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Resumo

O crescente interesse no potencial biotecnoldgico das microalgas deve-se a sua
importancia nas varias cadeias troficas mas, principalmente, as diversas substancias que
conseguem sintetizar e que podem ter aplicacdo comercial em diversas areas como
aquacultura, nutricdo, satde humana e animal, tratamento de aguas residuais, producdo
de energia e nas industrias alimentar, quimica, e farmacéutica, entre outras. A grande
variabilidade da composi¢do bioguimica da biomassa obtida das culturas de microalgas,
aliada ao emprego de melhoramento genético e ao cultivo em grande escala tém
permitido a utilizagdo comercial de determinadas espécies, nomeadamente
Haematococcus pluvialis.

O presente trabalho incide sobre o potencial biotecnologico de uma estirpe de
Haematococcus pluvialis Flotow existente na Algoteca da Universidade de Coimbra
(ACQI), com o namero de referéncia ACOI 38, tendo sido analisado o crescimento e
determinados a composicdo em &cidos gordos, em pigmentos carotenoides,
particularmente astaxantina e o valor antioxidante, tanto de células moéveis como de
quistos.

O crescimento das células moéveis e dos quistos foi estimado ao longo de 15 e 20
dias, respetivamente, em condigdes de cultivo diferentes, realizando-se as curvas de
crescimento correspondentes. As células moveis cresceram em meio de cultura liquido
M7, sob intensidade luminosa de 5,68umol m?s? fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro e
temperatura ambiente de 23°C. A biomassa obtida ao fim de 15 dias foi de 0,083g/L.
Para o desenvolvimento de quistos as culturas foram sujeitas a um aumento de
intensidade luminosa (43,24umol m? s™) e a borbulhamento com ar, mantendo-se
idénticas as restantes condicdes. A biomassa obtida ao fim de 20 dias foi de 0,4509/L.
Foi testada a influéncia do &cido salicilico na formacédo de quistos, submetendo-se uma
cultura as condigdes antes referidas, mas com a adi¢do de 50mg/L de acido salicilico ao
meio de cultura. A biomassa total obtida foi de 0,167g/L.

O perfil de acidos gordos foi analisado recorrendo a extracao lipidica com os
solventes n-hexano e metanol em banho de ultrassons, seguida de transesterificagdo com
metoxido de sodio e injecdo das amostras em cromatografia gasosa. Com base nos
cromatogramas obtidos e usando um padrdo Supelco™ 37 Component FAME Mix
Catalog No. 47885-U e um padréo interno constituido por uma mistura de n-hexadecano
(C6) e pentadecanoato de metilo (C15:0) com concentracdo de 0,03mg/mL,

identificaram-se os &cidos gordos presentes, sendo 0 acido estearico o mais abundante
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nas células maéveis (0,088mg) e o acido palmitico o mais abundante nos quistos com e
sem &cido salicilico (0,169mg e 1,097mg, respetivamente), valores por grama de
biomassa néo seca.

Para a identificacdo dos pigmentos presentes nos quistos efetuou-se
cromatografia em coluna, leitura da absorvancia no visivel das fracdes eluidas, através
de espectrofotometria, e comparagdo dos espectros de absorcado obtidos com os descritos
na literatura. Identificaram-se o B-caroteno, a astaxantina e a clorofila a, sendo o -
caroteno o pigmento mais abundante.

O potencial antioxidante foi testado atraves dos ensaios ABTS e DPPH. Pelo
ensaio de ABTS as células moveis apresentaram uma atividade antioxidante maior que
0s quistos com e sem acido salicilico (6,59mg/L equivalente a &cido ascérbico versus
0,13mg/L equivalente a acido ascorbico e 2,73mg/L equivalente a &cido ascorbico,
respetivamente), comparavel ao valor antioxidante da cenoura (5,98mg/L equivalente a
acido ascérbico). Pelo ensaio de DPPH apenas foi possivel a medicdo da atividade
antioxidante nas células moveis, tendo-se registado um valor comparavel ao do ABTS.

Os resultados obtidos comprovam que a estirpe de H. pluvialis ACOI 38 tem
potencialidades associadas a alimentacdo humana saudavel. Com efeito, 0s principais
acidos gordos identificados, mono e polinsaturados, possuem beneficios conhecidos,
tais como reducdo do risco de doencas cardiovasculares, inflamatérias e melhoria das
funcGes cerebrais. O valor antioxidante determinado foi razoavel, devendo-se
possivelmente aos pigmentos carotendides identificados nas células, o que demonstra
que esta estirpe também poderd ser cultivada para producdo dos carotendides
astaxantina e [-caroteno, que tém potenciais aplicacdes nas industrias alimentar,
quimica e farmacéutica, entre outras. Contudo, o crescimento mostrou ser lento e baixo,
nesta estirpe, pelo que estudos detalhados de cultivo para otimizacdo do crescimento e
da producdo dos compostos de interesse deverdo ser prioritarios antes de um eventual

uso comercial.

Palavras-chave: Haematococcus pluvialis; crescimento; &cidos gordos; potencial

antioxidante; pigmentos



Abstract

The growing interest in the biotechnological potential of microalgae is due to
their importance in the food chains but mainly to the many substances they can
synthesize which may have commercial application in areas such as aquaculture,
nutrition, human and animal health, water treatment waste, energy production and in the
food, chemical and pharmaceutical industries, among others. The wide variability of the
biochemical composition of the biomass obtained from cultures of microalgae,
combined with the genetic improvement and cultivation on a large scale have allowed
commercial use of some species such as Haematococcus pluvialis.

The present study focuses on the biotechnological potential of a strain of
Haematococcus pluvialis Flotow existing in the Algoteca of the University of Coimbra
(ACOI), with reference number ACOI 38. Growth was analyzed and determination was
done of the fatty acid composition, the main pigments, particularly the carotenoid
astaxanthin, as well as the antioxidant value of both the motile cells and the cysts.

The growth of motile cells and cysts was estimated during 15 and 20 days,
respectively, in different cultivation conditions, corresponding growth curves being
established. The motile cells were grown in liquid culture medium M7, under a light
intensity of 5.68pmol m?s™, a photoperiod of 16h: 8h light/dark and room temperature
of 23 ° C. The biomass obtained after 15 days was 0.083g/L. For the development of
cysts, cultures were submitted to an increase of light intensity (43,24pmol m?s™) and
air bubbling, keeping the other conditions identical. The biomass obtained after 20 days
was 0.450¢/L. The influence of the salicylic acid was tested in the formation of cysts by
subjecting the culture to the conditions referred above with the addition of 50mg/L of
salicylic acid to the culture medium. The total biomass obtained was 0.167g/L.

The fatty acid profile was analyzed after lipid extraction with the solvents n-
hexane and methanol in an ultrasonic bath, followed by transesterification with sodium
methoxide and injection of samples in gas chromatography. Based on the
chromatograms and by using the Supelco™ 37 Component FAME Mix Catalog No.
47885-U standard and an internal standard containing a mixture of n-hexadecane (C6)
and methyl pentadecanoate (C15:0) with a concentration of 0.03mg/mL, the fatty acids
were identified, the most abundant being stearic acid in the motile cells (0.088mg fatty
acid/g wet biomass) and palmitic acid in the cysts grown with or without salicylic acid
(0.169mg fatty acid/g wet biomass and 1,097mg fatty acid/g wet biomass, respectively).
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The separation of the pigments present in the cysts was done by column
chromatography and the identification by reading the absorbance of the collected
fractions, and comparing the absorption spectra with those described in the literature.
The pigments identified were the B-carotene, astaxanthin and chlorophyll a, B-carotene
being the most abundant.

The antioxidant potential was tested by the ABTS and DPPH methods. The
ABTS assay showed higher antioxidant activity of the motile cells than cysts, either
those grown with or without salicylic acid, a value of 6.59mg/L equivalent to ascorbic
acid versus 0.13mg/L equivalent to ascorbic acid and 2.73mg/L equivalent to ascorbic
acid, respectively, comparable to the antioxidant activity showed by carrot (5.98 mg/L
equivalent to ascorbic acid). With the DPPH assay was only possible to measure the
antioxidant activity in motile cells, being comparable to the registered ABTS value.

The present work shows that this strain of H. pluvialis ACOI 38 has some
potential linked to the area of healthy nutrition and, consequently, in the improvement
of human health. In fact, the major mono- and polyunsaturated fatty acids identified
have many benefits such reducing the risk of cardiovascular and inflammatory diseases,
and improving brain functions. The amount of antioxidant activity found was
reasonable, possibly due to the carotenoids identified in the cells, indicating that this
strain can also be cultivated for the production of B-carotene, astaxanthin and other
carotenoids, with potential applications in the food, chemical and pharmaceutical
industries, among others. However, growth has proved to be slow in this strain, so
detailed cultivation to optimize the growth and production of the compounds of interest
should be a prioritie in the next future.

Keywords: Haematococcus pluvialis; growth; fatty acids; antioxidant potential;
pigments
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1.1. Microalgas

As microalgas tém um papel fundamental como produtores primarios,
constituindo a base da cadeia alimentar nos sistemas aquaticos. Encontram-se em
diferentes ambientes desde nascentes de dgua doce a lagos salinos ou zonas polares.
Apresentam forma de vida plancténica, perifitica ou bentonica, vivendo em suspensdo
nas zonas foticas ou aderentes a um substrato e, frequentemente junto ao fundo, no meio
de sedimentos (Hoek, 1995; Pereira, 2009; Mostafa, 2012).

O numero exato de espécies de microalgas ndo é conhecido, contudo encontram-
se citacdes que relatam entre 200.000 até alguns milhdes de representantes deste grupo.
Esta grande diversidade deve-se a composicao bioquimica supondo-se, desta forma, que
as microalgas podem ser uma fonte ilimitada de produtos (Derner et al., 2006).

As microalgas apresentam propriedades Unicas, as quais permitem converter o
diéxido de carbono em matéria organica, utilizando como fonte de energia a radiacédo
solar. A grande variabilidade da composi¢do bioquimica da biomassa obtida das
culturas de microalgas, aliadas ao emprego de melhoramento genético e a tecnologia de
cultivo em grande escala tém permitido a utilizacdo comercial de determinadas espécies
(Pereira, 2009).

1.2. Potencial biotecnolédgico das microalgas

Nos ultimos anos, o interesse no potencial biotecnoldgico das microalgas tem
crescido devido a sua importancia nas vérias cadeias tréficas mas, principalmente
devido as diversas substancias que estes organismos conseguem sintetizar (Derner et al.,
2006) e que podem ter aplicacdo comercial em diversas areas como aquacultura, uma
vez que sdo a base da cadeia trofica (Pereira, 2009), nutricdo, saide humana e animal,
tratamento de aguas residuais, producdo de energia e nas indudstrias alimentar, quimica,
e farmacéutica, entre outras, sendo que o mercado de alimentos funcionais, utilizando
microalgas tem apresentado um rapido desenvolvimento em alguns paises como Franca,
Estados Unidos, China e Tailandia (Spolaore, 2006).

A composicdo quimica varia entre as diferentes espécies e dentro da mesma
espécie, pode ser modificada com a alteracdo de determinados pardmetros de cultura.
Numa fase logaritmica tardia de crescimento, as microalgas podem conter entre 30 a
40% de proteina, 10 a 20% de lipidos e 5 a 15% de hidratos de carbono. Numa fase

estacionéria, a composic¢do pode ser alterada significativamente. Por exemplo, quando
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ha limitagéo de nitrato, os niveis de hidratos de carbono podem duplicar (Brown, 2002).
A média do conteudo lipidico pode variar entre 1 e 70%, podendo atingir 90% do peso
seco em determinadas condigdes. As microalgas também representam uma valiosa fonte
de vitaminas essenciais (A, B1, B2, B6, B12, C, E, nicotinato, biotina, acido folico). No
entanto, as suas quantidades variam consoante as condi¢fes ambientais, o cultivo e
colheita e 0 método de secagem das células (Spolaore et al., 2006). Os pigmentos
acumulados por diversas espécies, como Haematococcus pluvialis, Dunaliella salina e
Muriellopsis sp. sdo diversos e de grande interesse, como por exemplo, astaxantina, 3-
caroteno, luteina, entre outros. O cultivo de microalgas tem sido feito visando a
producdo de biomassa tanto para uso na elaboracdo de alimentos como para a obtencao
de compostos naturais com elevado valor no mercado mundial. De entre estes
compostos, com potencial exploracdo a nivel comercial, estdo 4&cidos gordos
polinsaturados, carotendides, ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterois e diversos
compostos bioativos naturais (antioxidantes, redutores de colesterol, etc.), que podem
ser empregues especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais devido as
suas propriedades nutricionais e farmacéuticas. Algumas espécies sdo bem conhecidas
qguanto ao potencial de cultivo e quanto aos compostos que sintetizam (Tabela 1)
(Derner et al., 2006).

Tabela 1. Biomassa e produtos obtidos das microalgas e suas principais aplica¢fes (Adaptado de Derner
et al., 2006).

Produto Aplicacbes

Biomassa Biomassa Alimentos naturais e funcionais
Aditivos alimentares
Aquacultura
Condicionador do solo

Corantes e antioxidantes Xantofilas Aditivos alimentares
Luteina Cosmeéticos
R-caroteno
VitaminaCe E
Acidos gordos Acido araquidénico — ARA Aditivos alimentares

Acido eicosapentaendico — EPA
Acido,docosahexaenéico - DHA
Acido linoleico — LA

Enzimas Superéxido dismutase Alimentos naturais
Fosfoglicerato quinase Ciéncia
Luciferase Medicina
Enzimas de restricdo
Polimeros Polissacarideos Aditivos alimentares
Amido Cosméticos
Peptideos Medicina




1.2.1. Otimizacao do crescimento

O crescimento corresponde ao aumento de matéria viva, geralmente o nimero de
celulas para organismos unicelulares ou massa total de células para organismos
multicelulares, sendo a taxa de crescimento o pardmetro mais utilizado para medir a
alteracdo no numero de celulas ou a massa total de células por unidade de tempo
(Richmond, 2003).

Para uma producdo em larga escala de espécies de microalgas, o cultivo &,
frequentemente, em tanques abertos ao ar livre. Contudo, estes sistemas de cultura tém
limitacbes desde contaminacdes bacterianas e de outras microalgas, predacdo por
protozoarios e uso de antibidticos e herbicidas que alteram o potencial a nivel
farmacéutico, entre outras, sendo a falta de controlo de parametros da cultura, em
particular da temperatura e luminosidade, outra desvantagem. O cultivo de biomassa
depende essencialmente de fatores como a temperatura, a salinidade, a intensidade
luminosa e dos nutrientes disponiveis no meio de cultura, sendo necessério ajustar e
otimizar o meio de acordo com a espécie que se pretende cultivar, uma vez que para
além das diferentes espécies terem necessidades nutricionais distintas, 0 meio pode
influenciar a producédo de 6leo ou outro composto produzido pelas microalgas (Pereira,
2009; Mata et al., 2013).

1.2.2. Antioxidantes de extratos algais

Nas induastrias alimentar e farmacéutica tém sido utilizados determinados
antioxidantes sintéticos que, devido a sua potencial toxicidade, sdo sujeitos a
regulamentos estritos (Safer et al., 1999). Nos ultimos anos tém sido efetuadas diversas
pesquisas para tentar substitui-los por antioxidantes naturais (Goiris et al., 2012),
provenientes de fontes naturais, que sejam mais seguros e econdmicos, podendo as
microalgas serem uma potencial fonte de antioxidantes naturais (Li et al., 2007;
Chacén-Lee & Gonzalez-Marifio, 2010) com beneficios na satide humana, incluindo a
prevencdo de doencas cardiovasculares, doencas relacionadas com o envelhecimento e
alguns tipos de cancro, assim como aplicacdes na nutracéutica e na conservacdo de
alimentos (Boussiba, 2000; Kelsey et al., 2010). As microalgas podem constituir uma
fonte promissora de antioxidantes, uma vez que produzem uma grande variedade de
compostos antioxidantes, incluindo pigmentos, tais como [-caroteno, astaxantina,
ficocianina, ficoeritrina e polissacarideos sulfatados (Boussiba, 2000). Existem estudos

gue comprovam a existéncia de potentes antioxidantes, tanto de natureza lipofilica como
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hidrofilica, em microalgas e cianobactérias pertencentes aos géneros Botryococcus (Rao
et al., 2006), Chlorella (Wu et al., 2005; Goh et al., 2010), Dunaliella (Herrero et al.,
2006), Nostoc (Li et al., 2007), Phaeodactylum (Guzman et al., 2001), Spirulina
(Miranda et al., 1998; Jaime et al., 2005; Mendiola et al., 2007), Haematococcus
(Ceron et al., 2007) e Chaetoceros (Goh et al., 2010).

Nas plantas terrestres, a classe de antioxidantes com maior interesse ¢ a dos
compostos fendlicos, mais concretamente os flavonoides, que demonstram possuirem
mecanismos antioxidantes (Pietta, 2000). No entanto, existe pouca informacéo acerca da
presenca de compostos fendlicos nas microalgas. Klejdus e colaboradores (2010)
demonstraram que as diversas classes de flavondides podem ser encontrados em
microalgas e em cianobactérias, contudo ainda ndo se conhece se possuem uma

significativa capacidade antioxidante.

1.2.3. Pigmentos carotendides e sua ac¢do antioxidante

Os trés principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa microalgal sdo
as clorofilas, os carotendides e as ficobilinas (Derner et al., 2006).

Os carotendides tém uma ampla distribuicdo, diversidade estrutural e diversas
fungBes (Rodriguez-Amaya, 2004). Mais de 750 carotenoides estruturalmente definidos
ja foram encontrados na natureza, concretamente em plantas terrestres, algas, bactérias,
incluindo cianobactérias e bactérias fotossintéticas, fungos e animais (Takaichi, 2011).
Os carotendides sao terpendides, geralmente constituidos por oito unidades de
isoprenos, formando uma longa cadeia de polieno que pode conter de trés a quinze
ligagBes duplas conjugadas, 0 que permite muitas conjugacBes cis e trans (Ozorio,
2007) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais carotendides presentes nas algas (Adaptado de Miller et al.,
1996).

Uma importante carateristica nestas moléculas é um sistema de duplas ligacdes
conjugadas, que constitui um cromdforo de absorcdo de luz, que fornece aos
carotendides a cor atrativa e 0 espetro de absorcdo no visivel, que serve como uma base
para a sua identificacdo e quantificacdo (Rodriguez-Amaya, 2004).

Existem dois grupos que sdo apontados como 0s mais importantes: 0s carotenos,
como, por exemplo, o B-caroteno e o licopeno (Higuera-Ciapara et al., 2006), e as
xantofilas, como a luteina, B-criptoxantina ou a astaxantina (Rodriguez-Amaya, 2004).

A rigida regulamentacdo para a aplicacdo de corantes sintéticos na industria
alimentar tem estimulado pesquisas visando o desenvolvimento produtivo e o uso de
carotendides provenientes de microalgas como aditivo alimentar, uma vez que também
apresentam maior resisténcia a presenca de &cido ascorbico, ao calor e aos processos de
congelamento (Derner et al., 2006). Atualmente, os mais importantes na alimentagéo
humana sdao o B-caroteno, o licopeno, a luteina, a B-criptoxantina, a zeaxantina e a
astaxantina, sendo estes os mais estudados devido & sua relevancia na satde humana
(Rodriguez-Amaya, 2004; Riccioni, 2009).

Os carotenoides tém funcdes biologicas, nomeadamente no processo de

fotossintese nas plantas e nas algas (Miki, 1991), sendo que os localizados nos
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cloroplastos sdo considerados essenciais no processo de fotossintese e denominam-se
por carotendides primarios (Collins et al., 2011), enquanto 0s que ndo sdo essenciais
para a fotossintese designam-se de carotendides secundarios e possuem atividade
antioxidante (Collins et al.,, 2011). Além disso, sdo relatados como agentes
anticancerigenos e estimuladores do sistema imunoldgico (Derner et al., 2006). Esta
comprovado que a sua ingestdo conduz a um menor risco de doencas cronicas e
cardiovasculares, desenvolvimento de cataratas, degeneracdo macular e alguns tipos de
cancro, estando também relatada a inibicdo da proliferacdo celular, o aumento da
diferenciacéo celular, a estimulacdo da comunicacéo célula a célula e a filtragem da luz
azul (Higuera-Ciapara et al., 2006; Muller et al., 2011). Deste modo, as microalgas ja
sdo comercialmente produzidas como fontes de antioxidantes carotendides para 0 uso
como aditivos e suplementos alimentares e cosméticos (Jahnkle, 1999; Pulz & Gross,
2004; Takaichi, 2011).

1.2.4. Composicao lipidica

O conteddo lipidico da biomassa microalgal pode variar entre 1 a 40% do peso
seco e, em certas condicdes de cultivo, pode alcancar até 85% (Peled et al., 2011).

Os lipidos produzidos pelas microalgas geralmente incluem lipidos neutros,
lipidos polares, ésteres, esterois e hidrocarbonetos, assim como derivados de prenilo tais
como tocoferdis, carotenos, terpenos, quinonas e derivados de pirrol. Os lipidos
produzidos pelas microalgas podem ser agrupados em duas categorias, os lipidos
estruturais (lipidos polares) e os lipidos de armazenamento (lipidos ndo polares)
(Sharma et al., 2012).

Os lipidos estruturais tipicamente tém um elevado contetdo em &cidos gordos
polinsaturados (PUFAS), sendo estes essenciais para 0s humanos e animais aquaticos.
Os lipidos de armazenamento sdo principalmente em forma de triacilglicerideos (TAGS)
constituidos por acidos gordos saturados e insaturados, que podem ser transesterificados
para produzirem biodiesel (Fukuda et al, 2001; Chisti, 2008; Sharma et al., 2012). Dos
lipidios de armazenamento, os TAGs sdo os lipidos mais abundantes, que podem ser
facilmente catabolizados para fornecerem energia metabdlica. Estes lipidos possuem
uma estrutura comum de ésteres triplos onde, geralmente, trés acidos gordos de cadeia
longa estdo ligados a uma molécula de glicerol, sendo armazenados em corpos lipidicos
citosélicos e reutilizados para a sintese dos lipidos polares (Thompson, 1996; Chen,

2011; Sharma et al., 2012).
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Em muitos organismos, como leveduras, bactérias e microalgas, a acumulacéo
lipidica parece ser especificamente induzida em resposta a stresses ambientais, tais
como a limitacdo de nutrientes, incluindo privacdo de azoto e/ou fosforo, elevada
luminosidade, stresse osmotico, pH, temperatura, metais pesados e outros quimicos (Hu
et al., 2008; Sharma et al., 2012; Mata et al., 2013). Segundo uma revisao feita por
Schuhmann et al. (2011), em condigdes ambientais desfavoraveis ou outras condigdes
de stresse, muitas microalgas alteram as suas vias biossintéticas lipidicas para a
formacdo e acumulacdo de lipidos neutros (20-50% do peso seco celular),
principalmente sob a forma de TAGs, permitindo assim que a microalga tolere essas
condicGes desfavoraveis.

Na alimentacdo humana existe uma mistura complexa de 6leos e gorduras, cujos
componentes estruturais basicos sao os acidos gordos. Geralmente, 0 Homem consome,
pelo menos, vinte tipos diferentes de acidos gordos, que sdo classificados como
saturados, monoinsaturados e polinsaturados. Os PUFAs n-3, como o &cido
docosahexaenoico (DHA) e o &cido eicosapentaendico (EPA), que sdo sintetizados a
partir do percursor n-3 a-linolénico, e os PUFAs n-6 de longa cadeia, como o acido
araquidénico (AA), sintetizado a partir do percursor acido linoleico (Ruxton, 2004),
possuem fungdes na ativacdo de leucdécitos e plaquetas, na regulacdo das secrecBes
gastricas, na inducdo de broncoconstricdo, na sinalizacdo de dor em células nervosas
(Surette, 2008), melhoria do risco de doencas cardiovasculares, inflamatorias, funcdes
cerebrais e salde mental. Além disso, tém-se colocado hipoGteses do possivel efeito
benéfico na reducdo do risco do declinio cognitivo, deméncia e da doenca de Alzheimer
(Conquer et al., 2000; Ruxton, 2004). Nos ultimos anos 0s PUFAs, especialmente os da
familia 6mega-3, tém revelado grande importancia terapéutica assim como interesse na
dieta humana (Derner et al., 2006), uma vez que o ser humano ndo consegue sintetizar
todos os acidos gordos 6mega-3, sendo necessario obté-los a partir da alimentacdo.
Deste modo, as microalgas tém demonstrado ser uma opgdo promissora (Surette, 2008).

Uma outra area onde o conteudo lipidico das microalgas tém demonstrado
particular interesse é na producdo de biodiesel. O biodiesel, sendo um combustivel
alternativo, tem atraido muita atencéo, dado que uma das suas vantagens principais é a
substituicdo do petroleo. Pode ser produzido a partir de uma variedade de materia-
prima, incluindo Oleo vegetal puro, Oleos residuais e gordura animal. Contudo, a
limitacdo destas matérias-primas tem impedido a expansdo da sua producdo (Chisti,
2008; Lee et al., 2010; Sander & Murthy, 2010; Prabakaran & Ravindran, 2011).



As questdes alimentos versus combustivel, a exigéncia de agricultura intensiva,
0 uso da terra e de &gua doce sdo algumas limitacdes para a producéo em larga escala de
biocombustiveis utilizando matéria-prima de primeira e de segunda geracéo (Sander &
Murthy, 2010). Perante estas limitacdes, as microalgas sdo reconhecidas como
potenciais fontes para a producéo de biodiesel devido ao seu elevado contetudo lipidico
e a rapida producgdo de biomassa, sendo designadas de matéria-prima de terceira geracao
(Brennan & Owende, 2010; Prabakaran & Ravindran, 2011; Sharma et al., 2012). O
cultivo de microalgas em larga escala pode ser de 10 a 20 vezes mais produtivo numa
base por hectare do que outras culturas, produzindo grandes quantidades de lipidos.
(Sharma et al., 2012; Mata et al., 2013). Para além disso, as microalgas tém outras
vantagens comparadas com outras culturas energéticas, como ciclo de crescimento
curto, baixo uso da terra e sobrevivéncia em diversas condi¢Bes climaticas (Sander &
Murthy, 2010; McGinn et al., 2011; Lim et al., 2012; Sharma et al., 2012).

Deste modo, a combinacdo da indugdo de stresses que fornecem uma Otima
produtividade lipidica num sistema de cultivo comercial em larga escala para a
producdo de biodiesel depende de cada espécie microalgal assim como do suplemento

de nutrientes e das condi¢cGes ambientais (Sharma et al., 2012).
1.3. Haematococcus pluvialis Flotow

1.3.1 Classificacdo taxonémica

De acordo com Algaebase (http://www.algaebase.org/), a microalga
Haematococcus pluvialis pertence ao reino Plantae, filo Chlorophyta, classe
Chlorophyceae, ordem Chlamydomonadales, familia Haematococcaceae e género
Haematococcus. Atualmente Haematococcus lacustris € considerado também um
sindnimo taxondmico de Haematococcus pluvialis.

Presentemente sdo conhecidas 16 espécies, dentro deste género.

1.3.2. Primeiras observacoes

De acordo com uma reviséo feita por Lorenz (1999), as primeiras observagdes
de celulas de Haematococcus datardo de 1797, efetuadas por Girod-Chantrans, tendo a
primeira descricdo de Haematococcus pluvialis sido realizada por Flotow, em 1844. A
primeira descri¢cdo mais extensa sobre o ciclo de vida desta microalga foi elaborada, em

1899, por Hazen e publicada pelo Torrey Botanical Club. Hazen notou que esta
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microalga se encontrava, frequentemente, como uma coloracdo vermelha em
determinados locais. Assim, comecou a descrever o ciclo de vida como se numa
primeira fase existisse um estado de quistos, em que as células teriam uma coloragéo
vermelha e, simultaneamente, um estado movel, em que as células apresentassem uma
coloracgéo verde, seguindo-se novamente um estado de quisto com coloracdo vermelha.
Nesta altura, a natureza quimica deste corante avermelhado era desconhecida, tendo este
sido denominado por hematocrémio. Atualmente j& se conhece e sabe-se que se trata do

carotendide astaxantina.

1.3.3. Morfologia celular
A microalga Haematococcus pluvialis € unicelular movel, biflagelada e
uninucleada. As suas células apresentam uma forma ovdide, elipséide ou elipsoide-

cilindrica (Algaebase) (Figura 2).

Figura 2. Células méveis de Haematococcus pluvialis, ACOI 38, sendo notéria a parede celular afastada

do protoplasma. Ampliacéo 800x.

Durante 0 seu crescimento, tanto pode apresentar formas moéveis como formas
imoveis. Quando se apresenta movel, as células em forma de pera podem alcancar 8 a
50um de diametro (Boussiba, 2000), apresentam um protoplasma muito afastado da
parede celular (Hoek et al., 1995), sendo esta relativamente fina e separada do
plasmalema por um espago mucilaginoso atravessado por fios protoplasmaticos finos. A
estrutura celular neste estado é similar para todas as células: ndcleo geralmente central
com nucléolo volumoso e estruturalmente bem diferenciado (Figura 3), cloroplasto em
forma de taca com numerosos e dispersos pirenoides, grdos de amido no exterior dos

pirenoides, grande estigma intraplastidial, vactolos contracteis geralmente numerosos e
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aparentemente distribuidos de forma irregular préximo da superficie do protoplasto,
com frequentes inclusbes osmofilicas que podem corresponder a reservas de fosfato,
plastoglébulos no estroma dos cloroplastos (Santos & Mesquita, 1984) e dois flagelos

isocontos que emergem da papila anterior perfurando a parede celular (Boussiba, 2000).

Figura 3. Célula mével de H. pluvialis com 6 e 8 dias de cultura. Os glébulos de pigmento astaxantina (a)
vdo-se acumulando cada vez em maior quantidade a volta do nicleo, aumentando de tamanho e
dimensdo, progredindo em direcdo a periferia da célula e ocupando todo o citoplasma que se encontra
separado por numerosos vactolos (v). Também sdo visiveis grdos de amido (s) (Santos & Mesquita,
1984a).

Quando se apresenta na sua forma imovel, designada de quisto, possui uma
parede mais espessa existindo um pequeno espaco periplasmatico limitado internamente
por um plasmalema bastante sinuoso. Com excecdo da auséncia de flagelos, as restantes
caracteristicas ultraestruturais do protoplasma sdo semelhantes as das células moveis, no

entanto ndo se observam estigma nem vacuolos contrécteis (Figura 4).
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Figura 4. Quistos verdes de Haematococcus pluvialis, ACOI38, com parede celular espessa. Ampliacdo
200x.

Reproduz-se assexuadamente por formacgdo de zooGsporos biflagelados, quistos
ou aplanosporos. Mas também se reproduz sexuadamente por isogamia. A meiose
aparenta ser zigotica (Algaebase).

Em condigdes de stresse, como escassez de nutrientes, elevada radiacdo, stresse
salino, entre outras, a forma vegetativa movel converte-se numa forma imoével mais
resistente, denominada de aplandsporo ou quisto. Nesta altura as suas células sdo
facilmente distintas devido a coloracdo vermelha que assumem. Esta coloracdo deve-se

a acumulacdo do pigmento astaxantina, um carotendide secundario (Hoek et al., 1995).

1.3.4. Ciclo de vida

Segundo Lorenz, 1999, a primeira descricdo do ciclo de vida da microalga tera
sido efetuada por Hazen, em 1899, dois anos mais tarde, Peebles publicaria,
detalhadamente, as alteracdes que ocorriam no pigmento hematocrémio durante todo o
ciclo de vida e Elliot, em 1934, acrescentaria mais detalhes a morfologia da célula.

Durante o ciclo de vida, as células vegetativas flageladas crescem (Kobayashi et
al., 1997b), sendo predominantes quando existem nutrientes suficientes. Quando as
condicBes ambientais se tornam desfavoraveis, 0s quistos tornam-se mais comuns
(Lorenz, 1999).

Em 1997, Kobayashi e colaboradores, estudaram o ciclo de vida de H. pluvialis
ao longo de duas semanas e investigaram os mecanismos das alteracdes morfologicas
(Kobayashi et al., 1997b). Durante o estudo foram adicionados suplementos a cultura,
tais como uma solucdo de acetato de sodio e outra de sulfato de ferro. O ciclo foi
dividido em quatro fases distintas (Figura 5): I, Crescimento das células vegetativas; I,

Enquistamento; 111, Maturagéo; IV, Germinagdo. Primeiramente ocorreu o crescimento
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das células vegetativas, que depende de fatores ambientais como nutrientes,
temperatura, luz e humidade, entre outros. Nesta fase verificaram que as células
vegetativas, com formato elipsdide, conseguiam movimentar-se ativamente devido aos
dois flagelos, aumentando em numero. Mas quando adicionaram elevados niveis de
acetato a cultura, as celulas tornaram-se quistos esféricos imoveis, designando-se esta
fase de enquistamento.

Nesta fase, o quisto encontrara-se imaturo, ocorrendo uma série de alteracoes
fisicas e ao nivel do contetdo intracelular (Kobayashi et al., 1997b). As células
aumentaram drasticamente de volume e entraram numa fase de repouso na qual a célula
fica rodeada por uma parede de celulose muito resistente composta, em parte, por
substancias como esporopolenina. O protoplasto ficou completamente vermelho devido
a acumulacdo acentuada de astaxantina (Boussiba, 2000).

Quando os autores adicionaram sulfato de ferro a cultura, a biossintese de
carotendides nos quistos foi bastante significativa, ocorrendo assim a fase de maturacao,
em que o quisto imaturo se tornou maturo.

Ulteriormente, os quistos maturos foram transferidos para meio fresco,
verificando-se o reaparecimento de células moveis, sendo esta quarta fase denominada
de germinacdo. Estas quatro fases dependeram sempre das condi¢des ambientais

presentes no meio em que a microalga se encontrava, podendo ou ndo ocorrer.

Ceéhila vegetativa

Fase IV - 6 Fase I - Crescimento
Germinacio \

as celulas vegetativas
. Ciclo de vida de
Quisto Haematococcus 5 §

maturo
Fase III - FaseII -
Maturagio Q Enquistamento

Quisto imaturo

Figura 5. Diagrama do ciclo de vida de H. pluvialis, evidenciando as principais fases. (Adaptado de
Kobayashi et al., 1997b).
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Estes autores referiram que durante o ciclo de vida, as células vegetativas tém
niveis elevados de clorofila e proteina, mas tém baixos niveis de carotendides. Durante
0 enquistamento ocorre degradacao de clorofila e proteinas. A maturagdo dos quistos é
acompanhada pelo aumento da biossintese de carotendides e pela degradacao acelerada
de proteinas. A germinacéo coincide com a sintese de clorofila e proteinas e degradacéo
de carotendides.

O conhecimento dos passos do ciclo celular pode revelar-se muito importante
devido ao crescente interesse deste microrganismo como fonte biotecnologica de
astaxantina. E uma vez que esta alga tem importantes caracteristicas fotossintéticas, de
motilidade e de morfogénese, poderia servir de modelo para investigar a funcdo dos
carotendides noutros microrganismos (Kobayashi et al., 1997b).

1.3.5. Citologia e fisiologia

O genero Haematococcus é caracterizado por uma distinta matriz extracelular
gelatinosa. Possui raios citoplasméticos que irradiam do protoplasto para a periferia
desta matriz. A composi¢do quimica da matriz extracelular de Volvocales flageladas
indicam que esta matriz consiste em glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (Woessner
& Goodenough, 1994). E composta por mdltiplas camadas constituidas por fibras
interligadas e por elementos granulares e cristalinos (Roberts, 1974). Tanto a camada
interna como a mais externa sdo fibrosas e formam uma rede continua. Dentro desta
rede tridimensional esta incorporada uma camada média cristalina tripartida (\Woessner
& Goodenough, 1994).

Quanto a parede da célula de Haematococcus pluvialis, existe pouca informacéo.
Alguns autores verificaram que o quisto possuia uma parede espessa constituida por
esporopolenina (Burczyk, 1987; Mendes-Pinto et al., 2001). Contudo, mais tarde, a
formacdo da parede do quisto foi descrita por uma camada trilaminar com material
semelhante a esporopolenina, o algenano (biopolimero resistente existente nas paredes
celulares de algumas algas verdes que facilita a sua preservacao e registo fossil) que,
alguns autores, assumiram estar relacionado com o aumento da resisténcia a radiagao
ultravioleta, como ja foi descrito noutras microalgas (Boussiba, 2000; Hagen et al.,
2002).

De acordo com Hagen et al. (2002), a espessura da parede celular do quisto é

caracterizada por uma extraordindria resisténcia contra o ataque mecénico e quimico. A
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sua permeabilidade muito baixa impede uma fixacdo quimica facil, podendo ser uma
possivel causa do baixo conhecimento sobre da morfogénese e ultraestrutura. Estes
autores verificaram que a espessura da parede celular dos quistos diminuia a
biodisponibilidade dos carotenoides acumulados, levando obrigatoriamente ao uso de
técnicas dispendiosas para a fracturacdo da célula.

As células mdveis apresentam uma matriz volumosa, transparente e gelatinosa,
caracteristica das células moveis volvocales. Os autores verificaram, do plasmalema
para a periferia, uma camada praticamente transparente e de espessura variavel (W1 de
acordo com a terminologia de Goodenough & Heuser, 1985), preenchida por uma rede
de fibras e estruturas granulares, seguida por uma camada média cristalina tripartida
(TCL), com uma espessura de 35nm, que se encontrava rodeada por um estrato fibroso
(W7), semelhante a W1, estando este estrato em contacto com o meio (Figura 6). A
zona W4 verificou-se ser preenchida por estruturas granulosas distribuidas
regularmente, com didmetro de 5nm, enquanto a camada mais externa, W6, complexa e
também ordenada, consistia de subunidades repetidas regularmente formando uma

estrutura cristalina com um espacamento de 21-23nm.
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Figura 6. 1. Matriz extracelular de uma célula mével de H. pluvialis: 1. Seccdo ultrafina da periferia da
célula mostrando parte do cloroplasto (CP), mitocndrias (MI), o plasmalema (PL) e a matriz extracelular
adjacente constituida por dois estratos fibrilares, o interior (W1) e o exterior (W7), e por uma camada
média cristalina tripartida (TCL); 2. Ampliacdo da camada média cristalina tripartida, consistindo na

camada interna W2, na camada média W4 e na camada mais externa W6 (Hagen et al., 2002).
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Os mesmos autores verificaram gue a morfogénese da célula mével para quisto
iniciou-se com o arredondamento dos protoplastos, consequente perda de mobilidade e
formacdo da parede primaria. Subsequente a parede primaria, registaram a formacéo de
uma bainha trilaminar, que foi seguida pela producdo de grande quantidade de parede
primaria, formando-se assim uma parede secundaria. Primeiramente, esta parede
secundaria apresentou uma superficie suave mas, com o aumento da idade dos quistos
(de 4 semanas a 3 meses), quando a parede celular adquiriu uma espessura maior, a
parede secundaria formou protuberancias que se projetaram para o espaco intermédio.
Posteriormente verificaram que nas células mais velhas as restantes camadas formadas
anteriormente tinham-se desintegrado.

Deste modo, a parede celular de H. pluvialis sofre profundas alteracfes durante a
morfogénese de célula mével para quisto, considerando existir quatro fases: inicia com
a matriz extracelular das células mdveis (Figura 7 1), segue-se a deposicao da parede
primaria (Figura 7 1), a diferenciagdo de uma bainha trilaminar (Figura 7 I11) e termina
com uma parede secundaria (Figura 7 1V). Em paralelo, algumas partes da camada
cristalina tripartida sdo perdidas e, com o desenvolvimento do quisto, a parede primaria
juntamente com a restante camada cristalina tripartida também sdo perdidas (Figura 7
V) (Hagen et al., 2002).

Figura 7. Fases de desenvolvimento da parede celular durante a morfogénese em H. pluvialis. I, células
mabveis com uma semana de cultura; I1, células méveis com duas semanas de cultura; 111, quistos com
duas a trés semanas de cultura; IV, quistos com pelo menos trés semanas de cultura; V, quistos no seu
estado final. CYP, citoplasma; IS, espaco intermédio; PL, plasmalema; PW, parede primaria; SV,
vesiculas secretoras; SW, parede secundaria; TCL, camada média cristalina tripartida, TLS, bainha

trilaminar; W1 — W7, camadas da matriz extracelular (Hagen et al., 2002).
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Em 1984, Santos & Mesquita realizaram um estudo ultraestrutural da diviséo
celular de H. pluvialis. Verificaram que em todo o processo de mitose, 0 involucro
nuclear permaneceu praticamente intacto, sendo apenas quebrado no final da tel6fase
quando os nucleos-filhos se separaram tornando-se individuais.

Quanto a citocinese, que pode ndo ocorrer imediatamente a seguir a primeira
divisdo nuclear, foi efetuada pelos sulcos de clivagem que foram, parcialmente,
formados pelo plasmalema. Através da completa ou incompleta invaginacdo da
membrana, verificou-se a formacdo de novos sulcos de clivagem que levaram a

progressiva particdo do protoplasto pluri-nucleado em células uninucleadas (Figura 8).
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Figura 8. 1. Clivagem do protoplasto. Trés perfis nucleares (N) entre os quais se observou o crescimento
de sulcos de clivagem (cf) de largura varidvel. 2. Quisto com cinco zodsporos no seu interior (Santos &
Mesquita, 1984b).

1.3.6. Distribuicéo e ecologia

Segundo Lorenz (1999), Hazen tera relatado que Haematococcus pluvialis era
bastante comum e se encontrava amplamente distribuido pela Europa. Pocock, em 1937
e 1961, tera descrito a distribuicio de espécies isoladas em Africa, enquanto Almgren,
em 1966, referiu a ecologia e distribuicdo de Haematococcus na Suécia, verificando que

esta microalga era facilmente encontrada em pocas da chuva.
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Atualmente esta microalga apresenta uma ampla distribuicdo, encontrando-se
muito facilmente em habitats naturais que incluem pequenas piscinas naturais costeiras
e continentais, furos de agua e outro habitats de aguas naturais e mesmo artificiais
(Burchardt et al., 2006).

Sabe-se também que esta microalga sobrevive em condicBes extremas, tolerando
flutuacbes de temperatura, luz e salinidade, devido ao seu répido enquistamento. Os
quistos conseguem sobreviver em completa dessecacdo e podem ser transportados pelo
vento, podendo germinar quando existem condicdes favoraveis presentes. Deste modo,
ocorre na natureza, em todo o mundo, onde as condicBes para 0 seu crescimento sejam
favoraveis (Hoek et al., 1995).

1.4. Potencial biotecnoldgico de Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis apresenta algumas caracteristicas desvantajosas
quando comparada com a producdo de outras microalgas a escala comercial devido a
complexidade do seu ciclo de vida e ao seu crescimento lento, tal como foi comprovado
pelo estudo efetuado por Cifuentes et al. (2003) sobre a otimizacao da sua biomassa, 0
total de carotendides e a producdo de astaxantina. Para além da influéncia de fatores
como a disponibilidade de nutrientes no meio, intensidade luminosa e stresse salino,
estes autores também apontaram a idade da cultura como sendo crucial, uma vez que as
células mais jovens foram mais sensiveis aos fatores que desencadeiam condicdes
adversas.

Com o decorrer dos anos, sdo varios 0s autores que pretendem otimizar o
crescimento de H. pluvialis manipulando fatores nutricionais e ambientais, incidindo
particularmente na variacdo de intensidade luminosa e na fonte de azoto (Zhang et al.,
1999). Cavalheiro e colaboradores (1999) ao submeterem culturas de H. pluvialis
durante 900 horas, a uma intensidade luminosa de 70uE m™s™, fotoperiodo de 12h:12h
luz/escuro, e meio adequado com a adi¢do de vitamina B12 e biotina, verificaram que as
células mdveis predominaram nos primeiros dias sendo substituidas gradualmente pelos
quistos, que se tornaram dominantes a partir das 300 horas da experiéncia, atingindo
uma densidade maxima nas 800 horas.

Também Torzillo et al. (2005) ao tentarem encontrar uma intensidade luminosa
Otima para o crescimento de células mdveis de H. pluvialis expostas a varias

luminosidades concluiram que a intensidade luminosa de 200pmol m? s* era a ideal
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para o crescimento, representando um limite acima do qual ocorreriam alteragdes nos
parametros fotoquimicos e na composi¢do de pigmentos.

Goksan e colaboradores (2011) analisaram as caracteristicas de crescimento de
H. pluvialis quando afetado pela fonte de azoto (nitrato de sodio, nitrato de potassio,
nitrato de amonio e ureia), vitaminas e luz. O melhor crescimento ocorreu quando a
concentracdo de nitrato de sodio era de 1,0g/L e a de nitrato de potassio de 0,5¢/L, com
luminosidades entre 75 e 150pumol m?s™,

Raposo et al. (2012) otimizaram as condi¢fes de cultivo para o crescimento e
para a carotenogénese, cultivando as células de H. pluvialis em meio adequado, com
uma temperatura de 21°C, intensidade luminosa de 45pmol m? s, fotoperiodo de
12h:12h luz/escuro e borbulhamento de ar. Ao ser atingida a fase estacionaria de
crescimento, as condi¢cdes de cultivo foram alteradas para temperatura de 35°C e
intensidade luminosa de 80pmol m™ s™ para a inducéo da carotenogénese das células.

Quanto ao conteddo lipidico, Haematococcus pluvialis acumula lipidos e
astaxantina nos seus quistos perante condicdes de stresse. (Damiani et al., 2010). Esta
capacidade de crescimento ou sobrevivéncia numa ampla gama de condicdes
ambientais, em conjunto com a sua capacidade para modificar eficazmente o
metabolismo lipidico em resposta a diferentes condi¢Bes de stresse (Roessler, 1990;
Guschina et al., 2006; Hu et al., 2008), tornou esta microalga num organismo
interessante para o estudo da sintese de triglicerideos (TAGSs) (Xu et al., 2006; Hu et al.,
2008; Vasudevan & Briggs, 2008). A formacdo de corpos lipidicos cloroplasmaticos e
extraplastidiais contendo TAGs e carotendides sob condi¢des de stresse ja foi descrita
em vérias microalgas verdes, como Dunaliella bardawil, Chlorella zofingiensis,
Scenedesmus sp. e Haematococcus pluvialis (Boussiba, 2000).

Damiani et al. (2010) analisou o contetdo de lipidos e a composicdo de acidos
gordos de uma estirpe de H. pluvialis, sob trés formas de cultura diferentes, sendo a
primeira o controlo, em que as células foram colocadas, com intensidade luminosa de
90umol m? s™, temperatura a 24°C e borbulhamento continuo de ar com 0,30cm? de
CO,, a segunda, designada por condicBGes de stresse A, em que as células foram
expostas a elevada intensidade luminosa com fonte de azoto suficiente, e a terceira,
denominada por condigcdes de stresse B, em que as celulas foram sujeitas a elevada
intensidade luminosa e privacdo de azoto. Verificaram que as células da cultura de
controlo e da cultura com condicdes de stresse A tiveram um crescimento similar até ao

terceiro dia, enquanto as células da cultura de condi¢des de stresse B demonstraram um
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crescimento reduzido. As culturas com condicdes de stresse A e B apresentaram um
contetdo lipidico elevado (percentagem de peso seco = % dw) quando comparado com
o0 da cultura de controlo. O contetdo de &cidos gordos monoinsaturados foi idéntico
entre o controlo e a cultura sujeita ao stresse A. A cultura sujeita ao stresse B obteve um
conteddo maior de é&cidos gordos polinsaturados. O perfil dos &cidos gordos foi
semelhante para os trés tipos de cultura, sendo os principais palmitico, estearico, oleico,
linoleico, linolénico e linolelaidico.

Céron et al. (2007) ao determinarem a influéncia das condicdes de cultivo (luz,
temperatura, borbulhamento de ar e azoto) na atividade antioxidante e no conteudo
lipidico verificaram que os principais &cidos gordos detetados foram o &cido oleico, o
miristico, o palmitico, e o palmitoleico, sendo que todos variaram consoante a
quantidade de azoto disponivel. Em condi¢des ndo limitantes de azoto no meio, as
células mdveis apresentaram uma quantidade de 4acidos gordos menor quando
comparadas com os quistos formados em condicOes limitantes de azoto, dado que nos
quistos a quantidade de &cidos gordos atingiu 7,6% do peso seco total. Assim, e tendo
em conta o estudo realizado por Schoefs et al. (2003) que ja tinha mostrado 0 mesmo
resultado, Céron et al. (2007) apresentaram a hipotese da acumulacdo de astaxantina
requerer a sintese de acidos gordos. Mais ainda, os resultados demonstraram que o acido
gordo predominante foi o acido oleico. Esta correlacdo entre o acido oleico e o contetdo
de carotendides ja tinha sido descrita para Dunaliella salina e para Chlamydomonas sp.
por Mendoza et al. (1999) e por Bidigare et al. (1993), respetivamente. Analogamente,
também Zhekisheva et al. (2002) tinham concluido que a acumulacéo de astaxantina em
Haematococcus pluvialis era acompanhada pela sintese de 4&cidos gordos,
principalmente pelo &cido oleico, formando monoésteres de astaxantina.

Relativamente & atividade antioxidante, diversos estudos tém sido realizados
para comparar a capacidade antioxidante entre as células mdveis de H. pluvialis e os
seus quistos, uma vez que sdo estes que podem acumular grandes quantidades de
astaxantina. Céron et al. (2007) verificaram que a fracdo do extrato de células de H.
pluvialis que apresentava menor atividade antioxidante era constituida principalmente
por carotendides livres (violaxantina, luteina, clorofila b, astaxantina e neoxantina),
enquanto na fragdo com maior atividade antioxidante predominavam diésteres e
monoésteres de astaxantina esterificados principalmente com &cido oleico e palmitico.

Dong et al. (2014) averiguaram qual dos extratos de células de H. pluvialis,

resultantes de quatro métodos de extracdo de astaxantina, apresentavam maior
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capacidade antioxidante. Verificaram que os extratos resultantes do pré-tratamento com
acido cloridrico seguido de extracdo com acetona foram os que demonstraram maior
atividade antioxidante.

Vérios autores descrevem que a capacidade antioxidante encontrada em
Haematococcus pluvialis se deve essencialmente a astaxantina (Armenta et al., 2009a;
Higuera-Ciapara et al., 2006; Chu, 2011). Contudo, Goodwin & Jamikom (1954)
identificaram  outros pigmentos produzidos em Haematococcus durante a
carotenogénese, para além da astaxantina, enquanto nas células moveis identificaram a
luteina (75-80%) e o p-caroteno (10-20%) como os carotenoides principais.

Diversos autores tém analisado o conteldo de carotenoides nas celulas de H.
pluvialis, verificando uma acumulacdo quando as células sdo expostas a elevadas
intensidades luminosas. Collins et al., em 2011, analisaram a carotenogénese e as
alteracdes da composicdo de pigmentos em células de H. pluvialis a fim de seguir a
distribuicdo dos carotendides. Verificaram que ap0s vinte e quatro horas de stresse,
houve evidéncias da acre¢do de [-caroteno em regiGes distintas do citoplasma,

sugerindo que o local da conversao de B-caroteno ocorre, em parte, fora do cloroplasto.

1.4.1. Astaxantina

O pigmento de Haematococcus foi denominado de hematocromio até 1944
quando Tisher identificou o principal carotenéide como sendo astaxantina (Lorenz,
1999). Este pigmento vermelho-alaranjado tem o nome quimico 3,3’-dihidroxi-f,p-
caroteno-4,4’-diona, forma molecular C4Hs,04 € peso molecular de 596,82 (Ozorio,
2007). Pertence a familia das xantofilas, sendo polar (Higuera-Ciapara et al., 2006). E
semelhante a outros carotendides como o B-caroteno, a zeaxantina e a luteina porque
compartilha muitas das fungdes metabdlicas e fisiologicas atribuidas a estes compostos
(Ozério, 2007). E o principal pigmento existente em diversas espécies aquaticas
incluindo crustaceos, salmonideos e outros peixes de viveiros, € mesmo em espécies
ndo-aquaticas como o flamingo, fornecendo-lhes a desejavel cor laranja-avermelhada
(Higuera-Ciapara et al., 2006). Estas espécies ndo produzem astaxantina mas obtém-na
consumindo microrganismos que sintetizam o pigmento (Dominguez-Bocanegra et al.,
2004). Como tal, a microalga Haematococcus pluvialis tem sido essencialmente
cultivada, a nivel comercial, para a obtengdo de astaxantina, sendo a aplicacdo mais

comum a aquacultura, para a alimentacdo direta ou indireta de algumas espécies de
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peixes, moluscos, crustaceos, e de outros organismos com interesse econémico (Derner
et al., 2006).

H. pluvialis pode acumular astaxantina até 8% do seu peso seco celular sob a
forma de enantiomero 3S, 3°S ou numa mistura de mono e diéster (Harker et al., 1996),
podendo constituir até cerca de 95% dos carotenoides totais nas celulas (Lee & Zhang,
1999). Contudo, a sua composicao nos quistos estd um pouco dependente da idade da
cultura, uma vez que a proporcdo monoester : diéster diminui com o tempo (Harker et
al., 1996). Para alem de H. pluvialis, este pigmento tem sido identificado noutros
organismos, tais como na levedura Phaffia rhodozyma, que acumula entre 0,02 e 0,03%
(Johnson & An, 1991), Chlorella zofingiensis, Chlorococcum sp. e na bactéria marinha
Agrobacterium aurantiacum (Yuan et al., 2002).

Segundo Armenta e colaboradores (2009a), a astaxantina encontra-se ligada a
lipidos e a quitina através de ligacdes éster e imina, respetivamente. Além disso também
pode estar ligada a proteinas através de ligacGes imina, designando-se este complexo de
carotenoproteinas (complexos estaveis em que 0s carotendides estdo ligados a

lipoproteinas).

1.4.1.1. Transformacao e via de sintese

Nos ultimos anos tém-se estudado as transformacdes que ocorrem nas células
aquando da acumulacdo de astaxantina, tendo em conta varios aspetos (Boussiba, 2000).

As modificacOes estruturais das células associadas com a génese da astaxantina
no género Haematococcus sempre foram um assunto controverso, especialmente no que
respeita aos locais onde o pigmento aparece e o0s organelos que, eventualmente,
intervém. Segundo Santos & Mesquita (1984a), foi Lang que, em 1968, observou que o
pigmento ndo era sintetizado no interior de um organelo, apontando claramente para
uma localizacdo extraplastidial da astaxantina. Lang (1968) descreveu ainda que a
regido perinuclear onde o pigmento comecava a aparecer era uma zona densa, com
reticulo endoplasmatico e rica em ribossomas. Contudo, Lang terd concluido que nem o
reticulo endoplasméatico nem os dictiossomas, apesar da sua localizagdo topografica,
estavam diretamente envolvidos na sintese do pigmento. Observou, também, que 0s
pequenos globulos de astaxantina apareciam sempre fora das cisternas do reticulo
endoplasmatico, desenvolvendo-se e formando inclusdes grandes. Estas inclusoes,
depois de circundarem o nucleo, ocupavam todo o espago entre os Iébulos do

cloroplasto, mas nunca apareciam no interior deste. No entanto, de acordo com Santos
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& Mesquita (1984a), Sprey, em 1970, considerou que os carotenodides secundarios
apareciam inicialmente nos plastoglébulos cloroplastidiais.

Nas suas observacgdes, Santos & Mesquita (1984a) verificaram inclusdes de
astaxantina sob variadas formas, incluindo formas esféricas, reticuladas e em formas de

bastdo filamentoso (Figura 9).

Figura 9. Célula mével de H. pluvialis (com 4 dias). Depésitos de pigmentos de forma globular, embora

raros e dispersos no citoplasma (setas). (Santos & Mesquita, 1984a).

Embora a sintese e acumulacdo do pigmento ndo tenha ocorrido de forma
rigorosa e sincronizada em todas as células de uma sé cultura, verificaram que, na
maioria das células moveis mais velhas, a astaxantina tinha-se depositado em pequenas
quantidades ou estava mesmo ausente. Contudo, nas culturas com quistos vermelhos
velhas (11-20 dias), observou-se que o cloroplasto foi pressionado contra a parede
celular devido a grande quantidade de astaxantina.

Deste modo, os resultados obtidos por Santos & Mesquita (1984), néo
suportaram a interpretacdo de Sprey (1970), estando mais concordantes com Lang
(1968), pois verificaram que o0s depositos de pigmentos estavam invariavelmente
localizados no citoplasma. Embora na fase inicial da deposicdo do pigmento, 0s
granulos de astaxantina fossem semelhantes, em dimenséo e eletrodensidade, com as
vesiculas do complexo de Golgi, a relacdo com o reticulo endoplasmético foi mais
relevante durante todo este processo. Contudo a sintese da astaxantina continuou muito
controversa, pois outros autores, como Boussiba (2000), consideraram o local de sintese
de astaxantina ser tanto nos cloroplastos como no citoplasma. Nos cloroplastos porque é
nestes que 0s pigmentos carotendides sdo sintetizados, uma vez que existe nos
cloroplastos de Haematococcus um conjunto de enzimas responsaveis pela sintese de

carotenos e de algumas xantofilas. No citoplasma porque também foi encontrado um
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outro conjunto de enzimas ou Sseus percursores na sua forma latente, sendo ativado pelas
espécies reativas de oxigénio (ROS) quando a microalga se encontra em condi¢des
ambientais desfavoraveis.

Os resultados descritos por Santos & Mesquita (1984) foram comprovados por
Mendes-Pinto et al. (2001) e Collins et al. (2011), ao verificarem que nas células
maoveis a astaxantina apareceu primeiro em pequenas inclusdes esféricas no citoplasma
perinuclear. Segundo os mesmos autores, em condi¢Ges de stresse, o B-caroteno é
transportado através da membrana do cloroplasto e é convertido em astaxantina, que
fica acumulada em goticulas lipidicas extraplastidiais.

As vias biossintéticas para a formacdo de astaxantina sdo diferentes para 0s
varios organismos (Yuan et al., 2002). No entanto, a via de sintese tem sido clarificada
utilizando inibidores especificos, de modo a se compreender o papel fisiolégico da
astaxantina em H. pluvialis em resposta as condicdes de stresse (Gao et al., 2012). Em
2002, Yuan e colaboradores, verificaram que a astaxantina foi sintetizada a partir do -
caroteno por duas reacOes de hidroxilacdo, e por duas etapas de oxidacdo direta de
grupos cetonicos. No entanto, a ordem das reac@es e os produtos intermediarios diferem
consoante 0s varios organismos que produzem a astaxantina. Em H. pluvialis, a
astaxantina € sintetizada a partir de B-caroteno, seguido de equinona, cantaxantina e
adonirubina (Boussiba, 2000).

1.4.1.2. Inducéo

Sob condi¢bes de inducdo de astaxantina, as células verdes moveis sdo
convertidas gradualmente em quistos vermelhos imdveis. Estas tém sido intensivamente
estudadas desde os anos 50. Boussiba et al. (1991) sumarizaram as condic¢es 6timas
para a acumulacédo de astaxantina em H. pluvialis como elevada luminosidade (175umol
m? s?), limitacdo de azoto e fosfato e stresse salino (0,8% de cloreto de sédio).
Atualmente sabe-se que o stresse provocado por diversas condi¢cBes ambientais pode
induzir o enquistamento e a acumulagdo de astaxantina, nomeadamente a luminosidade
elevada, a auséncia de nutrientes no meio, elevadas salinidades e temperaturas
(Boussiba, 2000; Sarada et al., 2002).

Alguns estudos tém indicado que o &cido salicilico também pode estimular a
acumulagdo de astaxantina em H. pluvialis, embora o seu papel fisiologico e regulador

na carotenogénese ainda ndo seja claro. Gao e colaboradores (2012) sujeitaram células
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de H. pluvialis a diferentes concentracdes de acido salicilico e verificaram que ao fim de
dezoito dias do tratamento com maior concentracdo de 4&cido salicilico,
aproximadamente 85% das células moveis encontravam-se completamente vermelhas,
apresentando também maior producdo de astaxantina, enquanto nas do controlo apenas
se notou uma ligeira variacdo de cor verde para vermelha. Estes autores observaram,

também, que durante a carotenogénese, a superficie da célula tinha sofrido alteracdes,

pois os quistos vermelhos apresentavam uma ondulagdo muito irregular (Figura 10)
(Gao et al., 2012).

Figura 10. AlteracBes da superficie celular de H. pluvialis durante a carotenogénese induzida pelo
tratamento com uma concentracdo de 50mg/L de &cido salicilico. 1. Célula verde com 0 dias de
tratamento. 2. Célula parcialmente vermelha com 9 dias de tratamento. 3. Quisto vermelho com 18 dias
de tratamento (Gao et al., 2012).

Em 2001, Sarada et al., também analisaram a influéncia de stresse na producédo
de astaxantina em células de H. pluvialis, verificando que elevadas concentragdes de
cloreto de sodio foram letais e que a idade da cultura foi crucial para que o stresse
induzido conduzisse & producdo da astaxantina, pois apenas as culturas mais velhas
acumularam maiores quantidades de astaxantina, apresentando assim uma maior
resisténcia.

No entanto, a estabilidade da astaxantina pode ser afetada por fatores de
oxidagdo como temperaturas elevadas, presenca de oxigénio e de luz. Armenta et al.
(2009b) tentaram compreender o efeito destes fatores de oxidagdo na estabilidade da
astaxantina, sujeitando-a a trés fatores e a trés niveis de oxidacdo: iluminacdo (luz
completa, reducdo de luz e escuro), oxigenio (ar, reducdo de oxigenio, sem oxigenio) e
temperatura (40, 25 e 5°C). Verificaram uma maior oxidacdo da astaxantina, de
aproximadamente 97%, quando foi exposta a luz completa, oxigénio e a 45°C, durante 8
semanas. Alguns autores consideraram 0 oxigénio como o fator com maior efeito na
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oxidacdo dos carotendides, pois na auséncia de oxigénio, os carotendides toleram 0s

efeitos das temperaturas relativamente elevadas (Armenta et al., 2009Db).

1.4.1.4. Func0es e aplicagdes

A astaxantina € muito utilizada em aquacultura para efeitos da pigmentacéo e
apelo ao consumidor, mas principalmente por ser um componente nutricional essencial
para o crescimento e reproducdo, sendo o carotendide mais abundante nos crustaceos,
uma vez que nestes pode estar presente na forma diéster, monoester ou sob a sua forma
livre. Além disso, devido a sua cor vermelha-alaranjada muito intensa e ao facto de nao
provocar reacGes alérgicas € considerada para aplicagdes cosméticas (Armenta et al.,
2009b).

Tem sido referido como um poderoso antioxidante bioldgico, possuindo diversos
efeitos benéficos a salde, sendo promissor para aplicagdes nutricionais (Hussein et al.,
2006). Revela uma atividade antioxidante dez vezes maior que outros carotenoides,
como a zeaxantina, luteina, cantaxantina e [3-caroteno (Higuera-Ciapara et al., 2006) e
quinhentas vezes maior que a do a-tocoferol (Armenta et al., 2009b). Isto permite uma
potencial protecdo numa ampla gama de doencas, nomeadamente no tratamento de
cancros, diabetes, deterioragdo ocular, melhorias no sistema imunoldgico e anti-
inflamatorio, regulagéo do colesterol entre outros (Murillo, 1992; Miki, 1991; Guerin et
al., 2003; Armenta et al., 2009b), sendo particularmente um potencial profilatico contra
o cancro de pele (Zhang et al., 1999). Para além destas func@es, a astaxantina também
pode ser utilizada como aditivo corante na alimentacdo e em medicamentos, uma vez
que ndo apresenta toxicidade (Guerin et al., 2003; Armenta et al., 2009b).

A aplicagdo em aquacultura € a mais promissora, nomeadamente do salméo,
conferindo-lhe a cor vermelho-alaranjada (Armenta et al., 2009b). Tendo em conta as
aplicacdes descritas, muitos trabalhos tém focado a identificacdo, producéo e utilizacdo
de fontes naturais de astaxantina (algas, leveduras e subprodutos de crustaceos) como
alternativa ao pigmento sintético (Higuera-Ciapara et al., 2006).

A producdo comercial de astaxantina proveniente de Haematococcus é muito
recente. No entanto, em varios locais, como no Havai, tém sido desenvolvidos sistemas
de cultura em larga escala de Haematococcus para comercializar a astaxantina como um

suplemento alimentar para o consumo humano (Chu, 2011).
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1.5. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo reunir informacgdes sobre o potencial
biotecnologico de uma estirpe de Haematococcus pluvialis Flotow existente na
Algoteca da Universidade de Coimbra (ACOI) com o namero de referéncia ACOI 38.
Para isso fez-se a analise do seu crescimento (por pesagem de biomassa), variando as
condicOes de cultivo, nomeadamente o meio de cultura, a temperatura, a intensidade
luminosa e o borbulhamento de ar, entre outros fatores, de modo a obter culturas
predominantemente com células vegetativas mdveis ou com quistos. Em seguida, fez-se
a determinacdo da composicdo em acidos gordos combinados e em pigmentos
carotendides, especialmente astaxantina, bem como do valor antioxidante, utilizando

tanto células vegetativas como quistos.
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2. Material e métodos
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2.1. Material de estudo

A estirpe de Haematococcus pluvialis utilizada neste estudo pertence a colegéo
de microalgas da Algoteca da Universidade de Coimbra (ACOI), foi colhida num
tanque granitico em Monsanto, Castelo Branco, por M. F. Santos, em Maio de 1998 e
tem o numero de referéncia ACOI 38.

O estudo foi iniciado com duas culturas, designadas por 38-1 e 38-2, com a
mesma origem (Figura 11). Inicialmente, as células da cultura 38-1 tinham cor salméo e,
a olho nu, ndo se observavam hifas de fungos, enquanto na cultura 38-2 eram visiveis
aglomerados de células assim como hifas de fungos. Nesta existia uma maior

concentracdo de quistos de cor acastanhada.
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Figura 11. Culturas de Haematococcus pluvialis ACOI 38, designadas por 38-1 e 38-2, em balBes de

100mL (parte superior) observadas ao microscopio ético com ampliacdo de 200x.

1.1. Estabelecimento e crescimento de culturas

As culturas foram colocadas a crescer a temperatura de 23°C, baixa
luminosidade aproximadamente 5,68umol m™ s*, fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro e
num meio de cultura denominado por M7 (Schldsser, 1994).

O meio M7 € constituido por KNO3 a 1%, MgSO,4.7H,0 a 0,1%, (NH,4) ,HPO, a
0,2%, CaSO, em solugdo saturada (10mL/L), extrato de solo (20mL/L), extrato de
Sphagnum (10mL/L), micronutrientes (5mL/L), vitamina B12 (1mL/L) e agua destilada.
A solucdo de micronutrientes € composta por H3BOs;, MnSO,41H,0, ZnSO,4 7H,0,
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CuS0O4.5H20 e (NH4)s M070,4.4H,0. O meio de cultura, apds preparacao foi sempre
esterilizado num autoclave Uniclave 88, durante aproximadamente 15 minutos, a uma
temperatura de 120°C e pressdo de 1 bar. O pH do meio foi sempre controlado, pois
uma grande variacdo poderia conduzir a alteracfes indesejaveis nas culturas.

Para o aumento de biomassa 0 meio de cultura foi renovado, aproximadamente,
de duas em duas semanas. Neste periodo foram monitorizadas potenciais contaminagoes
através da observacao ao microscopio 6tico composto Leica.

Para a obtencdo de quistos vermelhos de H. pluvialis realizaram-se varias
experiéncias. Tendo em conta a literatura, experimentou-se o crescimento das células
em 4acido salicilico tendo como base o estudo de Gao et al. (2012). Adicionaram-se
diferentes volumes (5, 10, 25, 50, 100 e 200mL) de uma concentracdo de 25mg/L de
acido salicilico a 100mL de cultura (com 3 semanas de crescimento) a uma temperatura
de 23°C, fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro e baixa luminosidade, 5,68umol m? s ndo
resultando quistos vermelhos. Efetuou-se uma segunda experiéncia, nas mesmas
condicBes que a anterior, aumentando-se a concentracdo de &cido salicilico para 50mg/L
e variando-se os volumes de &cido salicilico adicionado para 62,5mL, 75mL e 87,5mL.
Também ndo resultaram quistos vermelhos. Realizou-se uma terceira tentativa, com a
mesma concentracdo e os mesmos volumes de &cido salicilico utilizados na segunda
experiéncia, mas com uma intensidade luminosa para 43,24pmol m? s fornecida por
uma lampada Cool White L36W/840 ligada a um temporizador com fotoperiodo de
16h:8h luz/escuro e borbulhamento de ar, resultando quistos completamente vermelhos
(Figura 12). Esta foi uma das solucdes adotadas para a producdo de quistos vermelhos

em analises posteriores.

Figura 12. Obtencdo de quistos vermelhos através da variagdo das condi¢Oes de cultivo (intensidade
luminosa de 43,24pmol m?s™, fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro, borbulhamento de ar e adicéo de 4cido

salicilico com uma concentracdo de 50mg/L ao meio).
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Para todas as analises posteriores propiciaram-se diferentes condicGes de cultivo
para as células moveis e para os quistos de H. pluvialis. Fizeram-se trés réplicas de
células méveis que cresceram sob condigdes de luminosidade de 5,68umol m? s™,
temperatura a 23°C, sem borbulhamento de ar e com fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro
(Figura 13) enquanto as trés replicas dos quistos cresceram com luminosidade de
43,24umol m? s*, temperatura de 23°C, fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro,
borbulhamento de ar proporcionado por uma bomba Resun Air Pump, com e sem a

adicdo de 50mg/L de acido salicilico no meio (Figura 14).

Figura 13. Culturas de células moveis de H. pluvialis mantidas a uma temperatura de 23°C, sem

borbulhamento e com luminosidade de 5,68umol m?s™.

Figuras 14. Culturas de quistos de H. pluvialis mantidas a uma temperatura de 23°C, com borbulhamento
de ar e com luminosidade de 43,24pmol m?s™. Os primeiros trés baldes da esquerda correspondem aos
quistos que cresceram sem &cido salicilico no meio, enquanto 0s restantes correspondem aos que

cresceram com acido salicilico no meio.

Antes de qualquer andlise, para se obter uma cultura densa, foi efetuado um
indculo, com uma propor¢do de 4:1 cultura/meio M7, de 5 dias nas condigcdes de
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luminosidade de 5,68umol m™ s, temperatura a 23°C, sem borbulhamento de ar e com
fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro.

O crescimento de H. pluvialis foi monitorizado com base no seu peso seco, em
condicdes de crescimento diferentes durante 29 dias. Depois de se obter uma cultura
densa, preparam-se 27 baldes Erlenmeyers de 250mL, com uma proporcdo de 1:1
cultura/meio M7, sendo trés balbes (R1, R2 e R3) correspondentes a cada dia de
pesagem. Determinou-se a densidade celular da cultura no dia O e fez-se a contagem de
células, em triplicado para cada réplica, ao microscépio 6tico Nikon utilizando-se um
hemocitdmetro Tiefe Depth Profundeur. Foi necessaria uma diluicdo de 0,5mL de
cultura para 5uL de formaldeido a 37%, para fixar as células. Calcularam-se as médias e
0s desvios-padréo para cada réplica e utilizou-se uma formula para estimar a densidade
inicial da cultura, aplicavel quando a concentracdo de células € muito, muito baixa:
1600X + X por mL, sendo X o nimero de células encontradas.

Os baldes com as culturas foram colocados a uma temperatura de 23°C,
fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro, luminosidade de 5,68umol m? st e sem
borbulhamento de ar. Fizeram-se pesagens em nove dias sendo que a determinacdo do
peso seco foi feita através de dois métodos, secagem da amostra em caixas de Petri
numa estufa Heraeus a 60°C durante, aproximadamente, 24 horas, e através de filtracdo
e posterior secagem dos vidros de relégio com os respetivos filtros também na estufa a
60°C durante o mesmo periodo de tempo. Para o primeiro método, pesaram-se as caixas
de Petri e em cada dia de contagem colheram-se trés amostras, cada uma de 20mL, dos
baldes R1, R2 e R3, sendo colocadas nas caixas de Petri (Figuras 15 e 16) que,
ulteriormente, foram a secar a estufa a 60°C. Apds a secagem, as amostras foram

pesadas e efetuaram-se as respetivas médias e desvios-padrao.
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Figuras 15 e 16. Recolha de 20mL de cultura de cada baldo para as respetivas caixas de Petri. Caixa de
Petri com 20mL de cultura de uma réplica.

Quanto ao método pela filtracdo e secagem, inicialmente pesaram-se vidros de
relogio, cada um com um papel de filtro Whatman. A cada dia de pesagem colheram-se
trés amostras de 10mL de cada baldo R1, R2 e R3, que foram filtradas através do
sistema de filtracdo Buchner com uma bomba de vacuo Millipore (Figura 17) e lavadas
com 10mL de &gua destilada.

Figura 17. Sistema de filtragdo Buchner ligado a bomba de vécuo.

De sequida, recolheu-se o papel de filtro com a amostra, sobrep6s-se no vidro de
relégio (Figura 18) e finalmente foram a secar a estufa a 60°C (Figura 19).
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Figuras 18 e 19. Vidros de relégio com os respetivos papéis de filtro, trés de cada réplica, depois da
filtracdo de 10mL de cultura e de lavagem com 10mL de &gua destilada. Secagem das caixas de Petri e

dos vidros de relégio com os respetivos papéis de filtro na estufa a 60°C.

Efetuou-se uma segunda monitorizacdo do crescimento, durante 29 dias, mas
com condicOes de crescimento diferentes, aplicando-se uma intensidade luminosa de
43,24pmol m? s?, temperatura de 23°C, fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro e
borbulhamento de ar (Figura 20). O indculo de cultura foi obtido de forma idéntica ao
primeiro. Efetuou-se o mesmo procedimento segundo os mesmos dois métodos de
obtencdo de peso seco. Posteriormente, com os dados obtidos por estes dois métodos

construiram-se os graficos de crescimento. Os resultados foram expressos em g/L.

Figura 20. Condicdes de crescimento (intensidade luminosa de 43,24umol m?s™, temperatura de 23°C,
fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro e borbulhamento de ar) das culturas a fim de se obter uma curva de
crescimento de H. pluvialis.

Para determinar a producdo, em 15 e 20 dias, colocaram-se as células moveis e
0s quistos a crescer nas condicOes respetivas ja referidas anteriormente. Para além disso,
também se determinou a producdo nos quistos adicionando uma concentracdo de
50mg/L de &cido salicilico ao meio.
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Retiraram-se 15mL de amostra homogeneizada de cada réplica e colocaram-se
em cadinhos, previamente pesados, que foram a secar a estufa, a uma temperatura de
60°C. Ao fim de secos foram pesados. O mesmo procedimento foi efetuado ao fim de
15 e 20 dias.

Para se determinar a producdo calcularam-se as médias das réplicas e 0s
respetivos desvios-padrao e efetuou-se a subtracdo entre o peso seco final e o peso seco
inicial. O resultado foi expresso em g/L por dias de crescimento.

2.3. Extracdo do lipido e andlise da composicéo de &cidos gordos combinados

Foram realizadas réplicas para as células méveis, que cresceram durante 10 dias,
e para 0s quistos com e sem &cido salicilico, que cresceram durante 20 dias, nas
condicdes de cultivo mencionadas anteriormente. Ao fim dos 10 dias de crescimento
das réplicas das células moveis e ao fim dos 20 dias de crescimento das réplicas dos
quistos, os extratos de lipido foram preparados.

Analisou-se a composicao em &cidos gordos combinados no lipido de culturas de
células mdveis e de quistos, com e sem acido salicilico recorrendo a extracdo lipidica
com solvente hidrofobico e injecdo em cromatografia gasosa. Seguiu-se o protocolo
descrito por Lim et al. (2012), com algumas modifica¢Ges. Inicialmente colocaram-se
10mL de biomassa (ndo seca) num Falcon, previamente pesado, que foi a centrifugar (o
tempo de centrifugacdo depende da quantidade de biomassa) numa centrifuga Heraeus
Megafuge 8 Centrifuge, descartou-se o sobrenadante e, logo de seguida voltou-se a
pesar o tubo de Falcon com a biomassa centrifugada, a fim de se conhecer 0 peso desta
biomassa. Este processo foi feito em triplicado. De seguida adicionou-se 1mL de n-
hexano e 400uL de metanol a biomassa e colocaram-se os tubos durante 15 minutos em
banho de ultrassons Bandelin Souvrex RK100 Transistor de frequéncia de 35kHz e
poténcia de 240W, com 1-2% de detergente. Posteriormente retiraram-se 500uL do
sobrenadante para um segundo tubo de Falcon, procedendo-se a transesterificacdo dos
lipidos (transformacdo dos triglicerideos e outros lipidos combinados em ésteres
metilicos dos &cidos gordos), por adicdo de 100uL de metoxido de sodio, fazendo-se
reagir a amostra durante 2 minutos num voértex. Num Eppendorf colocou-se 150uL da
fase superior do Falcon anterior e adicionou-se 100uL de padréo interno, composto por
uma mistura de n-hexadecano (C6) e pentadecanoato de metilo (C15:0) com

concentracdo de 0,03mg/mL. Logo apos, injetou-se a amostra no cromatografo. A
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analise em cromatografia gasosa (GC) foi realizada num cromatégrafo Chrompack CP
9001 equipado com um detetor de ionizacdo de chama e um injetor do tipo divisor/néo
divisor e com uma coluna capilar TR_CN 100 (60m x 0.25mm de didmetro interno x
0.20um de espessura de fase estacionaria). O hélio foi usado como gas de arraste com
uma pressdo no topo da coluna de 150kPa. A temperatura do detetor e do injetor foi de
260°C. O programa de temperatura foi o seguinte: a temperatura inicial manteve-se a
90°C durante 7 minutos apo6s a injecdo, de seguida aumentaram-se a 5°C/minuto até aos
220°C e assim foi mantida por 15 minutos. A amostra (1pL) foi injetada usando uma
seringa (Hamilton 2uL) em modo néo divisor, durante 45 segundos.

Por Gltimo analisaram-se os cromatogramas obtidos por comparacdo com o
padrdo Supelco™ 37 Component FAME Mix Catalog No. 47885-U, mostrado na
Figura 21. A identificacdo dos acidos gordos presentes baseou-se na comparacdo dos
tempos de retencdo relativos (RRT) referentes as bandas resultantes das amostras com
os do padréo interno e externo. A sua quantificacdo foi baseada nas areas dos picos dos
cromatogramas apos a construcao de uma reta de calibracdo com padrdes auténticos, na
presenca do padrdo interno com concentragfes conhecidas. Depois de se calcular a
média das areas dos picos, efetuou-se a divisdo pela area dos picos dos padrdes internos,
obtendo-se o resultado em mg acido gordo/g biomassa (ndo seca), e em percentagem
total de acidos gordos.
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Componente FAME Peso | [ Componente FAME Peso
%0 Yo

1. Butirico (C4:0) 4 18. Oleico (C18:1n9¢c) 4
2. Caproico (C6:0) 4 15. Linolelaidico (C18:2n6t) 2
3. Caprilico (CB:0) 4 20. Linoleico (C18:2n6c) 2
4. Céprico (C10:0) 4 21. Araquidico (C20:0) 4
5. Undecandico (C11:0) 2 22. y-Linolénico (C18:3n6) 2
6. Laurico (C12:0) 4 23 cis-11-Ficosandico (C20:1) 2
7. Tridecandico (C13:0) 2 24 Linolénico (C18:3n3) 2
8. Miristico (C14:0) 4 25 Heneicosandico (C21:0) 2
9. Minstoleico (C14:1) 2 26. cis-11, 14-Eicosadiendico (C20:2) 2
10. Pentadecendico (C15:0) 2 27 Beénico (C22:0) 4
11. cis-10-Pentadecendico (C15:1) 2 28. c1s-8, 11, 14-Eicosatriendico 2
12. Palmitico (C16:0) 6 (C20:3n6)
13 Palmitoleico (C16:1) 2 29 Enicico (C22:1n9) 2
14 Heptadecensico (17:0) 2 30. cis -11,14_17- Eicosatriendico 2
15. cis-10-Heptadecendico (C17:1) 2 (C20:3n3)
16. Estearico (C18:0) 4 31. Araquidénico (C20:4né6) 2
17. Elaidico (C18:1n%t) 2 32. Tricosandico (C23:0) 2

33.c1s- 13, 16- Docosadiendico (C22:2) 2

34. Lignocérico (C24:0) 4

35 cis-5 8 11,14, 17- 2

Eicosapentaendico (C20:5n3)

36. Nervomico (C24:1) 2

37 cis-4, 7, 10, 13, 16, 19- 2

Docosahexaendico (C22:6n3)

r 1:“ I i - N‘T-:z
|

] 1 | | ?
1
0.00 10.00 20.00 a30.00 40.00
Min

Figura 21. Padrdo Supelco™ 37 Component FAME Mix Catalog No. 47885-U utilizado para
comparagdo com os cromatogramas obtidos das injeces das amostras (Adaptado).

2.4. Preparacao dos extratos de H. pluvialis e analise dos antioxidantes

Foram obtidos para cada réplica de cultura trés tipos de extratos de biomassa,
utilizando etanol, hexano e acetona. Usaram-se 10mL de cultura para a preparacdo dos
extratos das células mdveis e 35mL para a preparacdo dos extratos dos quistos, que se
colocaram em tubos Falcon, previamente pesados, e centrifugaram-se, durante 15
minutos, a uma rotacdo de 4500rpm, descartou-se o0 sobrenadante e pesou-se a biomassa
(ndo seca), numa balanca analitica Kern 510. Posteriormente, consoante o0 peso da

biomassa (nédo seca), foi adicionada uma determinada quantidade (em mililitros) dos
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solventes etanol, hexano e acetona, de forma a obter-se uma concentracao final dos
extratos de 10mg de biomassa (ndo seca) em 1mL de solvente. Colocaram-se os extratos
em banho de ultrassons, durante 30 minutos e com baixa luminosidade. Ao fim de 30
minutos, observou-se ao microscopio 6tico uma amostra do extrato para verificar se a
parede dos quistos tinha quebrado, observando-se apenas uma pequena quantidade de
quistos com a parede quebrada. Colocou-se o extrato novamente em banho de ultrassons
e ao fim de mais 30 minutos observaram-se as células ao microscépio 6tico. Mais uma
vez verificou-se que grande parte dos quistos ndo tinha a parede quebrada. Repetiu-se
por mais 30 minutos e obtiveram-se os mesmos resultados. A figura seguinte
corresponde a dois quistos que foram observados ao fim de uma hora e trinta minutos
em banho de ultrassons, verificando-se apenas uma ligeira quebra da parede.

Figuras 22. Observagdo ao microscépio 6tico de 2 quistos de H. pluvialis com a parede parcialmente
quebrada ao fim de uma hora e trinta minutos em banho de ultrassons com uma frequéncia de 35kHz e

poténcia de 240W, com uma ampliacéo de 800x.

Por fim, colocaram-se o0s tubos Falcon no congelador durante,
aproximadamente, 12 horas, cobertos com papel aluminio para proteger os extratos da
luminosidade. Antes do inicio de cada ensaio antioxidante obtiveram-se 0s espectros de
absorvancia no visivel correspondentes a cada extrato, utilizando um espectrofotometro
UV-VIS Hitachi U-2000. A Figura 23 mostra os trés extratos.
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Figura 23. Extratos de quistos de H. pluvialis obtidos com acetona, etanol e hexano, respetivamente.

2.4.1. Preparacdo da solucédo de ABTS e do ensaio antioxidante

Para se efetuar o ensaio de 2,2°- azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS) seguiu-se o protocolo descrito por Guedes e colaboradores (2013)
com algumas modificacBes. O principio do método consiste em monitorizar o
decaimento do radical produzido pela oxidacdo do ABTS, causada pela adicdo de uma
amostra com compostos antioxidantes (Ribeiro, 2007). Neste trabalho, o ABTS™ foi
produzido via reacéo de 7mol m® ABTS com 2,45mol m™ K,Sg04 usando agua como
solvente, durante 16 horas, no escuro e a temperatura ambiente. Efetuou-se uma
diluicdo da solucdo, até se obter uma absorvancia a 734nm.

Como a concentracdo de antioxidantes presente nos extratos de biomassa pode
variar numa escala elevada, efetuaram-se diferentes retas de calibracdo de &cido
ascorbico, com concentracdes conhecidas e diferentes volumes (10, 50, 100, 200, 300 e
350uL), de forma a englobar os diferentes valores de atividade antioxidante, usando-se
a reta mais adequada consoante o resultado da atividade antioxidante do extrato.

Quanto ao ensaio analitico, adicionou-se 350uL do extrato da microalga a 1mL
da solucdo de ABTS™ diluida. Este procedimento fez-se em quadruplicado para o
mesmo extrato. Ao fim de 6 minutos leram-se as absorvéncias utilizando o
espectrofotdmetro. A média das absorvancias das quatro repeti¢des foi usada como um
ponto de referéncia. Os resultados foram estimados em mg/L equivalente a acido
ascorbico.

Também se mediu a atividade antioxidante de extratos etanolicos de alimentos
que serviram como referéncia, em que se usou toda a matéria bruta (amora, cenoura,

framboesa, mirtilo, morango, tomate e uva, adquiridos no supermercado), adicionando
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diferentes volumes destes extratos (50uL do extrato da uva, mirtilo, morango e amora,
100uL do extrato de cenoura e da framboesa ¢ 350uL do extrato de tomate) a 1mL da
solugdo de ABTS", dado que a atividade antioxidante destes difere. Também se

obtiveram os seus espectros de absorvancia no visivel (Anexo 2).

2.4.2. Preparacao da solucédo de DPPH e do ensaio antioxidante

Para efetuar o ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) seguiu-se o
protocolo descrito por Brand-Williams et al. (1994), com algumas modificagdes, sendo
um metodo muito utilizado na medicdo da capacidade antioxidante de frutas e vegetais
(Sendra et al., 2006). O DPPH dissolvido forma um radical estavel em solucdo, que
apresenta uma coloragdo purpura com um maximo de absor¢do a 515nm em metanol. O
ensaio baseia-se no principio de que o DPPH aceita um radical de hidrogénio (He¢) a
partir da molécula com atividade antioxidante, resultando na redu¢ao de DPPHe em
DPPH,, ocorrendo alteracdo da coloragdo purpura para amarela com uma diminui¢édo da
absorvancia a 515nm (Mishra et al., 2012).

Otimizadas as condicdes, mediu-se a capacidade antioxidante de cada extrato
das células moveis de H. pluvialis. Primeiramente, preparou-se a solucdo de DPPH
0,06mM dissolvendo 4,8 mg de DPPH num baldo volumétrico de 200mL e ajustando o
volume com metanol. Homogeneizou-se e transferiu-se para um frasco coberto com
papel aluminio, para evitar a exposi¢do a luz.

Através de espectrofotometria, procedeu-se a realizacdo do controlo com uma
solucdo de 1,8mL de DPPH com 0,2mL de solvente (de etanol, hexano ou acetona,
consoante o extrato que se estava a medir). De seguida, a partir da solucdo inicial de
DPPH 0,06mM, prepararam-se 6 solu¢des com concentracOes diferentes para se efetuar
a reta-padrdo de calibracdo do DPPH (Figura 24), a fim de verificar uma boa

estabilizacdo do DPPH. Fez-se a leitura de absorvancias a 515nm.
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Figura 24. Reta-padrdo de calibracdo da concentracdo de DPPH medida no comprimento de onda de
515nm.

Fizeram-se diluicOes para a obtencdo de trés concentracdes de extrato diferentes,
3, 5 e 7mg/mL. Transferiram-se 0,2mL de cada extrato para tubos de ensaio com 1,8mL
do radical de DPPH 0,06mM, homogeneizou-se e, ao fim de 15 minutos, fez-se a leitura
de absorvancias a 515nm. Todo este procedimento foi realizado num ambiente
protegido da luz.

Para calcular a atividade anti-radical DPPH dos extratos calcularam-se as
percentagens de inibicdo do radical DPPHe, ou seja, a capacidade que o composto
antioxidante tem em inibir a presenca do radical DPPHe, aplicando-se a formula: %
inibicdo = ((AbSpepH inicial — AbSamostra) / ADSpppH inicial * 100, € sempre que possivel
determinou-se o valor de ECso, expresso em mg/mL, que se designa pelo resultado
correspondente a amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do
radical DPPHe. Para tal, determinou-se a equacdo da reta do grafico obtido pelas
absorvéancias das diferentes concentragdes dos extratos (3, 5, 7 e 10mg/mL), substituiu-
se 0 valor correspondente a metade da absorvancia inicial do controlo (1,8mL de DPPH
com 0,2mL de extrato) pelo y da equacéo e calculou-se o valor de x da equacdo (Anexo
3). Tal como no ensaio de ABTS, também se mediu a atividade antioxidante de extratos
etandlicos de alimentos (amora, cenoura, framboesa, mirtilo, morango, tomate e uva,
adquiridos no supermercado, usando toda a matéria bruta do alimento) que serviram

como referéncia.

2.5. Analise dos pigmentos
Para separar, identificar e quantificar os pigmentos presentes nos quistos
vermelhos de H. pluvialis recorreu-se a Cromatografia em Coluna baseada no trabalho

pratico realizado na Escola Superior Agraria de Coimbra segundo o protocolo descrito
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por Allinger (1976), seguido da leitura da absorvancia no visivel de solu¢Ges com
volume ajustado, através de espectrofotometria. O método foi otimizado apds varias
tentativas tendo em conta os trabalhos realizados por alguns autores como Tripathi et al.
(2002) e Torzillo et al. (2005). Os quistos cresceram nas condi¢cbes mencionadas
anteriormente sem acido salicilico durante 22 dias. Uma determinada quantidade de
biomassa foi centrifugada, pesada e colocada a secar sob vacuo durante trés dias num
exsicador. Depois de seca, a biomassa foi congelada, a uma temperatura de
aproximadamente -18°C, durante 24 horas. Com o auxilio de um almofariz, esmagaram-
se 0s quistos, para tentar quebrar as suas paredes rigidas, colocou-se num frasco de
vidro transparente, adicionou-se como solvente acetona e proporcionou-se uma
atmosfera de azoto. Ulteriormente foi colocado em banho de ultrassons durante,
aproximadamente, uma hora e meia. Este processo fez-se em triplicado.

Para a cromatografia, utilizou-se uma coluna cromatogréafica de vidro com placa
porosa, com cerca de 12,5mm x 30cm, a qual se adicionou primeiro éter de petroleo até
cerca de 10cm da sua altura e, de seguida, adicionou-se-lhe a silica gel G-60, & mesma

altura. Manipulando cuidadosamente a torneira da coluna deixou-se sair o éter petréleo

até ao nivel da silica, para esta ndo secar (Figura 25).

Figura 25. Coluna cromatogréafica de vidro preparada com éter de petrdleo e silica gel G-60.

Apols a amostra e a coluna estarem preparadas, com uma pipeta de Pasteur
colocou-se o extrato de acetona da amostra no topo da coluna. Adicionou-se o eluente |
(90mL de hexano + 10mL de acetona) para a eluicdo dos compostos apolares, como 0s
carotenos (Figura 26, 1 e 2), alterando-se posteriormente a polaridade da fase movel,
com a adicao do eluente Il (80mL de hexano + 10mL de acetona + 10mL de metanol)

para eluir as xantofilas (Figura 26, 3 e 4). As fragcdes eluidas resultantes foram
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transferidas para baldes de diluicdo de 10mL e de 25mL (Figura 26, 5), ajustando-se,
sempre que necessario, o volume com o solvente correspondente. Leram-se as
absorvancias das diferentes fragbes o mais rapidamente possivel, para minimizar as
perdas por isomerizacao e auto-oxidacdo. Efetuaram-se as médias das trés réplicas e os

respetivos desvios-padréo.

""l Il l-lm i
*L#’ ”.‘ - deea!

I| B ! ¥ . -

Figura 26. 1-4. As vérias fases da cromatografia em coluna. As primeiras bandas (alaranjadas) séo
referentes aos carotendides e a Gltima (esverdeada) é referente a clorofila. 5. Recolha das diferentes
fracOes resultantes para bal®es volumétricos de 10 e 25mL.

Por altimo identificaram-se os pigmentos com base nos espetros de absor¢ao no
visivel mencionados por Roy et al. (2011) e quantificaram-se efetuando os respetivos
céalculos através da lei de Beer-Lambert, com valores do coeficiente de absortividade
molar também descritos por Roy et al. (2011), expressando-se em g/1000g de biomassa.
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3. Resultados
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3.1. Crescimento de H. pluvialis baseada em peso seco

Nas culturas que cresceram sem borbulhamento de ar e com luminosidade de
aproximadamente 5,68umol m™? s*, estimou-se uma densidade inicial de 1681
células/mL por contagem das células ao hemocitometro.

Ao fim de 29 dias, o crescimento baseado no peso seco estimado através de
secagem de caixas de Petri em estufa a 60°C mostra nos primeiros 3 dias uma fase de
laténcia e entre os dias 3 e 6 uma fase exponencial, mantendo-se posteriormente em fase
estacionaria durante os restantes 23 dias (Figura 27).
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Figura 27. Crescimento de Haematococcus pluvialis com intensidade luminosa de 5,68umol m™ s™* e sem
borbulhamento de ar, durante 29 dias, baseado no peso de biomassa seco (g/L) estimado por secagem de
caixas de Petri em estufa, com os respetivos desvios-padréo.

O crescimento de H. pluvialis nas condi¢gdes mencionadas anteriormente, mas
baseado no peso seco estimado por filtracdo e posterior secagem na estufa a 60°C,
mostrou uma fase exponencial nos primeiros 9 dias, uma fase estacionaria entre os dias

9 e 25, verificando-se um aumento do dia 25 ao dia 29 (Figura 28).
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Figura 28. Crescimento de Haematococcus pluvialis com intensidade luminosa de 5,68umol m™ s™ e sem

borbulhamento de ar, durante 29 dias, baseado no peso de biomassa seco (g/L) obtido por filtragdo e

secagem em estufa, com os respetivos desvios-padrao.

Numa segunda monitorizacdo de crescimento de H. pluvialis, as culturas

cresceram com borbulhamento de ar e com intensidade luminosidade de 43,24pumol m™

s, apresentando uma densidade inicial de 1617,01 células/mL.

Ao fim de 26 dias de crescimento, baseado em peso seco estimado através de

secagem de caixas de Petri em estufa a 60°C, verificou-se um crescimento exponencial

nos primeiros 3 dias, seguido de uma fase estacionaria até ao dia 6. A partir do dia 6 até

ao ultimo dia observou-se um aumento significativo (Figura 29).
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Figura 29. Crescimento de Haematococcus pluvialis com intensidade luminosa de 43,24pumol m? s e

borbulhamento de ar, durante 26 dias, baseado no peso de biomassa seco (g/L) obtido por secagem de

caixas de Petri em estufa, com os respetivos desvios-padrao.
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O crescimento de H. pluvialis nas mesmas condi¢des referidas anteriormente,

mas baseado no peso seco estimado por filtragdo e posterior secagem na estufa a 60°C,

apresentou uma fase de laténcia nos primeiros 3 dias, seguida de uma fase exponencial

até ao dia 10. Entre os dias 10 e 14 a cultura alcangou a fase estacionaria e do dia 14 até

ao dia 26 verificou-se um ligeiro aumento (Figura 30).
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Figura 30. Crescimento de Haematococcus pluvialis com intensidade luminosa de 43,24pumol m? s e

borbulhamento de ar, durante 26 dias, baseado no peso seco (g/L) estimado por filtracdo e secagem a

estufa, com os respetivos desvios-padrao.

As alteracdes da morfologia celular foram acompanhadas através da observacdo

ao microscopio otico e registadas fotograficamente através de cdmara fotografica Leica

acoplada ao microscopio (Figura 31 e 32).
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Figura 31. Culturas observadas ao microscépio 6tico com diferentes ampliagdes nos dias 0, 6, 13, 21, e
29 referentes ao crescimento nas condigdoes de intensidade luminosa de 5,68umol m? s! e sem
borbulhamento de ar. No dia 0, a cultura apresentava baixa densidade, com algumas células méveis e
poucos quistos verdes. As células moveis, cilindricas, com a camada de mucilagem bem visivel,
encontravam-se em divisdo (Figura 31 - 1, 2 e 3). No dia 6 observaram-se poucos aglomerados de quistos
verdes e células moveis verdes (Figura 31 - 4, 5 e 6). No dia 13 observaram-se quistos verdes e divisdo de
células maéveis (Figura 31 - 7, 8 ¢ 9). No dia 21 verificou-se que a cultura estava mais densa (Figura 31 -
10, 11 e 12). No dia 29, a maioria dos quistos eram verdes, existindo alguns laranja-acastanhados (Figura
31-13,14 ¢ 15).
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Figura 32. Culturas observadas ao microscopio ético com diferentes ampliagdes nos dias 0, 6, 14, 22 e 26
referentes ao crescimento nas condi¢des de intensidade luminosa de 43,24umol m? st e com
borbulhamento de ar. No dia 0 observou-se pouca densidade, algumas células méveis cilindricas e alguns
aglomerados de quistos verdes, alguns com o centro acastanhado (Figura 32 - 1, 2 e 3). No dia 6 a cultura
apresentou maior densidade, com células moveis a adquirirem uma coloragdo acastanhada e quistos
verdes (Figura 32 - 4, 5 e 6). No dia 14 observaram-se as células mdveis ainda em divisdo e quistos
laranja-acastanhados (Figura 32 - 7, 8 e 9). No dia 22 verificou-se uma densidade significativa de quistos,
a maioria laranja-avermelhados (Figura 32 - 10, 11 e 12). No dia 26 a maioria dos quistos tinha o

citoplasma completamente vermelho (Figura 32 - 13, 14 e 15).

3.2. Crescimento celular apos 15 e 20 dias
Atendendo aos resultados obtidos (Tabela 2), verifica-se que a biomassa de

células moveis de Haematococcus pluvialis, ao fim de 15 dias teve um crescimento de
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aproximadamente 0,083g/L, enquanto os quistos sem &cido salicilico cresceram cerca de
0,450g/L em 20 dias e os quistos com &cido salicilico no meio cresceram apenas

0,167g/L no mesmo periodo de tempo.

Tabela 2. Valores em peso seco da biomassa de células moveis, dos quistos sem &cido salicilico e dos

quistos com acido salicilico no meio, ao fim de 15 e de 20 dias, respetivamente. SA, acido salicilico.

Biomassa z
(9/L)
Células moveis 0,083 0,002
Quistos sem SA 0,450 0,010
Quistos com SA 0,167 0,004

3.3. Extracdo de lipido e analise de &cidos gordos combinados

Das amostras das células méveis e dos quistos com e sem &cido salicilico no
meio sujeitas a extracdo do lipido, sendo este transesterificado para obter ésteres
metilicos dos acidos gordos combinados, resultaram os cromatogramas mostrados nas

Figuras 33 a 35.
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Figura 33. Cromatograma resultante de uma injecdo do extrato transesterificado das células méveis de H.
pluvialis, apresentando como acidos gordos principais o acido palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e
oleico (C18:1n9c).
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Figura 34. Cromatograma resultante de uma injecdo do extrato transesterificado dos quistos de H.
pluvialis com &cido salicilico, apresentando como &cidos gordos principais o acido palmitico (C16:0),
estearico (C18:0), oleico (C18:1n9c¢) e linoleico (C18:2n6c).
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Figura 35. Cromatograma resultante de uma injecdo do extrato transesterificado dos quistos de H.
pluvialis sem &cido salicilico, apresentando como acidos gordos principais o acido palmitico (C16:0),
estearico (C18:0), e linoleico (C18:2n6c).

Ap0s a obtencdo dos cromatogramas, efetuou-se a identificacdo e quantificacéo,
verificando-se que nas celulas moveis de H. pluvialis o acido gordo em maior
quantidade foi o acido estearico (0,088mg acido gordo/g biomassa (ndo seca)) enquanto

nos quistos, tanto os com e sem &cido salicilico no meio, o &cido gordo mais abundante
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foi o acido palmitico (0,169mg acido gordo/g biomassa (ndo seca) e 1,097mg &cido

gordo/g biomassa (néo seca)) (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo e quantificacdo dos acidos gordos presentes nas células moéveis e nos quistos de

H. pluvialis, tanto 0s que cresceram na presenga como na auséncia de acido salicilico no meio. SA, acido

salicilico.
Fase mével (mg % QuistoscomSA | % Quistossem SA | %
Acido gordo tzjf:ido gordo{g Acidos (mg_ acido gorgo/g Acidos (mg acido gorgolg Acidos
iomassa (ndo gordos biomassa (ndo gordos biomassa (ndo gordos
seca)) totais seca)) totais seca)) totais
Acido palmitico 0,074 + 0,017 40,00 0,169 + 0,169 45,19 1,097 + 1,663 32,57
Acido heptadecendico 0,003 £ 0,001 1,62 0,012 + 0,006 3,21 0,103+0,171 3.06
Acido estearico 0,088 +0,037 47,57 0,145 £0,145 38,77 0,772 £0,983 2292
Acido elaidico - - - - 0,028 + 0,039 0,83
Acido oleico 0,009 + 0,001 4,86 0,015 + 0,015 4,01 0,376 + 0,565 11,16
Acido linolelaidico 0,003 £ 0,003 1,62 - - 0,250 + 0,405 7.42
Acido linoleico 0,006 + 0,005 3,24 0,022 + 0,022 5,88 0,707 £ 1,083 20,99
Acido araquidico 0,002 + 0,001 1,09 0,002 + 0,001 0,53 0,031 + 0,042 0,92
Acido eicosantico - - 0,004 + 0,004 1,07 - .
Acido linolénico - - - - 0,004 + 0,001 0,13
Acido araquidonico - - 0,005 + 0,002 1,34 - .

3.4. Ensaios antioxidantes atraves do radical ABTS

A capacidade antioxidante dos extratos de etanol, hexano e acetona das células
moveis de H. pluvialis, através do ensaio de ABTS foi apenas possivel de realizar no
extrato etandlico que apresentou uma atividade antioxidante de 6,59mg/L equivalente a
acido ascorbico. A atividade antioxidante dos extratos de hexano e de acetona ndo se
mediu, uma vez que a solucdo de ABTS é diluida em agua e estes solventes ndo sao
sollveis em agua. Também nos quistos, com e sem 4cido salicilico, o ensaio sO se
efetuou com extratos etanodlicos pelas razdes anteriormente referidas. No extrato
etanolico dos quistos sem &cido salicilico registou-se uma atividade antioxidante de
2,73mg/L equivalente a acido ascérbico, enquanto o extrato etandlico dos quistos com
acido salicilico obteve uma atividade antioxidante de 0,13mg/L equivalente a acido
ascorbico. Verificou-se que, de entre os extratos etanolicos dos alimentos utilizados

como padrdo, a amora apresentou uma maior atividade antioxidante (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade antioxidante efetuada pelo teste ABTS dos extratos etandlicos das células méveis,
dos quistos com e sem &cido salicilico de H. pluvialis e dos extratos etanolicos dos alimentos utilizados
como referéncia. SA, 4cido salicilico.

Amostra Concentracdo (mg/L equivalente a
acido ascorbico)
Extrato etandlico de células moveis 6,59
Extrato etandlico de quistos 2,73
Extrato etandlico de quistos SA 0,13
Amora 60,02
Morango 55,12
Uva 34,11
Mirtilo 26,90
Framboesa 16,03
Cenoura 5,98
Tomate 0,44

Comparando com a atividade antioxidante dos extratos etandlicos dos alimentos
utilizados como referéncia, verifica-se que o extrato etanolico das células méveis de H.
pluvialis apresentou uma atividade antioxidante idéntica a da cenoura, enquanto quistos
sem acido salicilico entre a cenoura e 0 tomate e 0s quistos com &cido salicilico

obtiveram uma atividade antioxidante inferior a do tomate.

3.5. Ensaios antioxidantes através do radical DPPH

Atendendo aos espectros de absorcdo no visivel obtidos dos extratos de etanol,
acetona e hexano das células méveis de H. pluvialis (Figuras 36 a 38), verifica-se,
através da absorvancia maxima, que ndo existiu nenhuma interferéncia com a

absorvancia do radical DPPH, o qual absorve a 515nm.

nm 400 440 480) 520 560 600

Figura 36. Espetro de absor¢do no visivel obtido do extrato de etanol das células méveis de H. pluvialis,

com absorvancia maxima a 430nm, aproximadamente.
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Figura 37. Espetro de absorcdo no visivel obtido do extrato acetona das células méveis de H. pluvialis,
com absorvancia maxima a 430nm, aproximadamente.
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Figura 38. Espetro de absorcéo no visivel obtido do extrato hexano das células moveis de H. pluvialis,
com absorvancia maxima a 430nm, aproximadamente.

Analisando as percentagens de inibi¢do dos extratos obtidas, verifica-se que 0s
extratos com concentracdes mais elevadas apresentaram percentagens de inibi¢cdo do
radical DPPHe maiores, sendo que o solvente utilizado para extrair os compostos

antioxidantes que apresentou melhores taxas de inibicdo foi o etanol (Tabela 5).
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Tabela 5. Percentagens de inibi¢do do radical DPPHe dos extratos de hexano, acetona e etanol das células

maveis de H. pluvialis.

Extrato Concentracdo de extrato na solucdo % Inibicéo do

final (mg de extrato/mL de solvente) DPPH-
Hexano 10 9,9
7 9,6
5 9,0
3 8,5
Acetona 10 13,1
7 12,3
5 12,0
3 11,2
Etanol 10 16,2
7 12,8
5 12,5
3 11,4

Apds a medicdo da atividade antioxidante dos extratos das células moveis de H.
pluvialis, verificou-se que o extrato etandlico apresentou um valor de ECsy de
65,73mg/mL, o extrato de acetona apresentou um valor de ECsy de 167,71mg/mL e o
extrato de hexano exibiu um valor de ECsy de 169,11mg/mL. Assim, o extrato que
obteve um melhor valor de ECs, foi 0 etandlico (Tabela 6). Comparando a atividade
antioxidante dos extratos etanolicos dos alimentos usados como referéncia com o
extrato etandlico das células méveis de H. pluvialis, verifica-se que este apresentou um

ECs proximo do exibido pela cenoura.

Tabela 6. Valores de ECs, obtidos pelo ensaio DPPH dos extratos de hexano, acetona e etanol das células

moveis de H. pluvialis e dos extratos etanélicos dos alimentos utilizados como referéncia.

Amostra ECso (Mmg/mL)
Extrato hexano 169,11
Extrato acetona 167,71
Extrato etanol 65,73
Amora 0,71
Cenoura 40,46
Framboesa 29,55
Mirtilo 23,86
Morango 9,52
Tomate 83,50
Uva 25,60
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Relativamente aos extratos de etanol, acetona e hexano dos quistos com e sem
acido salicilico de H. pluvialis, verificou-se que extratos mais concentrados
apresentaram menores percentagens de inibi¢do do radical DPPHe, enquanto extratos

menos concentrados apresentaram maiores percentagens de inibicdo do radical DPPHe

(Tabela 7).

Tabela 7. Percentagens de inibigdo do radical DPPHe dos extratos de hexano, acetona e etanol dos

quistos de H. pluvialis com e sem acido salicilico. SA, acido salicilico.

Extrato Concentracédo de extrato nasolucdo % Inibicéo do

final (mg de extrato/mL de solvente) DPPH-

Hexano 10 58

7 6,0

5 6,7

3 10,7

Acetona 10 6,3

Quistos ; ;g
com SA ,

3 8,3

Etanol 10 4.4

7 6,5

5 7,2

3 8,3

Hexano 10 0,4

7 0,7

5 4,2

3 49

Acetona 10 2,9

Quistos ; Zé
sem SA :

3 7,0

Etanol 10 0,8

7 7,3

5 8,4

3 8,8

Perante estes resultados, efetuaram-se 0s espectros de absorvancia no visivel dos
extratos de etanol, acetona e hexano dos quistos com e sem acido salicilico (Figuras 39
a44).
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Figura 39. Espectro de absorvancia no visivel do extrato de etanol dos quistos com &cido salicilico, com

absorvancia maxima a aproximadamente 480nm.
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Figura 40. Espectro de absorvancia no visivel do extrato de acetona dos quistos com &cido salicilico, com
absorvancia maxima a aproximadamente 480nm.
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Figura 41. Espectro de absorvancia no visivel do extrato de hexano dos quistos com &cido salicilico, com

absorvancia maxima a aproximadamente 480nm.
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Figura 42. Espectro de absorvancia no visivel do extrato de etanol dos quistos sem &cido salicilico, com
absorvancia maxima a aproximadamente 480nm.
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Figura 43. Espectro de absorvancia no visivel do extrato de acetona dos quistos sem acido salicilico, com
absorvancia maxima a aproximadamente 480nm.
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Figura 44. Espectro de absorvancia no visivel do extrato de hexano dos quistos sem &cido salicilico, com

absorvancia maxima a aproximadamente 480nm.

3.6. Analise dos pigmentos dos quistos

Nos quistos de H. pluvialis com 22 dias de crescimento identificaram-se o [3-

caroteno, a astaxantina e a clorofila a (Figuras 45 a 47). Em 1000g de biomassa
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obtiveram-se 2,21g de B-caroteno, 1,60g de astaxantina e 1,279 de clorofila a (Tabela

8).
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Figura 45. Espectro de absorvancia no visivel do B-caroteno, com absorvancias maximas a 447, 466 e

474nm.

nm

Figura 47. Espectro de absorvancia no visivel da clorofila a, com absorvancias maximas a 431e 662nm.
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Tabela 8. Pigmentos identificados e quantificados nos quistos de H. pluvialis com 22 dias de

crescimento.

Ensaio Peso seco das Pigmentos (g/1000g de biomassa)
amostras (9) B-caroteno Astaxantina Clorofila a

1 0,027 0,92 1,82 0,99

2 0,022 3,52 1,08 1,78

3 0,019 2,19 1,91 1,04
Média 0,023 221+130 160,46 1,27 £ 0,45
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4. DIscussao
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4.1. Obtencéo de células méveis e de quistos

No presente trabalho foram estabelecidas condicGes para o crescimento das
celulas moveis e desenvolvimento de quistos de Haematococcus pluvialis. Para a
investigacdo dos compostos existentes nas células moveis, a cultura teve de ser mantida
em condicBes favoraveis a divisdo celular, sem ocorréncia de enquistamento. Isto foi
conseguido mantendo as culturas em meio M7, sob baixa intensidade luminosa, de
aproximadamente 5,68umol m? s*, temperatura de 23°C e fotoperiodo de 16h:8h
luz/escuro, uma vez que sdo varios os estudos que indicam condicbes idénticas para o
crescimento das células moveis, com crescimento 6timo atingido a baixa intensidade
luminosa, temperatura ambiente e nutrientes suficientes no meio (Tjahjono et al., 1994;
Tripathi et al., 2002; Garcia-Malea et al., 2005; Wang et al., 2013). Contudo, alguns
autores, como Dominguez-Bocanegra et al. (2004) e Torzillo et al. (2005), verificaram
0 crescimento 6timo das células moveis de H. pluvialis em condi¢fes ndo limitantes de
azoto, mas a uma intensidade luminosa superior, de aproximadamente 177umol m?s™ e
200umol m™ s, respetivamente.

Para a obtencdo de uma cultura com quistos, de preferéncia vermelhos,
procedeu-se a uma fase de experimentacdo inicial, em que se testaram condicdes de
cultivo, como a concentracdo de acido salicilico, a luminosidade e o borbulhamento,
obtendo-se melhores resultados quando se cultivou H. pluvialis em meio M7 com
intensidade luminosa de aproximadamente 43,24umol m™ s, temperatura de 23°C,
fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro e borbulhamento de ar. A adi¢do de acido salicilico ao
meio ndo foi suficiente para a producdo de quistos vermelhos, ao contrario do que Gao
et al. (2012) referiram. Contudo, segundo o mesmo autor, o papel regulador e
fisioldgico do &cido salicilico na biossintese da astaxantina durante a carotenogenese
ainda ndo é claro. Apds a cultura ser sujeita a maior luminosidade e borbulhamento de
ar é que ocorreu a formacdo de quistos vermelhos, de acordo com o que foi registado
também por varios autores (Boussiba et al., 1991; Tripathi et al., 2002; Cifuentes et al.,
2003; Wang et al., 2003; Torzillo et al., 2005; Raposo et al., 2012). Outros fatores de
inducdo descritos na literatura poderiam ser aplicados, como elevada salinidade e
temperatura ou privagdo de nutrientes (Kobayashi et al., 1997a; Boussiba, 2000;
Fabregas et al., 2001; Sarada et al., 2002; Garcia-Malea et al., 2005; Goksan et al.,
2011), sendo que a luminosidade e a disponibilidade de nutrientes, especialmente o
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azoto, sdo considerados os fatores com maior influéncia no crescimento e na sintese de

astaxantina nesta microalga (Wang et al., 2013).

4.2. Crescimento

A curva de crescimento de H. pluvialis apresentou diferencas dependendo do
método utilizado para determinacao de peso seco.

A curva de crescimento construida tomando o peso seco através de secagem de
biomassa em caixas de Petri apresentou trés fases, ndo tendo o aspeto tipico de uma
curva de crescimento sigmdide de culturas “batch” (Richmond, 2003). A primeira fase
que se detetou ocorreu nos primeiros trés dias, designando-se por fase de laténcia, em
que ainda ndo existiu um aumento significativo da populacdo. Seguiu-se uma segunda
fase, designada de fase exponencial, que representa a taxa de crescimento maximo
perante as condi¢des especificas. Esta fase, que ocorreu entre os dias 3 e 6, caracterizou-
se pelo crescimento das células vegetativas elipsoides, que depende muito de fatores
ambientais como nutrientes, temperatura, luz e humidade a que a cultura esta sujeita
(Kobayashi et al., 1997b; Chen et al., 2011). A partir do dia 6 até ao Gltimo dia, dia 29,
observou-se a fase estacionaria de crescimento. Nesta fase, ocorre 0 esgotamento de
nutrientes e/ou a acumulacdo de produtos inibidores do metabolismo, que impede a
continuacdo da divisdo celular. Contudo, as células podem manter-se vidveis por um
longo periodo de tempo devido as suas reservas endogenas (Richmond, 2003; Rocha et
al., 2003). No inicio desta fase, as células atingiram o crescimento maximo e iniciaram
0 enquistamento, seguido de uma ligeira acumulacdo de pigmentos, verificada atraves
da sua coloracdo - inicialmente verde e terminando em quistos laranja-acastanhados,
apresentando também um aumento drastico de volume, tal como descrito por Kobayashi
et al. (1997b). Sabe-se que o enquistamento advém da exposicdo da microalga a
condicdes desfavoraveis, portanto um dos fatores que originou este enquistamento foi,
possivelmente, o esgotamento de nutrientes.

N&o se observou uma fase de declinio. Se a experiéncia continuasse para além
do dia 29, o que possivelmente se observaria era, devido a falta de uma fonte de azoto,
um aumento do peso das células devido & acumulacdo de mais pigmentos e também de
lipidos, uma vez que esta microalga em condi¢des adversas acumula o pigmento
astaxantina como mecanismo de defesa (Droop, 1955; Hoek et al., 1995; Boussiba,
2000; Dominguez-Bocanegra et al., 2004). Esta acumulacdo de pigmentos e lipidos é

caracteristica de algumas outras microalgas, para além de Haematococcus, quando se
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encontram em condigdes desfavoraveis ao seu crescimento (lliman et al., 2000; Macedo
& Alegre, 2001; Liu et al., 2008).

Contudo, estimando o peso seco através do método de filtracdo e secagem em
estufa verificaram-se algumas diferencas. A fase exponencial verificou-se nos primeiros
9 dias, seguindo-se a fase estacionaria com um ligeiro aumento de crescimento entre 0s
dias 13 e 17. Do dia 25 ao dia 29 observou-se um novo aumento de peso, mas mais
significativo, que se podera explicar pelo inicio da acumulacdo de pigmentos e lipidos,
como consequéncia do esgotamento de nutrientes.

Quando se determinou o crescimento de H. pluvialis, sujeitando as culturas a
maior luminosidade e borbulhamento de ar, também se registaram diferengas consoante
0 método utilizado. Com o método de secagem da biomassa em caixas de Petri na estufa
detetaram-se apenas duas fases, ndo apresentando também uma curva de crescimento
sigmoide tipica de culturas “batch” (Richmond, 2003). A fase exponencial ocorreu
apenas nos primeiros 3 dias. Uma vez que as culturas foram sujeitas a maior
luminosidade e borbulhamento de ar, estas podem ter sido as causas para as células
terem atingido mais rapidamente o seu crescimento maximo (Torzillo et al., 2005).
Entre os dias 3 e 10 observou-se a fase estacionaria de crescimento. Nesta fase, as
células comecaram a enquistar, possivelmente devido ao inicio do esgotamento dos
nutrientes, para além da elevada luminosidade e do borbulhamento de ar (Richmond,
2003; Chen et al., 2011), pois, segundo Rocha et al. (2003), o borbulhamento é um fator
muito importante no crescimento de microalgas, dado que promove a agitacdo da
cultura, afetando tanto a transferéncia de nutrientes através da membrana celular como a
distribuicéo da luz.

Entre os dias 10 e 26 observou-se uma crescente acumulacdo de pigmentos nos
quistos, verificada também através da sua coloracéo - inicialmente verde-acastanhados,
de seguida laranja-acastanhados, terminando em quistos completamente vermelhos. Esta
acumulacdo de pigmento, que se verificou tanto através da observacdo a olho nu dos
baldes com as culturas, em que se observaram culturas mais laranja-avermelhadas,
como através da observacdo, ao microscopio Otico, de quistos com o citoplasma
completamente vermelho, confirma as observagdes de acumulagéo de astaxantina em H.
pluvialis sob condicBes adversas (Harker et al., 1996; Boussiba, 2000; Tripathi et al.,
2002; Cifuentes et al., 2003; Dominguez-Bocanegra et al., 2004; Torzillo et al., 2005;
Wang et al., 2013a). Segundo Chaumont & Theépenier (1995) a acumulacdo de

carotenoides em H. pluvialis ocorre na fase estacionaria. Contudo outros autores, como
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Boussiba & Vonshak (1991) sugeriram que a acumulacdo dos carotendides nesta
microalga é induzida sempre que a alga se encontra em condi¢fes desfavordveis ao
crescimento, podendo ocorrer em qualquer fase. Supfe-se também que podera ter
ocorrido a acumulacéo de lipidos, como descrito por alguns autores (Zhekisheva et al.,
2002; Céron et al., 2007; Damiani et al., 2010; Lim et al., 2012; Natarajan et al., 2014).

A curva de crescimento resultante da filtracdo da biomassa e posterior secagem
em estufa apresentou também algumas diferencas. Verificou-se uma fase de laténcia
durante os primeiros 3 dias. Entre os dias 3 e 10 observou-se a fase exponencial e a
partir do dia 10 verificou-se a fase estacionaria. A partir do dia 14 ocorreu um ligeiro
aumento que se observou até ao Gltimo dia. Também nesta curva foi possivel a
observacdo da acumulacao de pigmento devido a alteracdo da cor das células, evidente a
olho nu.

Supde-se que as diferencas verificadas nas curvas de crescimento obtidas
utilizando os dois métodos se devem a precisdo de cada um. O método por filtracdo a
vacuo € mais réapido, por ser realizado sob pressédo, e preciso, uma vez que as células de
H. pluvialis sdo separadas do meio de cultura, ficando retidas sob o filtro (Mustafa et
al., 2011). Outro passo existente neste método que podera ter influenciado é a posterior
lavagem das células com &gua destilada, em que o objetivo é remover impurezas
indesejaveis, incluindo nutrientes do meio, que possam influenciar o peso seco final. O
peso dos nutrientes influencia em todas as pesagens, uma vez que nos primeiros dias de
crescimento das culturas, como existem em maior quantidade, pesam mais. Nos Gltimos
dias de crescimento pesam menos, uma vez que ja foram praticamente consumidos, dai

ser fundamental a sua lavagem (Rushton et al., 2000).

4.3. Crescimento de células moveis e quistos apos 15 e 20 dias

No presente estudo os quistos sem &cido salicilico cresceram 0,450g/L em 20
dias, sendo este 0 maior crescimento registado, supondo-se, assim, que as condi¢Oes de
cultivo destes quistos foram as mais propicias para o crescimento. Contudo uma
comparagdo direta ndo pode ser feita, uma vez que as condicOes e a escala de cultivo
sdo diferentes das descritas por outros autores. Ao longo dos anos, tem sido descrito que
0 crescimento muito baixo de H. pluvialis se deve ao seu ciclo de vida muito complexo,

ao tempo de crescimento muito lento e & grande suscetibilidade de contaminacéo, sendo
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esta uma possivel explicacdo para a baixa producdo de H. pluvialis (Kobayashi et al.,
1997b; Fabregas et al., 2001; Cifuentes et al., 2003).

Como j4 foi referido, muitos autores referem que o crescimento das células de H.
pluvialis depende muito das condi¢des de cultivo, nomeadamente da disponibilidade de
azoto e da intensidade luminosa (Garcia-Malea et al., 2005; Wang et al., 2013a; Wang
et al., 2013b.) Diversos estudos descrevem a manipulagcdo das condig¢des de cultivo
desta microalga consoante o uso final que se pretende. Por exemplo, para a producdo de
astaxantina, geralmente efetuam-se duas fases de crescimento. Na primeira fase, que
representa um passo crucial, proporcionam-se condi¢des para um rapido crescimento de
células mdveis, geralmente otimizando a luminosidade e, numa segunda etapa, as
condicBes sdo alteradas de modo a serem mais favoraveis para o enquistamento e
posterior acumulacdo de astaxantina (Olaizola, 2000; Fabregas et al., 2001; Garcia-
Malea et al., 2005; Torzillo et al., 2005).

Relativamente aos quistos que cresceram na presenca de &cido salicilico,
também se verificou uma baixa producdo ao fim de 20 dias, contrariando, mais uma vez
0 que foi descrito por Raman & Ravi (2011) e Gao et al. (2012), sendo o
desconhecimento da funcdo do acido salicilico na via de sintese da astaxantina a Unica

razao encontrada.

4.4. Analise da composicéo de acidos gordos combinados no lipido

No presente trabalho, a composicdo em acidos gordos combinados no lipido das
células méveis de H. pluvialis e dos seus quistos foi identificada. Nas células mdveis
foram identificados como é&cidos gordos principais palmitico, heptadecendico, estearico,
oleico, linolelaidico, linoleico e araquidico, sendo o acido estearico o mais abundante,
com 0,088 + 0,037mg &cido gordo/g biomassa (ndo seca), representando 47,57% do
total de acidos gordos. Estes resultados estdo de acordo com Natarajan et al. (2014), que
obtiveram exatamente estes sete acidos gordos, e com Zhekisheva et al. (2002) que
também obtiveram vérios acidos gordos com cadeias de dezasseis e dezoito carbonos
em condi¢des Otimas para o crescimento de células de H. pluvialis.

Os quistos com e sem &cido salicilico apresentaram seis acidos gordos em
comum, palmitico, heptadecendico, estearico, oleico, linoleico e araquidico, sendo que 0
acido gordo presente em maior quantidade para ambos foi o acido palmitico, com 0,169

+ 0,169mg acido gordo/g biomassa (ndo seca), representando 45,19% do total de acidos
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gordos, e 1,097 + 1,663mg acido gordo/g biomassa (ndo seca), com 32,57% do total de
acidos gordos, respetivamente. Para além destes, os quistos com &cido salicilico
também apresentaram o cido eicosandico, embora em quantidades muito baixas (0,004
+ 0,004mg &cido gordo/g biomassa (nédo seca)), enquanto os quistos sem acido salicilico
apresentaram o acido linolelaidico e o acido linolénico, com 0,250 + 0,405mg éacido
gordo/g biomassa (ndo seca) e 0,004 + 0,001mg &cido gordo/g biomassa (ndo seca),
respetivamente.

Identificaram-se mais acidos gordos nos quistos de H. pluvialis do que nas
células moveis, dado que os é&cidos gordos eicosandico, elaidico, linolénico e
araquidonico so se registaram nos quistos. Os &cidos gordos em comum entre as células
moveis e o0s quistos (oleico, linolelaidico, linoleico, araquidico, palmitico,
heptadecendico e estearico) encontram-se em maior quantidade nos quistos, tal como foi
descrito em 2007, por Cerén e colaboradores.

Contudo, ndo pode ser feita uma comparacdo direta com outros estudos, uma vez
que a maioria dos autores tem utilizado biomassa liofilizada, enquanto neste trabalho se
analisou o perfil de acidos gordos utilizando biomassa ndo seca, tal como Lim et al.,
(2012).

Vérios autores tém descrito a acumulacdo lipidica induzida em resposta a
stresses ambientais tais como stresse osmético, pH, temperatura, metais pesados e
outras substancias quimicas (Hu et al., 2008; Damiani et al., 2010; Sharma et al., 2012;
Mata et al., 2013), limitacdo de azoto (Yu et al., 1987; Illman et al., 2000; Zhekisheva
et al., 2002), elevada luminosidade (Gordillo et al., 1998) ou elevada salinidade (Ching-
Piao & Liang-Ping, 2001), dependendo também da idade da cultura e das fases do seu
ciclo de vida (Fidalgo et al., 1998; Cifuentes et al., 2003). Os &cidos gordos mais
abundantes descritos em H. pluvialis quando se encontra em condi¢fes desfavoraveis,
concretamente sob limitagdo de azoto e elevada luminosidade, sdo o &cido oleico, o
acido palmitico e o acido linoleico (Zhekisheva et al., 2002; Cerén et al., 2007;
Damiani et al., 2010). Os resultados do presente trabalho confirmam estes acidos gordos

como 0s mais abundantes, verificando-se também a presenca de grande quantidade do
acido estearico, que é um percursor do acido oleico (Martin et al., 2006). Segundo o

que alguns autores referem, o 4cido estearico € um &cido gordo muito comum nas
microalgas (Demirbas, 2009; Chacon-Lee & Gonzéalez-Marifio, 2010; Lim et al., 2012).

O seu aparecimento em maiores quantidades neste estudo podera estar relacionado com

72



as condicdes de cultivo, em que so se aplicou elevada luminosidade e borbulhamento de
ar, pois varios estudos demonstram que a composi¢do lipidica difere consoante as
condigdes de cultivo (Gordillo et al., 1998; Huntley & Redalje, 2007; Demirbas, 2009;
Damiani et al., 2010; Pal et al., 2011), ocorrendo particularmente um aumento de
lipidos quando as células sdo sujeitas a privacao de azoto (Zhekisheva et al., 2002).

Apesar de uma maior identificacdo e quantificacdo de acidos gordos nos quistos
do que nas células moveis, verificou-se que o0s quistos sem &cido salicilico apresentaram
uma maior quantidade de acidos gordos do que os quistos com acido salicilico. Sabe-se
que este &cido é fundamental na regulacdo da expressdo génica induzida por stresses
abidticos em plantas superiores, interferindo na rede de sinalizagdo da resposta de
defesa, mas ndo se conhece muito acerca do papel das fito-hormonas na fisiologia das
microalgas, especialmente a sua importancia na regulacdo do metabolismo secundéario
(Czerpak et al., 2002; Tarakhovskaya et al., 2007; Walia et al., 2007; Raman & Ravi,
2011; Gao et al., 2012). Uma vez que a astaxantina funciona como um mecanismo de
defesa, acumulando-se sob condicbes de stresse, poder-se-ia pensar no &cido salicilico
como uma molécula de sinalizacdo que desencadeasse esse mecanismo de defesa,
podendo intervir na sintese de astaxantina (Tarakhovskaya et al., 2007; Walia et al.,
2007; Raman & Ravi, 2011), contudo, os resultados obtidos ndo confirmaram esta
hipotese. O impacto do &cido salicilico foi apenas estudado no crescimento de Chlorella
vulgaris (Czerpak et al., 2002). No entanto, ndo se conhece nenhum outro estudo acerca
do seu efeito no conteddo lipidico de microalgas, que corrobore ou ndo os resultados
obtidos.

Tendo em conta o perfil de &cidos gordos monoinsaturados (&cido oleico e
elaidico) e polinsaturados (&cido linoleico e linolénico e araquiddnico) podera existir
algum potencial desta microalga associado a alimentacdo, e, consequentemente, na
melhoria da saide humana (Ruxton, 2004; Derner et al., 2006; Surette, 2008), uma vez
que é essencial que &cidos gordos como o linolénico e o linoleico, presentes em H.
pluvialis, sejam obtidos a partir da alimentacdo porque ndo sdo sintetizados
endogenamente por seres humanos. Diversas publica¢fes evidenciam que os &cidos
gordos polinsaturados tém muitos beneficios na salde humana, tais como melhoria do
risco de doencas cardiovasculares, inflamatdrias e fungdes cerebrais, para além de que
se tém colocado hipoteses do possivel efeito benéfico na reducdo do risco do declinio

cognitivo, deméncia e da doenca de Alzheimer (Ruxton, 2004).
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Segundo Durrett e colaboradores (2008), algumas das caracteristicas referidas
para a producdo de biocombustiveis a partir de microalgas podem ser também
encontradas nesta alga, dado que de entre os principais 6leos utilizados para a producéo
de biodiesel estdo o acido palmitico e o acido estearico, sendo estes 0s mais abundantes
em H. pluvialis. Contudo, apesar do perfil de &cidos gordos de H. pluvialis sob
condicGes de stresse ser elevado, ndo é o suficiente para fornecer os requisitos
necessarios para a producdo de biodiesel a nivel comercial comparando com outras
espeécies de microalgas em que o contetdo lipidico varia entre 20 a 50% do peso seco de
biomassa, como as microalgas mais comuns (Chlorella, Crypthecodinium,
Cylindrotheca, Dunaliella, Isochrystis, Nannochloris, Nannochloropsis, Neochloris,
Nitzschia, Phaeodactylum, Porphyridium, Schizochytrium e Tetraselmis) podendo
atingir 75% do peso seco de biomassa em Botryococcus braunii (Mata et al, 2009;
Singh & Gu, 2010).

4.5. Atividade antioxidante pelos ensaios ABTS e DPPH

No presente estudo, apenas se mediu a atividade antioxidante resultante do
extrato etandlico das células de H. pluvialis, uma vez que a solucdo de ABTS é diluida
em 4gua e o hexano e a acetona ndo sdo soluveis em 4gua. O etanol foi utilizado dado
que foi confirmado, por Guedes et al. (2013), ser um bom solvente para a extragéo de
carotenoides antioxidantes de H. pluvialis.

O método antioxidante utilizado foi 0 método de decaimento do radical ABTS~,
uma vez que tem sido otimizado para quantificar a atividade antioxidante intracelular
dos extratos de microalgas e cianobactérias (Guedes et al., 2013). O radical ABTS* é
um radical cromoforo quimicamente estavel que apresenta elevada solubilidade em agua
(Sucupira et al., 2012). Apresenta uma excelente estabilidade, sendo um dos testes mais
simples e rapidos de atividade antioxidante com resultados reprodutiveis.

Apos a realizacdo do ensaio antioxidante dos extratos etandlicos de H. pluvialis,
verificou-se que as células moveis demonstraram uma atividade antioxidante mais
elevada, de 6,59mg/L equivalente a acido ascorbico, do que os quistos vermelhos, tanto
0S que cresceram com e sem &cido salicilico no meio, para os quais foi registada uma
atividade de 0,13mg/L equivalente a &cido ascorbico e de 2,73mg/L equivalente a acido

ascorbico, respetivamente.
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Uma vez que os quistos vermelhos de H. pluvialis acumulam astaxantina
(Goodwin & Jamikorn, 1954; Harker et al., 1996; Lee & Zhang, 1999; Boussiba, 2000)
e sendo esta considerada um potente antioxidante muito promissor em diversas areas,
como cosmética, farmacéutica, alimentar, entre outras (Zhang et al., 1999; Guerin et al.,
2003; Higuera-Ciapara et al., 2006; Hussein et al., 2006; Armenta et al., 2009b; Chu,
2011), era de esperar uma maior atividade antioxidante nos quistos vermelhos do que
nas células moveis, as quais quando possuem astaxantina é em niveis muito reduzidos
(Goodwin & Jamikorn, 1954; Kobayashi et al., 1997a). Quanto aos quistos com acido
salicilico, verificou-se uma baixa atividade antioxidante. N&o foram encontrados
estudos sobre a influéncia do &cido salicilico no potencial antioxidante de microalgas,
assim como ndo se conhece a sua fungdo na via de sintese da astaxantina (Raman &
Ravi, 2011; Gao et al., 2012).

No entanto, os resultados obtidos estdo de acordo com Jaime e colaboradores
(2010), que utilizando o método ABTS, mas exprimindo a atividade antioxidante em
mmol Trolox/g de extrato, ndo sendo por isso possivel uma compara¢do em termos
absolutos, também obtiveram uma maior atividade antioxidante nas células mdveis do
gue nos quistos. Segundo 0s mesmos autores, que analisaram 0s componentes dos
extratos, esta maior atividade deveu-se ao conteudo de carotendides livres,
principalmente luteina, que se verificou em maior quantidade nas células méveis do que
nos quistos. A identificacdo de luteina como sendo o carotendide principal nas células
moveis, uma vez que se encontra em grandes quantidades (75-80%) ja tinha sido
descrita por Goodwin & Jamikom (1954).

Contudo, uma outra possivel explicacdo para os resultados obtidos é o facto do
tratamento por banho de ultrassons com uma frequéncia de 35kHz e poténcia de 240W,
durante 30 minutos, na realizacdo dos extratos, ndo ser suficiente para quebrar as
paredes celulares. Como alguns autores descreveram, um dos grandes problemas de
extracdo de conteddo intracelular dos quistos de H. pluvialis deve-se a enorme rigidez
da parede, que confere resisténcia a radiacdo ultravioleta e uma extraordinaria
resisténcia contra o ataque mecanico e quimico (Burczyk, 1987; Mendes-Pinto et al.,
2001; Hagen et al., 2002). Durante o procedimento de extracdo do conteddo celular, o
tempo ou a poténcia dos ultrassons ndo foram suficientes para quebrar grande parte das
células, como foi observado ao microscopio 6tico, conduzindo a acumulagdo dos
antioxidantes no interior da célula. Assim ndo se verificou a atividade antioxidante

esperada aquando da realizacdo do método de ABTS. A extragdo atraves dos ultrassons
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foi a técnica de extracdo utilizada uma vez que é considerada por muitos autores como
um dos métodos mais eficientes (Moulton & Wang, 1982; Kim & Zayas, 1989;
Vinatoru, 2001; Natarajan et al., 2014).

Segundo varios autores, ainda ndo existe um método totalmente eficiente para a
extracdo do conteudo celular das microalgas. Ao longo dos anos, tém sido estudadas e
avaliadas diversas estratégias em H. pluvialis para uma extracgdo eficiente da astaxantina
que proporcione um elevado rendimento (Guedes et al., 2013; Dong et al., 2014). As
técnicas mais testadas tém sido a extracdo assistida por ultrassons (UAE), extracdo por
maceracao, microextracdo em fase sélida, destilacdo por arraste a vapor (Zou et al.,
2013), utilizacdo de solventes seguidos de pré-tratamentos com &cidos organicos e
minerais a diferentes temperaturas seguidos de extragdo por ultrassons com poténcia
elevada (Mendes-Pinto et al., 2001; Sarada et al., 2006; Guedes et al., 2013; Dong et
al., 2014). Os resultados demonstram que o0s ultrassons podem ser um método
promissor para a extracdo de lipidos em microalgas com parede celular rigida, apesar de
ndo se poder considerar um unico método de disrupgdo celular eficiente para todas as
espécies de microalgas, uma vez que a eficiéncia da extracdo difere de acordo com a
espécie e com o método utilizado (Lee et al., 2010).

Relativamente a atividade antioxidante das células de Haematococcus pluvialis
medida pelo ensaio DPPH, mediu-se a atividade antioxidante dos extratos de etanol,
acetona e hexano das células mdveis de H. pluvialis. Dado que um dos grandes
problemas dos compostos antioxidantes é o facto de pertencerem a familias diferentes,
podendo ser polares, como as xantofilas (astaxantina, luteina, zeaxantina) ou apolares,
como os carotenos (p-caroteno, licopeno), utilizaram-se, para além do etanol, outros
dois solventes, a acetona, solvente para extrair compostos polares, e o hexano, solvente
para extrair compostos apolares, para que assim todos 0s compostos antioxidantes
pudessem ser extraidos (Guedes et al., 2013). Tendo em conta os resultados verifica-se
que o aumento do efeito antioxidante foi proporcional ao aumento da concentragdo do
extrato, 0 que ja ndo ocorreu nos quistos de H. pluvialis, como sera explicado
ulteriormente. Analisando o ECsq calculado para cada extrato, verificou-se que o menor
valor foi obtido a partir do extrato etandlico, sendo este 0 extrato que demonstrou maior
atividade antioxidante, pois um valor menor de ECs indica que € necessaria uma menor
quantidade de amostra para conseguir reduzir 50% da concentracdo de DPPH. O extrato
etandlico também foi o0 que apresentou maior percentagem de inibicdo do radical

DPPHe. Neste ensaio verificou-se que o etanol (solvente polar) foi o solvente que
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conseguiu extrair mais compostos antioxidantes polares, supondo-se, assim, que as
xantofilas (polares) apresentaram maior atividade antioxidante que o0s carotenos
(apolares). Estes resultados estdo de acordo com Jaime et al. (2010) e Guedes et al.
(2013), que descreveram o etanol como sendo um bom solvente para a extracdo de
antioxidantes em Haematococcus pluvialis.

Relativamente a atividade antioxidante dos extratos de etanol, acetona e hexano
dos quistos, verificou-se que extratos mais concentrados apresentaram menores
percentagens de inibicdo do radical DPPHe, enquanto extratos menos concentrados
apresentaram maiores percentagens de inibicdo do radical DPPHe. Certamente podera
existir alguma interferéncia da absorvancia maxima dos extratos, que apresentam uma
cor vermelha alaranjada, com a absorvancia méaxima do DPPH, a 515nm, que ao ser
oxidado adquire uma coloracdo amarela alaranjada (figuras 39 a 44). Estes resultados
estdo de acordo com Jaime et al. (2010) e Miller et al. (2011). Jaime et al. (2010)
descreveram que o radical DPPHe, ao possuir uma absorvancia méaxima entre 482 e
517nm, interferiu com a atividade antioxidante dos extratos, ndo apresentando
resultados viaveis. Miller e colaboradores (2011), através de diferentes métodos, entre
eles o método DPPH, compararam valores de atividade antioxidante obtidos numa
variedade de carotenos e xantofilas encontrados na dieta humana, conhecidos por serem
antioxidantes. Ao utilizarem o método DPPH ndo detetaram qualquer atividade
antioxidante de carotenodides. Quando adicionaram uma solucdo de carotendides a
solucdo de DPPH, foi produzida uma cor castanho-pUrpura escura, que interferiu com a
leitura de absorvancia do DPPH, a 515nm. Concluiram que a cor dos extratos, laranja-
avermelhada, interferiu com a absorvancia do DPPH, dado que, no espectro da luz
visivel as cores na gama do vermelho absorvem entre 500 e 700nm. Para reduzir esta
interferéncia entre a absorvancia do DPPH e a dos carotendides, 0s mesmos autores
alteraram o comprimento de onda para 540nm, em que o radical DPPH ainda tem uma
absorvancia significativa, verificando, no entanto, que alguns dos carotendides como a
astaxantina e o licopeno ainda absorviam, ndo sendo este um bom método para a
medicéo da atividade antioxidante destes compostos. Esta alteracdo do comprimento de
onda devido a interferéncia do pigmento também foi descrita por Griffiths et al. (2011),
que sugeriram estratégias para minimizar o erro, incluindo a selecdo de um
comprimento de onda que minimizasse a absorc¢do do pigmento.

No presente trabalho efetuou-se o0 metodo de determinacdo da atividade

antioxidante com DPPH por ser um método simples, preciso, rapido e econémico,

77



podendo ser utilizado na determinagdo da atividade antioxidante tanto de compostos
hidrofilicos como lipofilicos (Prakash, 2001; Kedare & Singh, 2011). Contudo, depois
de se obterem os resultados, considerou-se que a sua interpretacdo pode ser dificultada
qguando os compostos testados, particularmente os carotendides, possuem espetros que
sobrepdem a absorvancia de DPPH, a 515nm. Sabe-se que este radical também pode ser
aniquilado por agentes redutores contribuindo também para interpretacdes imprecisas da
avaliacdo da atividade antioxidante que podem ser probleméticas para a andlise
quantitativa (Arnao, 2000; Prior et al., 2005; Kedare & Singh, 2011). Deste modo, 0 uso
deste método para a avaliacdo da capacidade antioxidante tem alguns inconvenientes
(Prior et al., 2005).

Tendo em conta os resultados obtidos pelos dois ensaios é possivel uma
comparacdo entre os extratos etandlicos das células moveis de H. pluvialis com os
valores da atividade antioxidante dos extratos etandlicos dos alimentos utilizados como
referéncia. Através dos valores do ensaio de ABTS, constata-se que os valores
expressos em mg/L equivalente a &cido ascorbico das células méveis de H. pluvialis
possuem uma atividade antioxidante idéntica a da cenoura (5,98mg/L equivalente a
acido ascorbico) e os quistos idéntica a do tomate (0,44mg/L equivalente a acido
ascorbico). Analisando os valores obtidos pelo ensaio DPPH, conclui-se que o valor de
ECs do extrato etandlico das células moéveis também € proximo do valor de ECs
apresentado pela cenoura. Dado que entre 0s quistos que cresceram com e sem acido
salicilico e o DPPH ocorreu uma interferéncia entre absorvancias, resultando em valores
ndo viadveis, ndo se pode fazer uma comparacdo direta com os valores de atividade
antioxidante dos extratos etanolicos dos alimentos utilizados como referéncia. Contudo,
esperava-se uma maior atividade antioxidante proveniente desta microalga, uma vez que
é descrita na literatura por possuir elevada atividade antioxidante devido a presenca de
astaxantina.

Deste modo, e comparando os dois métodos, assume-se que 0 ensaio de ABTS
foi o mais adequado para a determinacédo da atividade antioxidante em H. pluvialis, uma

vez que o seu funcionamento nao sofre de interferéncias.

4.6. Pigmentos carotendides
Os pigmentos existentes em H. pluvialis foram apenas identificados e

quantificados na fase de quistos vermelhos, dado que, segundo a literatura, é nesta fase
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que existe uma maior quantidade de pigmentos carotendides (Kobayashi et al., 1997a;
Boussiba & Vonshak, 1991; Boussiba et al., 1999; Tripathi et al., 2002; Céron et al.,
2007). Os pigmentos identificados no presente estudo, P-caroteno, astaxantina e
clorofila a estdo de acordo com a literatura consultada. O pigmento mais abundante foi
0 B-caroteno, com 2,219 por 1000g de biomassa, seguido da astaxantina, com 1,609 por
1000g de biomassa e finalmente a clorofila a, com 1,27g por 1000g de biomassa.

Contudo, segundo a literatura, a astaxantina é descrita como o pigmento que
surge em maior quantidade quando as células de H. pluvialis se encontram em
condicdes de cultivo desfavoraveis. A idade da cultura podera ter influenciado, dado
que ao fim de 22 dias de cultivo, verificou-se, através da observagdo dos quistos ao
microscopio Gtico, a presenca de quistos verdes, com o centro laranja-acastanhado,
podendo o B-caroteno estar presente nestes em maior quantidade. E de notar que no
primeiro ensaio a quantidade de B-caroteno apresentada é muito inferior a registada nos
outros dois ensaios, podendo se dever a uma possivel oxidacao do pigmento. Verifica-se
que em 22 dias de cultivo as células acumularam astaxantina, mas ndo a suficiente para
ser considerada o pigmento maioritario, considerando-se serem necessarios mais dias
para uma maior acumulacdo. N&o € possivel uma comparacdo direta entre os valores
quantitativos resultantes e os obtidos por outros autores, uma vez que as unidades de
expressdo diferem. No entanto, Chaumont & Thépenier, em 1995, ao analisaram o
contetdo de carotendides presente em células de H. pluvialis sujeitas a um crescimento
continuo durante o ciclo solar, verificaram que a acumulacdo de carotendides
secundarios aumentou em poucas horas com a intensidade da luz, sendo
maioritariamente compostos por astaxantina e seus ésteres.

Os pigmentos carotendides resultantes no presente estudo estdo de acordo com
0s obtidos por Torzillo et al. (2005), contudo também ndo se pode fazer uma
comparacdo direta com o estudo destes autores, uma vez que as condigdes de cultivo
foram diferentes. Torzillo et al. (2005) ao variarem a intensidade luminosa de 50 até
600umol m? s*, verificaram que o contetido de clorofila nas células de H. pluvialis
diminuiu, de 2,3 para 1,8% do peso seco, com o0 aumento da luminosidade, enquanto o
conteldo de pigmentos carotendides aumentou de 0,6 para 0,9% de peso seco, sendo
identificadas xantofilas como a neoxantina, a violaxantina, a anteraxantina, a luteina, a
zeaxantina, a cantaxantina, a astaxantina na sua forma monoéster e diéster e dois
carotenos, o a-caroteno ¢ o B-caroteno. Ao analisarem a percentagem de carotendides

primarios e secundarios presentes durante o crescimento de H. pluvialis nas diferentes
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intensidades luminosas, concluiram que entre 50 e 200umol m? s os carotendides
primarios predominaram enquanto se verificou um aumento significativo dos
carotendides secundérios entre 400 e 600umol m™ s™, sendo a astaxantina na forma
monoéster o carotendide secundario predominante.

Diversos autores tém realizado trabalhos para conseguirem obter grandes
quantidades de carotendides secundarios nas células de H. pluvialis, variando os fatores
das condices de cultivo, obtendo também resultados quantitativos diferentes (Boussiba,
2000; Hagen et al., 2001; Sarada et al., 2002; Tripathi et al., 2002; Wang et al., 2003;
Bhosale, 2004; Céron et al., 2007).

O método utilizado, cromatografia em coluna, foi 0 método adotado por ser um
método fécil e de baixo consumo de solventes para as fases moveis e estacionarias (Ishii
& Takeuchi, 1990; Matsuda et al., 1993).
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5. Conclusoes
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No presente trabalho, com base numa abordagem multidisciplinar, foi possivel
estudar as potencialidades da estirpe ACOI 38 de Haematococcus pluvialis Flotow
existente na Algoteca da Universidade de Coimbra (ACOI), concretamente avaliar o seu
crescimento, conhecer o perfil de acidos gordos e principais pigmentos e determinar a
sua atividade antioxidante.

Para obter células moveis foi essencial estabelecer condicbes favoraveis a
divisdo celular, impedindo a ocorréncia de enquistamento, nomeadamente meio de
cultura M7, baixa intensidade luminosa de aproximadamente 5,68umol m? s*,
temperatura de 23°C e fotoperiodo de 16h:8h luz/escuro. Para o desenvolvimento de
quistos submeteu-se a cultura a condi¢cBes desfavoraveis, alterando a intensidade
luminosa para 43,24pmol m? s™ e introduzindo borbulhamento de ar.

Verificou-se uma maior producdo de quistos quando ndo houve adicdo de acido
salicilico, uma vez que em 20 dias foi obtido uma biomassa de 0,450g/L comparada
com 0,167g/L obtida pelos quistos que cresceram em meio com &cido salicilico. As
células mdveis apresentaram apenas 0,083g/L em 15 dias de crescimento.

Analisando o perfil de &cidos gordos combinados tanto das células moveis como
dos quistos, identificaram-se os principais acidos gordos, sendo o acido palmitico o
mais abundante nos quistos com e sem &cido salicilico, enquanto nas células moéveis o
acido estearico foi 0 que apareceu em maior quantidade. Perante estes valores, pode-se
considerar que esta estirpe de Haematococcus pluvialis tem um perfil de acidos gordos
com possivel potencial em varias areas, uma vez que tanto nas células moveis como nos
quistos foram identificados acidos gordos de interesse tanto na producdo de biodiesel,
como o acido palmitico e o acido estearico, como na industria alimentar, devido aos
acidos monoinsaturados (&cido oleico e elaidico) e polinsaturados (acidos linoleico,
linolénico).

Quer pelo ensaio de ABTS como pelo ensaio de DPPH, as células moveis de H.
pluvialis apresentaram uma atividade semelhante a da cenoura, que foi maior que a
atividade antioxidante exibida pelos quistos com e sem &cido salicilico. Através do
ensaio de ABTS, ambos os tipos de quistos apresentaram valores proximos da atividade
antioxidante demonstrada pelo tomate, enquanto pelo ensaio de DPPH néo foi possivel
medir a atividade antioxidante devido a interferéncia com a absor¢do méxima do DPPH,
a 515nm.

Os pigmentos identificados e quantificados em quistos de H. pluvialis, com 22

dias de crescimento, foram clorofila a, B-caroteno e astaxantina, sendo estes dois
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ultimos os mais abundantes, com 2,21 e 1,60g/1000g de biomassa, respetivamente, o
que demonstra que esta estirpe também poderd ser cultivada para producdo dos
carotenoides astaxantina ¢ [B-caroteno, que tém potenciais aplicacfes nas industrias
alimentar, quimica, farmacéutica, entre outras.

No entanto, esta estirpe demonstrou um crescimento lento e baixo, pelo que
estudos mais detalhados de cultivo para a otimizagé&o do crescimento e da producdo dos
compostos com interessantes aplicacdes em diversas areas deverao ser prioritarios antes

de um eventual uso comercial.

84



6. Referéncias bibliograficas

85






1. Algaebase (1996). www.algaebase.org/ [Consultado em 26 Abril 2013].

2. Algaebase (1996).
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=36266&-
session=abv4:025340A107be22D024XVvqC271D3. [Consultado em 17 Margo 2014].

3. Allinger, N. L. (1976). Organic Chemistry. Organic Chemistry (22 ed.). Worth

Publisher, Inc., New York.

4. Armenta, R. E. & Guerrero-Legarreta, 1. (2009a). Amino acid profile ad enhancement
of the enzymatic hydrolysis of fermented shrimp carotenoproteins. Food Chemistry.
112, 310-315.

5. Armenta, R. E. & Guerrero-Legarreta, 1. (2009b). Stability studies on astaxanthin
extracted from fermented shrimp byproducts. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 57, 6095-6100.

6. Arnao, M. B. (2000). Some methodological problems in the determination of
antioxidant activity using chromogen radicals: a practice case. Trends in Food Science
& Technology, 11, 419-421.

7. Berteau, O. & Mulloy, B. (2003). Sulfated fucans, fresh perspectives: Structures,
functions, and biological properties of sulfated fucans and an overview of enzymes

active toward this class of polysaccharides. Glycobiology, 13, 29-40.

8. Bhosale, P. (2004). Environmental and cultural stimulants in the production of
carotenoids from microorganisms. Applied Microbiology and Biotechnology, 63, 351—
361.

9. Bidigare, R. R., Obdrusek, M. E., Kennicutt, M. G., lturriaga, R., Harvey, H. R,

Holam, R. W. & Macko, S. A. (1993). Evidence for a photo protective function for
secondary carotenoids of snow algae. Journal of Phycology, 29, 427—434.

87



10. Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E. & Berset, C. (1994). Use of free radical
method to evaluate antioxidant activity. Lebensmittel-Wissenschaft & Technologie, 28,
25-30.

11. Brennan, L. & Owende, P. (2010). Biofuels from microalgae—A review of
technologies for production, processing, and extractions of biofuels and co-products.
Renewable & Sustainable Energy Reviews, 14, 557-577.

12. Brown, M. R. (2002). Nutritional value and use of microalgae in aquaculture. In:
Cruz-Suarez, L. E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Gaxiola-Cortés, M. G.,
Simoes, N. (Eds.). Avances en Nutricion Acuicola VI. Memorias del VI Simposium
Internacional de Nutricién Acuicola. 3 al 6 de Septiembre del 2002. Cancun, Quintana

Roo, México.

13. Boussiba, S. & Vonshak, A. (1991). Astaxanthin accumulation in the green alga
Haematococcus pluvialis. Plant and Cell Physiology, 32, 1077-1082.

14. Boussiba S., Bing, W., Zarka, A., Yuan, J. P. & Chen, F. (1999). Changes in
pigment profiles of Haematococcus pluvialis exposed to environmental stresses.
Biotechnology Letters, 21, 601-604.

15. Boussiba, S. (2000). Carotenogenesis in the green alga Haematococcus pluvialis:
Cellular physiology and stress response. Physiologia Plantarum, 108, 111-117.

16. Burchardt, L., Balcerkiewicz, S., Kokocinski, M., Samardakiewicz, S. & Adamski,
Z. (2006). Occurrence of Haematococcus pluvialis Flotow emend. Wille in a small
artificial pool on the university campus of the Collegium Biologicum in Poznan
(Poland). Biodiversity Research and Conservation, 1-2, 163-166.

17. Burczyk, J. (1987). Cell wall carotenoids in green algae that form sporopollenin.
Phytochemistry, 26, 121-128.

88



18. Cavalheiro, R., Rorig, L., Fontana, J. D. & Pessatti, M. (1999). Testes preliminares
de crescimento com uma cepa da microalga produtora de astaxantina Haematococcus
pluvialis (Chlorophyceae, Volvocales). Notas Técnicas da FACIMAR, 3, 73-77.

19. Ceron, M. C., Garcia-Malea, M. C., Rivas, J., Acien, F. G., Fernandez, J.M., Del
Rio, E., Guerrero, M. G. & Molina, E., (2007). Antioxidant activity of Haematococcus
pluvialis cells grown in continuous culture as a function of their carotenoid and fatty
acid content. Applied Microbiology and Cell Physiology, 74, 1112-11109.

20. Chacon-Lee, T. L. & Gonzalez-Marifio, G. E. (2010). Microalgaefor “Healthy”
Foods—Paossibilities and Challenges. Comprehensive reviews in food science and food

safety, 9.

21. Chaumont, D. & Thépenier, C. (1995). Carotenoid content in growing cells of
Haematococcus pluvialis during a sunlight cycle. Journal of Applied Phycology, 7, 529-
537.

22. Chen, Y. F. (2011). Production of Biodiesel from Algal Biomass: Current
Perspectives and Future; Academic Press: Waltham, MA, USA, 399.

23. Ching-Piao, L. & Liang-Ping, L. (2001). Ultrastructural study and lipid formation of
Isochrysis sp. CCMP1324. Botanical Bulletin — Academia Sinica, 42, 207-214.

24. Chisti, Y. (2008). Biodiesel from microalgae beats bioethanol. Trends
Biotechnology, 26, 126-131.

25. Chu, W. (2011). Potential applications of antioxidant compounds derived from

algae. Current topics in nutraceutical research, 9, 83-98.

26. Cifuentes, A. S., Gonzélez, M. A., Vargas, S., Hoeneisen, M. & Gonzalez, N.
(2003). Optimization of biomass, total carotenoids and astaxanthin production in
Haematococcus pluvialis Flotow strain Steptoe (Nevada, USA) under laboratory
conditions. Biological Research, 36, 343-357.

89



27. Collins, A. M., Jones, H. D. T., Han, D., Hu, Q., Beechem T. E. & Timlin, J. A.
(2011). Carotenoid Distribution in Living Cells of Haematococcus pluvialis
(Chlorophyceae). PLOS ONE, 6.

28. Conquer, J. A., Tierney, M. C., Zecevic, J., Bettger, W. J. & Fisher, R. H. (2000).
Fatty acid analysis of blood plasma of patients with Alzheimer’s disease, other types of
dementia and cognitive impairment. Lipids, 35, 1305-1312.

29. Czerpak, R., Bajguz, A., Gromek, M., Kozlowska, G. & Nowak, I. (2002). Activity
of salicylic acid on the growth and biochemism of Chlorella vulgaris Beijerinck. Acta
Physiologiae Plantarum, 24, 45-52.

30. Damiani, M. C., Popovich, C. A., Constenla, D. & Leonardi, P. I. (2010). Lipid
analysis in Haematococcus pluvialis to assess its potential use as biodiesel feedstock.
Bioresource Technology, 101, 3801-3807.

31. Demirbas, A. (2009). Production of biodiesel from algae oils. Energy Sources, Part
A, 31, 163-168.

32. Derner, R. B, Ohsg, S., Villela, M., Carvalho, S. M. & Fett, R. (2006). Microalgae,
products and applications. Ciéncia Rural, 36, 1959-1967.

33. Dominguez-Bocanegra, A. R., Legarreta, I. G., Jeronimo, F. M. & Campocosio, A.
T. (2004). Influence of environmental and nutritional factors in the production of

astaxanthin from Haematococcus pluvialis. Bioresource Technology, 92, 209-214.
34. Dong, S., Huang, Y., Wang, S. & Liu, Y. (2014). Four different methods
comparison for extraction of astaxanthin from green alga Haematococcus pluvialis. The

Scientific World Journal, 2014.

35. Droop, M. R. (1955). Some factors governing encystment in Haematococcus
pluvialis. Arch Mikrobiol, 21, 267-272.

90



36. Durrett, T., Benning, C. & Ohlrogge, J. (2008). Plant triacylglycerols as feedstocks
for the production of biofuels. The Plant Journal, 54, 593-607.

37. Fabregas, J., Otero, A., Maseda, A., Dominguez, A. (2001). Two-stage cultures for
the production of astaxanthin from Haematococcus pluvialis. Journal of Biotechnology,
89, 65-71.

38. Fidalgo, J. P, Cid, A., Torres, E., Sukenik, A. & Herrero, C. (1998). Effects of
nitrogen source and growth phase on proximate biochemical composition, lipid classes
and fatty acid profile of the marine microalga Isochrysis galbana. Aquaculture, 166,
105-116.

39. Fukuda, H., Kondo, A. & Noda, H. (2001). Biodiesel fuel production by
transesterification of oils. Journal of Bioscience and Bioengineering, 92, 405-416.

40. Gao, Z., Meng, C., Zhang, X., Dong, X., Miao, X., Wang, Y., Yang, L., Lv, H.,
Chen, L. & Ye, N. (2012). Induction of salicylic acid (SA) on transcriptional expression
of eight carotenoid genes and astaxanthin accumulation in Haematococcus pluvialis.
Enzyme and Microbial Technology, 51, 225- 230.

41. Garcia-Malea, M. C., Brindley, C., Del Rio, E., Acién, F. G., Fernandez, J. M. &
Molina, E. (2005). Modelling of growth and accumulation of carotenoids in
Haematococcus pluvialis as a function of irradiance and nutrients supply. Biochemical
Engineering Journal, 26, 107-114.

42. Goh, S-H., Yusoff, F. M. & Loh, S-P. (2010). A comparison of the antioxidant
properties and total phenolic content in a diatom, Chaetoceros sp. and a green

microalga, Nannochloropsis sp.. Journal of Agricultural Science, 2, 123-130.
43. Goiris, K., Muylaert, K., Fraeye, 1., Foubert, I., Brabanter, J. D. & Cooman, L. D.

(2012). Antioxidant potential of microalgae in relation to their phenolic and carotenoid
content. Journal of Applied Phycology, 24, 1477-1486.

91



44, Goksan, T., Ak, I. & Kilig, C. (2011). Growth Characteristics of the Alga
Haematococcus pluvialis Flotow as affected by nitrogen source, vitamin, light and
aeration. Turkish Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 11, 377-383.

45. Goodwin. T. W. & M. Jamikorn. (1954). Studies in carotenogenesis. Il. Carotenoid
synthesis in the alga Haematococcus pluvialis. Biochemical Journal, 57, 376-381.

46. Gordillo, F. J., Goutx, M., Figueroa, F. L. & Niell, F. X. (1998). Effects of light
intensity, CO, and nitrogen supply on lipid class composition of Dunaliella viridis.
Journal of Applied Phycology, 10, 135-144.

47. Griffiths, M. J., Garcian, C., van Hille, R. P. & Harrison, S. T. L. (2011).
Interference by pigment in the estimation of microalgal biomass concentration by

optical density. Journal of Microbiological Methods, 85, 119-123.

48. Guedes, A. C., Amaro, H. M., Gido, M. S. & Malcata, F. X. (2013). Optimizations
of ABTS radical cation assay specifically for determination of antioxidant capacity of

intracellular extracts of microalgae and cyanobacteria. Food Chemistry, 138, 638-643.

49. Guerin, M., Huntley, M. E. & Olaizola, M. (2003). Haematococcus astaxanthin:
applications for human health and nutrition. Trends in Biotechnology, 21, No.5.

50. Guschina, I. A. & Harwood, J. L. (2006). Lipids and lipid metabolism in eukaryotic
algae. Progress in Lipid Research, 45, 160-186.

51. Guzman, S., Gato, A. & Galleja, J. M. (2001). Antiinflammatory, analgesic and free
radical scavenging activities of the marine microalgae Chlorella stigmatophora and
Phaeodactylum tricornutum. Phytotherapy Research, 15, 224-230.

52. Hagen, C., Siegmund, S. & Braune, W. (2002). Ultrastructural and chemical

changes in the cell wall of Haematococcus pluvialis (Volvocales, Chlorophyta) during

aplanospore formation. European Journal of Phycology, 37, 217-226.

92



53. Harker, M., Tsavalos, A. J. & Young, A. J. (1996). Autotrophic growth and
carotenoid production of Haematococcus pluvialis in a 30 liter air-lift photobioreactor.
Journal of Fermentation and Bioengineering, 82, 113-118.

54. Herrero, M., Jaime, L., Martin-Alvarez, P. J., Cifuentes, A. & Ibafiez, E. (2006).
Optimization of the extraction of antioxidants from Dunaliella salina microalga by
pressurized liquids. Journal of Agricultural Food Chemistry, 54, 5597-5603.

55. Higuera-Ciapara, I., Felix-Valenzuela, L. & Goycoolea, F. M. (2006). Astaxanthin:
a Review of its Chemistry and Applications. Critical Review of Food Science and
Nutrition, 46, 185-196.

56. Hoek, C. V. D., Mann, D. G. & Jahns, H. M. (1995). Algae - An introduction to
phycology, Cambridge, Cambridge University Press.

57. Hu, Q., Sommerfeld, M., Jarvis, E., Ghirardi, M., Posewitz, M., Seibert, M. &
Darzins, A. (2008). Microalgal triacylglycerols as feedstocks for biofuel production:

perspectives and advances. The Plant Journal, 54, 621-639.

58. Huntley, M. E. & Redalje, D. G. (2007). CO, mitigation and renewable oil from
photosynthetic microbes: a new appraisal. Mitigation and Adapation Strategies for
Global Change, 12, 573-608.

59. Hussein, G., Sankawa, U., Goto, H., Matsumoto, K. & Watanabe, H. (2006).
Astaxanthin, a carotenoid with potential in human health and nutrition. Journal of
Natural Products, 69, 443-449.

60. lllman, A. M., Scragg, A. H. & Shales, S. W. (2000). Increase in Chlorella strains
calorific values when grown in low nitrogen medium. Enzyme Microbiology

Technology, 27, 631-635.

61. Ishii, D. & Takeuchi, T. (1990). Trends in Analytical Chemistry, 9, 152-157.

93



62. Jahnkle, L. (1999). Massive carotenoid accumulation in Dunaliella bardawil
induced by ultraviolet-A radiation. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, 48, 68-74.

63. Jaime, L., Mendiola, J. A., Herrero, M., Soler-Rivas, C., Santoyo, S., Sefiorans, F.
J., Cifuentes, A. & Ibéfez, E. (2005). Separation and characterization of antioxidants
from Spirulina platensis microalga combining pressurized liquid extraction, TLC, and
HPLC-DAD. Journal of Separation Science, 28, 2111-2119.

64. Jaime, L., Rodriguez-Meizoso, I., Cifuentes, A., Santoyo, S., Suarez, S., Ibafiez, E.
& Sefiorans, F., J. (2010). Pressurized liquids as an alternative process to antioxidant
carotenoids extraction from Haematococcus pluvialis microalgae. Food Science and
Technology, 43, 105-112.

65. Johnson, E. A. & An, G-H. (1991). Astaxanthin from Microbial Sources. Critical
Reviews in Biotechnology, 11 (4), 297-326.

66. Kedare, S. B. & Singh, R. P. (2011). Genesis and development of DPPH method of
antioxidant assay. Journal of Food Science and Technology, 48(4), 412-422.

67. Kelsey, N. A., Wilkins, H. M. & Linesman, D. A. (2010). Nutraceutical
Antioxidants as Novel Neuroprotective Agents. Molecules, 15, 7792-7814.

68. Kim, S. M. & Zayas, J. F. (1989). Processing parameters of chymosin extraction by

ultrasound. Journal of food science, 54, 700-703.

69. Klejdus, B., Lojkova, L., Plaza, M., Snéblova, M. & Stérbova, D. (2010).
Hyphenated technique for the extraction and determination of isoflavones in algae:
Ultrasound-assisted supercritical fluid extraction followed by fast chromatography with

tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1217, 7956-7965.

70. Kobayashi, M., Kakizono, T., Nishio, N., Nagai, S., Kurimura, Y. & Tsuji, Y.
(1997a). Antioxidant role of astaxanthin in the green alga Haematococcus pluvialis.

Applied Microbiology and Biotechnology, 48, 351-356.
94



71. Kobayashi, M., Kurimura, Y., Kakizono, T., Nishio, N. & Tsuji, Y. (1997b).
Morphological Changes in the Life Cycle of the Green Alga Haematococcus pluvialis.

Journal of Fermentation and Bioengineering, 84, 94-97.

72. Lee, Y. K. & Zhang, D. H. (1999). Production of astaxanthin by Haematococcus. In
Cohen, Z. [Ed.] Chemicals from Microalgae. Taylor & Francis, London, UK, 95-173.

73. Lee, J-Y., Yoo, C., Jun, S-Y, Ahn, C-Y. & Oh, H-M. (2010). Comparison of several
methods for effective lipid extraction from microalgae. Bioresource Technology, 101,
575-577.

74. Li, H., Cheng, K., Wong, C., Fan, K., Chen, F. & Jiang, Y. (2007). Evaluation of
antioxidant capacity and total phenolic content of different fractions of selected
microalgae. Food Chemistry, 102, 771-776.

75. Lim, D. K. Y., Garg, S., Timmins, M., Zhang, E. S. B., Thomas-Hall, S. R.,
Schuhmann, H., Li, Y. & Schenk, P. M. (2012). Isolation and evaluation of oil-
producing microalgae from subtropical coastal and brackish waters. PLOS ONE, 7 (7).

76. Liu, Z. Y., Wang, G. C. & Zhou, B. C., (2008). Effect of iron on growth and lipid
accumulation in Chlorella vulgaris. Bioresource Technology, 99, 4717-4722.

77. Lorenz, T. (1999). A Technical Review of Haematococcus Algae. NatuRoscTH
Tecnhica Bdlain#60.

78. Macedo, R. V. T. & Alegre, R. M. (2001). Influence of Nitrogen Content in the
Cultivation of Spirulina maxima in two temperature levels - Part 1l, Producdo de

Lipidios Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 21, 183-186.
79. Martin, C. A., Almeida, V. V., Ruiz, M. R., Visentainer, J. E. L., Matshushita, M.,

Souza, N. E. & Visentainer, J. V. (2006). Omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty

acids: importance and occurrence in foods. Revista de Nutri¢do, 19, 761-770.

95



80. Mata, T. M., Almeida, R. & Caetano, N. S. (2013). Effect of the culture nutrients on
the biomass and lipid productivities of microalgae Dunaliella tertiolecta. Chemical
Engineering Transactions, 32, 973-978.

81. Matsuda, R., Hayashi, Y., Suzuki, T. & Saito, Y. (1993). Information theory of
miniaturization advantages of column liquid chromatography for quantitative analysis.
Journal Analytical Chemistry, 347, 225-229.

82. McGinn, P., Dickinson, K., Bhatti, S., Frigon, J.-C., Guiot, S. & O’Leary, S. (2011).
Integration of microalgae cultivation with industrial waste remediation for biofuel and
bioenergy production: Opportunities and limitations. Photosynthesis Research, 1009,
231-247.

83. Mendes-Pinto, M. M., Raposo, M. F. J., Bowen, J., Young, A. J. & Morais, R.
(2001). Evaluation of diferente cell disruption processes on encysted dells of
Haematococcus pluvialis: effects on astaxanthin recovery and implications for bio-

availability. Journal of Applied Phycology, 13, 19-24.

84. Mendiola, J., Jaime, L., Santoyo, S., Reglero, G., Cifuentes, A. & Ibanez, E. (2007).
Screening of functional compounds in supercritical fluid extracts from Spirulina
platensis. Food Chemistry, 102, 1357-1367.

85. Mendoza, H., Martel, A., Jiménez del Rio, M. & Garcia-Reina, G. (1999). Oleic
acid is the main fatty acid related with carotenogenesis in Dunaliella salina. Journal of
Applied Phycology, 11, 15-19.

86. Miki, W. (1991). Biological functions and activities of animal carotenoids. Pure and
Applied Chemistry, 63, 141-146.

87. Miller, N. J., Sampson, J., Candeias, L. P., Bramley, P. M. & Rice-Evans, C. A.

(1996). Antioxidant activities of carotenes and xanthophylls. FEBS Letters, 384, 240-
242

96



88. Miranda, M. S., Cintra, R.G., Barros, S.B. & Mancini Filho, J. (1998). Antioxidant
activity of the microalga Spirulina maxima. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, 31, 1075-1079.

89. Mishra, K., Ojha, H. & Chaudhury, N. K. (2012). Estimation of antiradical
properties of antioxidants using DPPHe assay: A critical review and results. Food
Chemistry, 130, 1036-1043.

90. Mostafa, S. S. M. (2012). Microalgal Biotechnology: Prospects and Applications.
Plant Science, 12, 276-314.

91. Moulton, K. J. & Wang, L. C. (1982). A pilot-plant study of continuous ultrasonic

extraction of soybean protein. Journal of Food Science, 47, 1127-1129.

92. Miller, L., Frohlich, K. & Bohm, V. (2011). Comparative antioxidant activities of
carotenoids measured by ferric reducing antioxidant power (FRAP), ABTS bleaching
assay (aTEAC), DPPH assay and peroxyl radical scavenging assay. Food Chemistry,
129, 139-148.

93. Murillo, E. (1992). Efecto hipercolesterole’mico de la cantaxantina y la astaxantina

en ratas. Archivos Latinoamericanos de Nutricion, 42, 409-413.

94. Natarajan, R., Ang, W. M. R., Chen, X., Voigtmann, M. & Lau, R. (2014). Lipid
releasing characteristics of microalgae species through continuous ultrasonication.

Bioresource Technology, 158, 7-11.
95. Olaizola, M. (2000). Commercial production of astaxanthin from Haematococcus
pluvialis using 25,000-liter outdoor photobioreactors. Journal of Applied Phycology, 12,

499-506.

96. Ozério, R. A. (2007). Elaboragdo e caracterizacdo de microparticulas de
astaxantina com quitosana. Tese de mestrado, Universidade Federal de Santa Catarina.

97



97. Pal, D., Khozin-Goldberg, I., Cohen, Z. & Boussiba, S. (2011). The effect of light,
salinity, and nitrogen availability on lipid production by Nannochloropsis sp. Applied
Microbiology and Biotechnology, 90, 1429-1441.

98. Peled, E., Leu, S., Zarka, A., Weiss, M., Pick, U., Khozin-Goldberg, I. & Boussiba,
S. (2011). Isolation of a Novel Oil Globule Protein from the Green Alga
Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae). Springer AOCS, 46, 851-861.

99. Pereira, H. (2009). Desenvolvimento e optimizacdo de um meio de cultura para
producdo de biomassa algal em larga escala. Tese de Mestrado, Universidade do
Algarve.

100. Prabakaran, P. & Ravindran, A. D. (2011). A comparative study on effective cell
disruption methods for lipid extraction from microalgae. Applied Microbiology, 53,
150-154.

101. Prakash, A. (2001). Antioxidant activity. Medicinal Laboratory Anal Prog., 19(2),
1-6.

102. Prior, R. L., Wu, X. & Schaich, A. K. (2005). Standardized methods for the
determination of antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary supplements.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 4290-4302.

103. Pulz, O. & Gross, W. (2004). Valuable products from biotechnology of
microalgae. Applied Microbiology Biotechnology, 65, 635—648.

104. Rao, A. R., Sarada, R., Baskaran, V. & Ravishankar, G. A. (2006). Antioxidant
activity of Botryococcus braunii extract elucidated in vitro models. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 54, 4593-459.

105. Raman, V. & Ravi, S. (2011). Effect of salicylic acid and methyl jasmonate on

antioxidant systems of Haematococcus pluvialis. Acta Physiologiae Plantarum, 33,
1043-1049.

98



106. Raposo, M. F. J., Morais, A. M. M. B., Morais & R. M. S. C. (2012). Effects of
spray-drying and storage on astaxanthin content of Haematococcus pluvialis biomass.
World Journal Microbiology Biotechnology, 28, 1253-1257.

107. Riccioni, G. (2009). Carotenoids and cardiovascular disease. Current
Atherosclerosis Reports, 11, 434-439.

108. Richmond, A. (2003). Biological principles of mass cultivation, in: A. Richmond
(Ed.), Handbook of Microalgal Cultures, Blacwell Science Ltd.

109. Roberts, K. (1974). Crystalline glycoproteins of algae: their structure, composition
and assembly. Philosophical Transactions of the Royal Society, 268: 129-146.

110. Rocha, J. M. S., Garcia, J. E. C. & Henriques, M. H. F. (2003). Growth aspects of
the marine microalga Nannochloropsis gaditana. Biomolecular Engineering, 20, 237-
242.

111. Rodriguez-Amaya, D. B. & Kimura, M. (2004). HarvestPlus Handbook for
Carotenoid Analysis, Washington, DC and Cali: International Food Policy Research
Institute (IFPRI) and International Center for Tropical Agriculture (CIAT).

112. Roessler, P. G. (1990). Environmental control of glycerolipid metabolism in
microalgae: commercial implications and future research directions. Journal of
Phycology, 26, 393-399.

113. Roy, S., Llewellyn, C., Egeland, E. S., Johnsen, G. (2011). Phytoplankton

Pigments, Cambridge University Press, New York.

114. Ruxton, C. H. S., Reed, S. C., Simpson, M. J. A. & Millington, K. J. (2004). The
health benefits of omega-3 polyunsaturated fatty acids: a review of the evidence.
Journal of Human Nutrition Dietetics, 17, 449-4509.

115. Rushton, A., Ward, A. S. & Holdich R. G. (2000). Soli-liquid filtration and
separation technology (2nd Ed.), Federal Republic of Germany.

99



116. Safer, A. M. & Al-Nughamish, A. J. (1999). Hepatotoxicit Induced by the Anti-
oxidant Food Additive Butylated Hydroxytoluene (BTH) in Rats: an Electron
Microscopical Study. Histolology and Histopathology, 14, 391-406.

117. Sander, K. & Murthy, G. S. (2010). Life cycle analysis of algae biodiesel. The
International Journal of Life Cycle Assessment, 15, 704-714.

118. Santos, M. F. & Mesquita, J. F. (1984a). Ultrastructural study of Haematococcus
lacustris (Girod.) Rostafinski (Volvocales) I. Some aspects of carotenogenesis.
Cytologia, 49, 215-228.

119. Santos, M. F. & Mesquita, J. F. (1984b). Ultrastructural study of Haematococcus
lacustris (Girod.) Rostafinski (Volvocales) Il. Mitosis and cytokinesis. Cytologia, 49,
229-241.

120. Sarada, R., Tripathi, U. & Ravishankar, G.A. (2002). Influence of stress on
astaxanthin production in Haematococcus pluvialis grown under different culture

conditions. Process Biochemistry. 37, 623-627.

121. Sarada, R., Vidhyavathi, R., Usha, D. & Ravishankar, A. (2006). En eficient
method for extraction of astaxanthin from green alga Haematococcus pluvialis. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 54, 7585-7588.

122. Schlésser, U. G. (1994). SAG - Sammlung von Algenkulturen at the University of
Gottingen. Catalogue of Strains 1994.

123. Schoefs, B., Rmiki, N. E., Rachadi, J. & Lemoine, Y. (2003). Astaxanthin
accumulation in Haematococcus requires a cytochrome P450 hydroxylase and an active

synthesis of fatty acids. FEBS Letters, 500, 125-128.

124. Schuhmann, H., Lim, D.K.Y. & Schenk, P.M. (2011). Perspectives on metabolic

engineering for increased lipid contents in microalgae. Biofuels, 3, 71-86.

100



125. Sendra, J. M., Sentandreu, E. & Navarro, J. L. (2006). Reduction kinetics of the
free stable radical 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe¢) for determination of the
antiradical activity of citrus juices. European Food Research and Technology. 223, 615—
624.

126. Sharma, K. K., Schuhmann, H. & Schenk P. M. (2012). High lipid induction in

microalgae for biodiesel production. Energies, 5, 1532-1553.

127. Singh, J. & Gu, S. (2010). Commercialization potential of microalgae for biofuels
production. Renewable and Sustainable energy reviews, 14, 2596-2610.

128. Spolaore, P., Joannis-Cassan, C., Duran, E. & Isambert, A. (2006). Commercial

applications of microalgae. Journal of Bioscience and Bioengineering 101, 87-96.

129. Sucupira, N. R., Silva, A. B., Pereira, G. & Costa, J. N. (2012). Methods for
Measuring Antioxidant Activity of Fruits. UNOPAR Cientifica Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, 14(4), 263-269.

130. Surette, M. E. (2008). The science behind dietary omega-3 fatty acids. Canadian

Medical Association or its licensors, 2, 177-180.

131. Takaichi, S. (2011). Carotenoids in Algae: Distributions, biosyntheses and
functions. Marine Drugs, 9, 1101-1118.

132. Tarakhovskaya, E. R., Maslov, Y. I. & Shishova, M. F. (2007). Phytohormones in
Algae. Russian Journal of Plant Physiology, 54, 163-170.

133. Tjahjono, A. E., Hayama, Y., Kakizono, T., Tereda, Y., Nishio, N. & Nagai, S.
(1994). Hyper accumulation of astaxanthin in a green alga Haematococcus pluvialis at
elevated temperatures. Biotech. Lett., 16, 133-138.

134. Tripathi, U. Sarada, R., Ravishankar, G. A. (2002). Effect of culture conditions on
growth of green alga — Haematococcus pluvialis and astaxanthin production. Acta
Physiologiae Plantarum, 24, 323-329.

101



135. Thompson, G. A. (1996). Lipids and membrane function in green algae.
Biochimica et Biophysica Acta, 1302, 17-45.

136. Torzillo, G., Goksan, T., Isik O. & Gokpinar, S. (2005). Photon irradiance required
to support optimal growth and interrelations between irradiance and pigment
composition in the green alga Haematococcus pluvialis. European Journal Phycology,
40(2), 233-240.

137. Vasudevan, P. T. & Briggs, M. (2008). Biodiesel production current state of the art
and challenges. Journal of Industrial Microbiology Biotechnology, 35, 421-430.

138. Vinatoru, M. (2001). An overview of the ultrasonically assisted extraction of

bioactive principles from herbs. Ultrasonics Sonochemistry, 8, 303-313.

139. Xu, H., Miao, X. & Wu, Q. (2006). High quality biodiesel production from a
microalga Chlorella protothecoides by heterotrophic growth in fermenters. Journal of
Biotechnology, 126, 499-507.

140. Yu, S., Hubbard, J. S., Holzer, G. & Tornabene, T. G. (1987). Total lipid
production of the green alga Nannochloropsis sp. QIl under different nitrogen regimes.
Journal of Phycology, 23, 289-296.

141. Yuan, J-P., Chen, F., Liu, X. & Li, X-Z. (2002). Carotenoid composition in the

green microalga Chlorococcum. Food Chemistry, 76, 319-325.

142. Zhang, X-W., Gong, X. D. & Chen, F. (1999). Dynamics and stability analysis of
the growth and astaxanthin production system of Haematococcus pluvialis. Journal of
Industrial Microbiology & Biotechnology, 23, 133-137.

143. Zhekisheva, M., Boussiba, S., Khozin-Goldberg, 1., Zarka, A. & Cohen, Z. (2002).
Accumulation of oleic acid in Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae) under nitrogen
starvation or high light is correlated with that os astaxanthin esters. Journal of
Phycology, 38, 325 — 331.

102



144, Zou, T-B., Jia, Q., Li, H-W., Wang, C-X. & Wu, H-F. (2013). Response surface
methodology for ultrasound-assisted extraction of astaxanthin from Haematococcus
pluvialis. Marine Drugs, 11, 1644-1655.

145. Walia, H., Wilson, C., Condamine, P., Liu, X., Ismail, A. M. & Close, T. J. (2007).
Large scale expression profiling and physiological characterization of jasmonic acid-

mediated adaptation of barley to salinity stress. Plant, Cell & Environment, 30, 410-421.

146. Wang, J., Sommerfeld, M. R., Lu, C. & Hu, Q. (2013). Combined effect of initial
biomass density and nitrogen concentration on growth and astaxanthin production of

Haematococcus pluvialis (Chlorophyta) in outdoor cultivation. Algae, 28, 193-202.

147. Wang, B., Zarka, A., Trebst, A. & Boussiba, S. (2003). Astaxanthin acumulation in
Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae) as an active photoprotective process under
high irradiance. Journal of Phycology, 39, 1116-1124.

148. Woessner, J. P. & Gooenough, U. W. (1994). Volvocine cell walls and their

constituent glycoproteins: an evolutionary perspective. Protoplasma, 181, 245-258.
149. Wu, L-C., Ho, J-A. A., Shieh, M-C. & Lu, I-W. (2005). Antioxidant and anti-

proliferative activities of Spirulina and Chlorella water extracts. Journal of Agricultural
Food Chemistry, 53, 4207-4212.

103






/. Anexos

105






Anexo 1 — Composicao do extrato de solo e do extrato de Sphagnum utilizados no

meio M7

1.2. Extrato de solo

200 g de terra virgem : 1 L de dgua destilada

1. Colocar 1,600 Kg de terra numa panela e juntar lentamente 8 litros dgua destilada. Mexer.

2. Deixar ferver durante 1 hora, desligar e deixar arrefecer.

3. Filtrar o sobrenadante usando um balgo de 3 L, funil de vidro, algoddo e filtro de papel.
Descartar a lama.

4. Distribuir o filtrado por baltes até 200 ml cada.

5. Centrifugar o filtrado, a 4 000 rpm, durante 15 minutos. Colocar o sobrenadante em balGes de
200 ml esterilizados (encher s6 150 mi).

6. Autoclavar durante lhora, em 3 dias seguidos.

7. Conservar no frigorifico.

1.3. Extrato de Sphagnum

500g de Sphagnum : 15L de dgua destilada

1. Colocar 250g de Sphagnum numa panela e juntar lentamente 7,51 de dgua destilada. Deixar
durante a noite.
Colocar a ferver durante 1 hora, desligar e deixar arrefecer.
Filtrar o sobrenadante usando um bal3o de 3L, funil de vidro, algoddo e filtro de papel.
Descartar os restos solidos.
Distribuir o filtrado por baltes de 200ml esterilizados (encher s6 150ml).

5. Autoclavar durante 1 hora, 3 dias seguidos.

6. Colocar no frigorifico.

Anexo 2 - Espectros de absorcédo no visivel dos extratos etanolicos dos alimentos
utilizados como referéncia. A, amora; B, cenoura; C, framboesa; D, mirtilo; E,

morango; F, tomate; G, uva.
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Anexo 3. Determinacéo do Ecs

Exemplo da determinacdo do Ecsy do extrato de etanol das células moveis de H.

pluvialis.

Diluicéo Absorvancia
(mg/mL) a515nm

10 0,551
7 0,556
5 -

3 0,563

Absorvancia

0,565
0,56
0,555
0,55
0,545
0,54
0,535
0,53
0,525

0\\\
y =-0,0045x + 0,5763
R?=10,9959 .
0 5 10 15

Diferentes concentracfes do extrato

Controlo (1,8 DPPH + 0,2mL extrato etantlico) = 0,561

Equacdo da reta de absorvancia do extrato etanélico: y =mx + b

y=0,561/2 = y = 0,281

X = (y-b)/m & x =(10,281-0,576)/(-0,0045) < x = 65,73mg/mL
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