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editorial 1

Em 2012, reconhecendo a importancia da Economia do
MAR, a EU identificou o crescimento AZUL como area es-
tratégica, tendo definido 5 dominios de intervencdo prefe-
rencial: aquacultura, energia azul, turismo, recursos mine-
rais marinhos e biotecnologia. Em Portugal, o impacto social,
tecnolégico e econémico da Economia do MAR sera enor-
me, uma vez que é um dos paises do mundo com a mais
extensa zona econdémica exclusiva (ZEE).

A aplicacdo da Biotecnologia é, sem ddvida, uma das prin-
cipais componentes no desenvolvimento da Economia do
MAR tendo dando origem ao que hoje se chama BIOTEC-
NOLOGIA AZUL. As aplicagbes biotecnolégicas relaciona-
das com organismos de origem marinha deixaram de perten-
cer a uma drea que apresentava um promissor potencial de
desenvolvimento, tendo-se transformado numa atividade em
franco crescimento ao nivel mundial, com um sélido retorno
tanto comercial como em termos de solucées inovadoras.

Neste contexto e na continuagdo do seu esforgo para divul-
gar o que é feito em Portugal em dreas importantes da Bio-
tecnologia, a SPBT achou por bem dedicar um nimero da
sua revista a Biotecnologia Azul. Esperamos que este nimero
contribua para evidenciar a quantidade e a qualidade do tra-
balho que tem vindo a ser desenvolvido pela comunidade
cientifica portuguesa nesta area fundamental para o desen-
volvimento da economia portuguesa.

José Teixeira
(Presidente da SPBT)

Contamos com todos para uma
SPBT dinamica e participativa
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Isolamento e selecao de estirpes locais
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'CIRN - Centro de Investigagdo em Recursos Naturais & Grupo de Biologia Marinha, Departamento de Biologia, Universidade dos Acores,

9501-801 Ponta Delgada, Agores, Portugal
*ALGICEL - Biotecnologia e Investigagdo, Ponta Delgada, Portugal
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Resumo

As microalgas nativas estdo bem adaptadas aos fatores abidticos e bidticos locais predominantes e quando cultivadas localmen-
te é fundamental a selecdo de estirpes com potencial biotecnoldgico. Duas estirpes locais de H. pluvialis foram identificadas
e isoladas de pocgas de dgua doce em locais distintos. Foram cultivadas por um periodo de 60 dias em meio de cultura MES
esterilizado em camara de cultura. Medi¢oes periddicas foram realizadas para avaliar a produgdo de biomassa e acumulagio
de astaxantina. As estirpes locais apresentaram no geral a maior e menor producdo de biomassa e acumulagao de astaxantina
o que demonstra a variabilidade entre estirpes da mesma espécie. Por conseguinte, estirpes locais devem ser avaliadas quando

se considera uma exploragdo em grande escala.

Introducao

Muitas espécies de microalgas permanecem desconhecidas
para a ciéncia, apesar do seu ja reconhecido potencial bio-
tecnolégico [1]. Que se saiba, apenas 15 espécies de mi-
croalgas conhecidas atualmente sdo cultivadas com a fina-
lidade da respetiva utilizagdo nas inddstrias nutracéuticas,
cosméticas, ragdes de aquacultura, ou tratamento de aguas
residuais [2].

Um dos processos mais recentes, baseado nas microalgas é
a produgdo de astaxantina a partir de H. pluvialis Flotow,
Chlorophyta. A astaxantina € um pigmento carotenoide de
elevado valor econémico com importantes aplicagdes nas
industrias nutracéuticas, cosméticas, alimentos e ragdes [3].
H. pluvialis é uma espécie cosmopolita, com registos em to-
dos os continentes com exce¢do da Antartida. Na natureza
ocorre geralmente em pequenas pogas efémeras criadas pela
chuva dando-lhes uma cor vermelha brilhante devido a acu-
mulagdo de astaxantina pela espécie. E uma microalga uni-
celular, biflagelada e uninucleada com células fechadas por
uma parede ovoide, elipsoide, elipsoide-cilindrica ou quase
globosa [4].

A quantidade de astaxantina acumulada por H. pluvialis va-
ria drasticamente entre estirpes da mesma espécie. De acor-
do com Borowitzka [5], a biomassa seca de H. pluvialis pode
conter 1,5 a 8% de astaxantina. Devido ao elevado valor
comercial da astaxantina, cerca de U.S. $ 2 500 por quilo
[6], a selecdo da estirpe mais adaptada a sua acumulagio é
fundamental.

Espécies de microalgas nativas tém sido naturalmente se-

lecionadas nas suas respetivas regides na medida em que
estdo, a priori, melhor adaptadas aos fatores biéticos e abi-
6ticos prevalecentes e, portanto, estio evolutivamente pre-
paradas para a produgao de bio recursos locais [7].

Este trabalho compara a produtividade em termos de bio-
massa e de acumulacio de astaxantina entre duas estirpes
locais de H. pluvialis (coletadas na ilha de Sdo Miguel, Ago-
res) e uma nao local.

Obtencao e preparacao das estirpes de H.
pluvialis

A estirpe de H. pluvialis ndo indigena foi adquirida a cole¢ao
de culturas da Universidade do Texas (UTEX # 2505) [8]. As
duas estirpes locais foram coletadas em pogas de agua doce
em dois locais distintos da ilha de Sdo Miguel, Acores (Santo
Anténio no Norte e Povoacao no Sul).

Para o isolamento, as amostras recolhidas foram inoculadas
em meio agarizado e esterilizado MES utilizando placas de
Petri. As placas de Petri foram seladas para evitar a conta-
minagdo e incubadas a 25 °C sob iluminagdo com lampa-
das fluorescentes, por um periodo de 10 dias. As culturas
foram examinadas diariamente para controlo do crescimento
e realizacdo do isolamento no ponto étimo. As colénias de
células desenvolvidas nos agares foram isoladas sob um mi-
croscopio invertido e inoculadas para tubos de ensaio com
5 ml de meio MES esterilizado. Os tubos resultantes foram
incubados sob as condigcbes anteriormente descritas e exa-
minados para acompanhamento do crescimento e aferigdo
da dominéncia das espécies desejadas, utilizando microscé-
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Figura 1 — Curvas de crescimento de duas estirpes locais de H. pluvialis (HPSA
e HPPV) e uma ndo local (UTEX).

pio 6tico. Os passos descritos anteriormente foram repetidos
até que culturas puras foram obtidas, tendo-se isolado duas
estirpes de H. pluvialis locais, HPSA (proveniente de Santo
Anténio) e HPPV (proveniente da Povoagao). Todas as mani-
pulacdes foram realizadas em camara de fluxo laminar, para
assegurar condigdes assépticas.

Condicoes de cultura

Tubos de ensaio de vidro de trinta mililitros foram inoculados
com meio MES esterilizado num total de 80 amostras por
estirpe. As amostras foram cultivadas em camara de cultura
(Sanyo versatile environmental test chamber MLR - 351) a
25 °C sob iluminagdo de 8 000 Lux e um fotoperiodo de
12/12. Os tubos foram agitados, numa base diaria, utilizando
um misturador de vértice a fim de reduzir a sedimentacao.
A producao foi realizada em batch, por um periodo de 60
dias, até que o crescimento e a acumulagdo de astaxantina
estava completa, tal foi confirmado devido aos pesos secos e
percentagens de astaxantina constantes.

Métodos Analiticos

Métodos analiticos cldssicos foram usados como referéncia.
O ndmero de células nas culturas foi determinado em cama-
ra de contagem Neubauer por observagdo direta em micros-
cdpio Gtico. A concentragdo de biomassa foi determinada
através de medicoes de peso seco. Para este efeito, filtraram-
se 25 ml de cultura, através de filtros de fibra de vidro de
0,45 um (Whatmann), os quais foram posteriormente secos
em estufa a 75 °C até se observar peso constante. O teor
total de carotendides foi determinado por extragdo e quan-
tificagdo dos carotendides por espectrofotometria de acordo
com Haard [9].

Resultados/discussao

A andlise da Figura 1 mostra que a estirpe local HPSA apre-
sentou 0 maior crescimento, tendo o menor crescimento
sido verificado na estirpe local HPPV. Numa primeira fase
da curva, podemos ver um maior crescimento das duas espé-
cies locais e uma separagdo da estirpe ndo local. A segunda
fase da curva de crescimento mostra uma aproximagao entre
as estirpes HPPV e UTEX e uma clara separagdo da estirpe
HPSA. A produtividade final variou entre 0,73 g/L na estirpe
HPSA, 0,62 g/L na estirpe UTEX e 0,57 g/L na estirpe HPPV.

A produtividade observada neste ensaio foi substancialmente
inferior ao descrito em outros trabalhos tais como Boussiba
et al. [10], facto que estd provavelmente relacionado com a

Concentrago de astaxantin %}

UTEX, HIPsA HPPY

Estirpe

Figura 2 — Concentragdo de astaxantina em biomassa seca de duas estirpes
locais de H. pluvialis (HPSA e HPPV) e uma ndo local (UTEX).

auséncia de agitacdo constante da cultura e injecdo de CO,.
Estes dois pardmetros devem ser tidos em consideragcdo em
estudos futuros. A diferenca entre as estirpes foi de novo ob-
servada na acumulagdo de astaxantina (Figura 2). HPSA acu-
mulou um total de 3,91% de astaxantina em peso seco, UTEX
3,24% e HPPV 2,06%. Isto corresponde a um aumento de
21% entre UTEX e HPSA e 90% entre HPPV e HPSA. Estas
diferengas sdo maiores do que as encontradas anteriormente.

A grande variabilidade observada entre estirpes em termos
de acumulagdo de astaxantina estd de acordo com Borowit-
zka [5], que mostra que H. pluvialis pode conter entre 1,5 e
8% astaxantina na biomassa seca.

O resultado referente a maior produtividade de biomassa e
acumulagdo de astaxantina pela estirpe local HPSA é muito
promissor pois sugere que deva ser considerada como uma
potencial candidata para futuras producdes de astaxantina
em maior escala, nas condi¢des climaticas dos Acores. De-
corre atualmente investigacdo no sentido de testar este po-
tencial num ciclo mais alargado de produgao.
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