmatoficea. Embora os valores das fracBes neste estudo sejam expressos em mg/g, o
calculo da percentagem permite a comparacao dos valores, sendo que as percentagens das
fracGes de V. helvetica (LN — 66,41%, GL — 22,24%, FL — 11,35%) estdo de acordo com as
obtidas para Nannochloropsis sp. (LN — 68,15%, GL — 22,30%, FL — 9,55%). No caso de A.
korschikoffii a percentagem da fragdo de lipidos neutros (47,16%) é inferior a obtida com
Chlorella sp. (LN — 62,92%), a percentagem de glicolipidos é semelhante (A. korschikoffii
32,27%; Chlorella sp. 28,65%) e a percentagem de fosfolipidos (20,57%) é maior do que em
Chlorella sp. (8,43%). Esta diferenca de valores pode ser associada aos diferentes métodos de
extragdo de lipidos utilizados ja que, neste caso o método utilizado foi o de Bligh and Dyer, e
isso podera refletir valores diferentes, associados a eficacias diferentes (Li et al, 2014).

Como ja foi referido anteriormente, V. helvetica apresentou valores de conteudo
lipidico dentro da gama ou préximos dos valores registados para algumas microalgas
oleaginosas. Em comparag¢do com a espécie Botryococcus braunii, que apresenta valores entre
os 25 e 75% (Mata et al, 2010) e é considerada uma microalga com grande potencial para a
producdo de lipidos, V. helvetica, além de apresentar valores de contetdo lipidico dentro desta
gama de valores, apresenta uma produtividade de biomassa superior ao valor referenciado
para B. braunii, de 0,02 g.L'.d™, o que aponta que esta microalga pode ser interessante do

ponto de vista biotecnoldgico.
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4.3.2 Culturas mistas

Para a analise do lipido total das culturas mistas, o método escolhido para esta
determinacgado foi o método de Gao. Este método foi o melhor método para extragao de lipido
total na monocultura de V. helvetica e o segundo melhor em A. korschikoffii. Nao se optou
pelo método de MTBE, que foi o melhor para A. korschikoffii, porque este foi o pior dos trés
para V. helvetica, nem pelo de Soxhlet ja que este foi muito pouco eficaz para A. korschikoffii,
possivelmente por causa da polaridade da mucilagem que envolve as células, e assim nao
poderia ser o método escolhido para a extracdo de lipidos nas culturas mistas. Desta forma, o
método de Gao pareceu ser o melhor método de extracao, uma vez que utiliza uma mistura de
solventes com diferentes polaridades que, como ja mencionado, ajuda a melhorar a eficiéncia
da extracdo. Além disso, foi com este método que se obteve a maior fracdo de lipidos neutros
em A. korschikoffii, e segunda maior em V. helvetica. Como referido anteriormente, é na
fracdo de lipidos neutros que se encontra o maior interesse biotecnolégico, ja que é a partir
desta que se obtém a maior parte dos triacilglicerdis (TAGs).

Em termos gerais, os valores de lipido total das duas culturas mistas seguem uma certa
tendéncia, sendo que os valores iniciais sdo superiores e observa-se uma diminuicdo destes a
medida que a cultura vai envelhecendo. O valor de lipido total aos 6 dias foi 0 mais elevado em
ambas as culturas mistas, contudo a estratégia 4:1 apresentou um valor de lipido total quase 3
vezes superior ao da estratégia 1:1. Uma possivel explicagdo para este acontecimento pode ser
o facto de A. korschikoffii aos 6 dias, em monocultura, ter um maior rendimento lipidico. Além
disso, nesta estratégia foi adicionada uma maior quantidade inicial de V. helvetica, que em
monocultura se revelou uma boa produtora de lipidos. Contudo, aos 9 dias, altura em que V.
helvetica atinge o seu maximo, em ambas as culturas mistas, ocorre uma diminui¢do do lipido
total da cultura mista, quando seria de esperar um valor superior, ja que mais células de V.
helvetica contribuiriam com mais lipido, aumentando assim o seu valor aos 9 dias. Tendo em
conta que a monitorizagdo do crescimento da cultura mista ndo foi feita diariamente,
pressupde-se que V. helvetica podera ter atingido um ponto maximo entre os 6 e os 9 dias,
qgue ndo tenha sido detetado, fazendo com que no dia 9 ja estivesse em declinio e
consequentemente a quantidade de lipido fosse inferior. Como mencionado anteriormente, a
maior quantidade de lipidos é encontrada, geralmente, na fase estacionaria tendo em conta
que, como ja foi referido por outros autores, estes compostos podem ser mais tarde utilizados

como fonte de energia ou para a sintese de lipidos membranares em condi¢des de limitagdo
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de nutrientes (Miller et al, 2012; Johnson & Admassu, 2012; Nalder et al, 2015). Neste caso, a
libertacdo de mucilagem por parte de A. korschikoffii pode ter limitado a disponibilidade de
nutrientes, fazendo com que V. helvetica tenha comecado a consumir as suas reservas para
poder sobreviver e, consequentemente, pouco contribuiu para o conteudo lipidico da cultura
mista, diminuindo assim o valor de lipido total aos 9 dias.

A diminuicao do lipido total dos 9 para os 15 dias também pode ser consequéncia da
diminuicdo de V. helvetica, sendo que na estratégia 4:1, a diminuicdo do lipido total ndo é tao
brusca como na estratégia 1:1, em concordancia com o que se verificou nas curvas de
crescimento. Os valores de lipido total mais baixos foram observados ao fim de 17 dias de
cultura mista, o que pode ser explicado pelo facto do sistema ser maioritariamente constituido
por A. korschikoffii que, como ja foi visto anteriormente, apresenta uma diminuicdo do lipido
total com o envelhecer da cultura, ja que o seu metabolismo &, provavelmente, desviado para
a producdo de exopolissacarideos (Fabregas et al, 1998).

O valor de lipido total mais elevado, aos 6 dias, foi obtido na estratégia 4:1 e este valor
€ superior aos valores de lipido total obtidos nas monoculturas, quer aos 6 dias em A.
korschikoffii quer aos 9 dias em V. helvetica, revelando que sdo necessarios apenas 6 dias em
cultura mista para se obter o mesmo que em 9 dias de monocultura. Desta forma, esta
estratégia revelou que, pelo menos até aos 6 dias, esta cultura mista é mais produtiva em
termos lipidicos, estando de acordo com alguns estudos que indicam que a produtividade
lipidica aumenta em culturas mistas (Gongalves et al, 2016). Pressupbe-se que esta
caracteristica s6 ndo se mantém porque o sistema é completamente alterado a partir do
momento em que A. korschikoffii liberta a sua mucilagem para o meio de cultura. Este
acontecimento, provavelmente tem uma influéncia negativa sobre V. helvetica, que diminui a
sua densidade gradualmente até ao fim da cultura.

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos num estudo de Johnson & Admassu em
2012 com quatro espécies de microalgas, Scenedesmus sp., Chlorococcum sp., Chlorella sp.,
Phaeodactylum tricornutum, em que a produgdo lipidica das culturas mistas aumentou no
inicio do cultivo a medida que a biomassa aumentava mas, com o envelhecimento da cultura, a
producgado lipidica diminuiu, o que segundo os mesmos autores foi consequéncia do facto da
espécie com menor percentagem lipidica ter comegado a dominar a cultura, enquanto as
espécies com capacidade para uma maior produgdo de lipido representarem apenas uma
pequena fragdo. Nestas culturas mistas, o0 maximo de conteldo lipidico atingido foi de 8%,
diminuindo para valores menores que 5%. Em comparagdao com a estratégia 4:1 da cultura

mista de A. korschikoffii e V. helvetica, o conteudo lipidico mais elevado foi de 18% diminuindo
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depois para valores de 7%,0 que indica que o conteudo lipidico desta cultura mista foi superior
ao registado por estes autores.

Segundo um estudo de Novoveska et al (2016), uma forma de prevenir a competicdo
exclusiva numa cultura mista de duas espécies podera passar pela manipulacao das condi¢des
ambientais, conjugando espécies que produzam quantidades substanciais do mesmo ou de
compostos diferentes, mas que tenham condi¢des 6timas diferentes. No caso das culturas
mistas de A. korschikoffii e V. helvetica, a alteragdo das condi¢Bes de cultura, como por
exemplo, nutrientes, pH e fornecimento de CO,, poderia fazer com que A. korschikoffii ndo se
tornasse dominante no sistema, dando possibilidade a V. helvetica para se desenvolver e

permanecer em cultura, contribuindo para o aumento do lipido total do sistema.
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5. Conclusoes
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Este estudo consistiu numa abordagem compreensiva do cultivo de duas estirpes de
microalgas em simultaneo, com caracterizacdo do seu comportamento em sistema unialgal e

misto, e também do contributo individual de cada espécie para o cultivo misto.

O cultivo unialgal permitiu demonstrar que ambas as estirpes possuem um potencial
biotecnolégico interessante. Vischeria helvetica ACOl 299 desenvolveu quantidades
significativas de biomassa ao fim de 17 dias de cultivo e apresentou um rendimento lipidico
elevado, atingindo valores de 17,07% - 29,40%, equivalentes aos referidos para outras
eustigmatoficeas. Asterococcus korschikoffii ACOl 326 apresentou um crescimento mais
rapido, atingindo o seu maximo apds 13 dias de cultivo contudo, com quantidades de
biomassa inferiores. O seu teor de lipido total é elevado ao fim de 6 dias (16,22%), dentro dos
valores referenciados para algumas cloréfitas oleaginosas, no entanto diminui com o atingir da
fase estacionaria. Por outro lado, esta fase é caracterizada por um aumento interessante da

producdo de exopolissacarideos.

Relativamente as culturas mistas, os resultados indicam que a cultura mista em que ha
igual proporgdo (1:1) de ambas as estirpes favorece a producdo de biomassa. Contrariamente,
a cultura mista 4:1, com o quadruplo da quantidade de V. helvetica, até aos 6 dias revelou-se

uma boa estratégia para a produgdo de lipidos.

Assim sendo, culturas mistas de V. helvetica e A. korschikoffii poderao ser de grande
interesse do ponto de vista lipidico, aos 6 dias e, possivelmente de interesse para a produgao

de mucilagem, numa fase posterior.

Este trabalho contribui para o desenvolvimento deste tipo de sistemas, uma vez que a
bibliografia atual é escassa e que o interesse pela temdatica comega a aumentar, quer a nivel
académico, quer a nivel industrial. Desta forma, a coproduc¢do de microalgas é uma estratégia

muito promissora para a producdo de biomassa com valor biotecnoldgico.
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