bietecnologia

bt Sociedade Portuguesa de Biotecnologia

sociedade
portuguesa de
Biotecnologia

Série 2 . Nimero 5 . Junho de 2014 . Publicagao Quadrimestral ISSN 1645-5878

Biotecnologia Azul
I ..- i i E —_— ‘“--— \

-



H4 mais de 30 anos que os Ultraconge-
ladores Eppendorf New Brunswick sao
referéncia no mercado, ja que nenhum
outro congelador oferece a mesma com-
binacao de alto desempenho, seguranca
para as suas amostras, conveniéncia e
eficiéncia energética. Ficara congelado
com os Ultracongeladores Eppendorf
New Brunswick!

www.eppendorf.com/freezers

Contactos:
Eppendorf Ibérica S.L.U. - Tel.: +34 91 651 76 94

> Congeladores HEF® - os energetica-
mente mais eficientes e amigos do
ambiente do mercado®.

> Congeladores Innova®- até 30% de
mais capacidade interna que outros
congeladores do mesmo tamanho.

> Congeladores Premium - protecao
adicional para as sua amostras, a um
preco mais econémico.

- E-mail: eppendorf-portugal@eppendorf.pt

* Com base em testes internos e estudos de mercado realizados a 1 de Setembro 2011.
HEF® e Innova® sdo marcas registadas da New Brunswick Scientific Co., Inc., EUA. Eppendorf® e New Brunswick™ sao marcas registadas da Eppendorf AG, Alemanha. Todos os direitos reservados, incluindo graficos

e imagens. Copyright © 2014 by Eppendorf.

eppendorf

o | |-
ey \
k .
. "~ —
-._. 1= g




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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O projeto de extensao da plataforma continental

Frederico Carvalho Dias, Aldino Santos de Campos

EMEPC- Estrutura de Missdo para a Extensdo da Plataforma Continental, Rua Costa Pinto 165, 2770-047 Pago de Arcos, Portugal

E-mail: frederico.dias@emepc.mam.gov.pt

Biotecnologia Azul: o futuro ja comecou

As aplicagdes biotecnolégicas relacionadas com organismos
de origem marinha deixaram de pertencer a uma darea que
apresentava um promissor potencial de desenvolvimento,
tendo-se transformado numa atividade em franco crescimen-
to ao nivel mundial, com um sélido retorno tanto comercial
como em termos de solugdes inovadoras. Por direito préprio,
e evidenciando a sua importancia, esta area é atualmente
referida sob a sugestiva designagao de Biotecnologia Azul.

Ha varios exemplos de sucesso que sdo amplamente co-
nhecidos, desde o Prialt, um analgésico para dores créni-
cas desenvolvido a partir de uma toxina produzida por um
bizio marinho; o AZT, a primeira droga licenciada para o
tratamento do VIH-SIDA, isolada a partir de uma esponja do
Mar das Caraibas, ou, com a mesma origem, o Acyclovir,
que desempenha um papel fundamental no tratamento das
infecoes por herpes; passando pelos cosméticos (que hoje
em dia quase nio dispensam a utilizagdo, e publicidade, de
produtos com origem marinha); até enzimas utilizadas em
bio-reatores industriais, por exemplo, na produgdo de eta-
nol a partir do milho, ndo esquecendo o grande avango que
constituiu a introdugdo das polimerases de DNA atualmente
utilizadas na maioria dos laboratérios, que foram pela pri-
meira vez isoladas a partir de microorganismos provenientes
de fontes hidrotermais [1].

Por outro lado, uma pesquisa rapida no Google Scholar de
entradas que contenham as palavras Marine biotechnology
mostra que a partir dos 6400 registos (ndo incluindo cita-
¢oes) obtidos para o ano 2000 ocorreu um crescimento, a
uma taxa aproximadamente constante, para 17800 registos
em 2013 (filtrando pela expressdo exata «Marine biotech-
nology» obtém-se um crescimento semelhante, de 900 para
2400 registos entre 2000 e 2013, respetivamente). Estes re-
sultados sdo corroborados pelo nimero de patentes relacio-
nadas com recursos marinhos genéticos, tendo ocorrido um
crescimento de cerca de 70% entre 1998 e 2007 [1].

A extensao da plataforma continental

A 11 de maio de 2009 Portugal submeteu ao Secretario Ge-
ral das Nagdes Unidas a proposta nacional de extensdo da
plataforma continental para além das 200 milhas maritimas
[2]. A proposta de extensdo, preparada pela Estrutura de
Missdo para a Extensdo da Plataforma Continental (EMEPC),
serd apreciada por uma subcomissdo (que, espera-se, serd

brevemente constituida) da Comissao da Limites da Platafor-
ma Continental (CLPC), a qual emitira recomendagbes sobre
aquela. Sendo estas recomendagdes de cariz positivo, Portu-
gal deverd entdo declarar, através de legislacdo nacional, e
publicitar os limites exteriores da sua plataforma continental,
encerrando, deste modo, o processo de forma final e vincu-
lativa [2].

Portugal possui uma das maiores Zonas Econémicas Exclusi-
vas (ZEE) da Unido Europeia, estendendo-se até as 200 milhas
maritimas medidas a partir das linhas de base (essencialmen-
te, definidas pela linha de costa nacional). Os correspon-
dentes leito e subsolo marinhos (excluindo a zona até as 12
milhas pertencentes ao mar territorial) definem a plataforma
continental e gozam de um regime juridico préprio. O pro-
cesso de extensdo respeita a determinagao do limite exterior
da plataforma continental para além das 200 milhas mariti-
mas, ndo envolvendo a coluna de dgua sobrejacente, que faz
parte do mar alto, ou seja, de dguas internacionais.

Importa, desde ja, clarificar trés aspetos relacionados com
a submissdo da proposta de extensdo da plataforma conti-
nental. Em primeiro lugar, Portugal ndo se encontra de forma
solitaria ou unilateral neste processo, que decorre no quadro
da Convencdo das Nagoes Unidas sobre o Direito do Mar
(CNUDM). A Convencdo entrou em vigor em 1994 e foi en-
tretanto ja ratificada por 162 dos 193 Estados-Membros da
ONU, tendo a ratificagdo pela parte de Portugal ocorrido em
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Figura 1 — A plataforma continental de Portugal. As zonas a cinzento corres-
pondem a ZEE, cujo leito e subsolo marinhos pertencem a plataforma con-
tinental até as 200 milhas maritimas medidas a partir das linhas de base; a
zona a verde corresponde a plataforma continental estendida para além das
200 milhas, cuja proposta de limite exterior foi submetida @ ONU em 2009.
Os pontos a vermelho representam os mergulhos efetuados pelo ROV “Luso”
entre 2008 e 2013.
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1997. Neste contexto, a primeira proposta de extensdo foi
submetida pela Federacao Russa em dezembro de 2001 e em
abril de 2014 foi submetida pelo Reino de Tonga a septua-
gésima terceira proposta (a proposta portuguesa constituiu a
quadragésima quarta submissao) [3].

Em segundo lugar, deve-se salientar que o conceito de plata-
forma continental vertido na CNUDM diverge, embora nele
se inspire, do conceito geolégico homdénimo. Com efeito,
enquanto este Gltimo corresponde a uma zona adjacente as
massas continentais terrestres (emersas) caracterizada por
um declive diminuto que se desenvolve tipicamente até aos
200m de profundidade, no ambito da CNUDM a plataforma
continental corresponde a um conceito de natureza juridi-
ca [2,4], apesar de baseado em conceitos com origem nas
geociéncias. Em particular, no que respeita a sua extensao
para além das 200 milhas maritimas, o estado costeiro tem
que determinar e identificar o que, em termos simplificados,
pode ser considerado o correspondente prolongamento na-
tural do seu territério emerso. Para tal objetivo faz-se uso de
regras bem definidas do ponto de vista juridico, e que sao
implementadas com recurso a informacgao técnica e cienti-
fica decorrente das propriedades morfolégicas, geoldgicas
e geofisicas das zonas marinhas envolvidas. Deste modo, a
proposta de extensdo da plataforma continental submetida a
ONU por Portugal abrange a area de cerca de 2150000km?
de leito e subsolo marinhos do Atlantico representada na fi-
gura 1.

A terceira caracteristica fundamental do processo de exten-
sdo decorre do Artigo 77 da CNUDM, que estabelece que
«0 estado costeiro exerce direitos [exclusivos] de soberania
sobre a plataforma continental para efeitos [da sua explo-
racao e] de exploragdo e aproveitamento dos seus recursos
naturais». Estes recursos naturais compreendem «os recursos
minerais e outros recursos nao vivos do leito do mar e sub-
solo, bem como os organismos vivos pertencentes a espécies
sedentdrias, isto é, aquelas que no periodo da captura estao
imoveis no leito do mar ou no seu subsolo ou sé podem
mover-se em constante contacto fisico com esse leito ou sub-
solo». Por Gltimo, o Artigo 77 garante ainda que os direitos,
anteriormente mencionados, «do estado costeiro sobre a
plataforma continental sdo independentes da sua ocupacao,
real ou ficticia, ou de qualquer declaragdo expressa». Esta
Gltima disposicdo da CNUDM implica que, de certo modo,
0s recursos naturais presentes na plataforma continental
portuguesa “aguardam” o desencadear da iniciativa nacio-
nal conducente ao aproveitamento e desenvolvimento do
enorme potencial cientifico, tecnolégico e econémico que
representam.

A capacidade nacional instalada

No que respeita aos recursos marinhos com interesse bio-
tecnoldgico, a plataforma continental nacional apresenta um
elevado potencial, decorrente da grande diversidade de ha-
bitats e ambientes existentes, alguns deles extremos [2]. Des-
de j4, as profundidades envolvidas, com um valor médio de
3000m, e que podem atingir quase 6000m, garantem, por si
s6, que os organismos presentes no leito e subsolo marinhos

desenvolveram, ao longo da sua histéria evolutiva, uma sé-
rie de adaptagdes que lhes permitem suportar os correspon-
dentes valores gigantescos de pressao, mais de cem vezes
superiores aos da pressdo atmosférica, bem como as baixas
temperaturas caracteristicas das grandes profundidades oce-
anicas. Entre montes submarinos que, abaixo da zona eufé-
tica, apresentam vastas coberturas de esponjas e jardins de
coral, que formam habitats estruturantes nos quais proliferam
os mais variados tipos de macro e meso-fauna; extensas e
inexploradas planicies abissais; e fontes hidrotermais, que
expelem aguas, a quase 100°C, saturadas de metais pesados
e outros elementos habitualmente téxicos, locais onde, ape-
sar de a luz 14 ndo chegar devido a grande profundidade, a
vida se desenvolve gracas a bactérias e archaea quimiossin-
téticas que formam a base da teia tréfica local. A vasta exten-
sdo de territério enquadrada pela plataforma continental de
Portugal possui uma biodiversidade marinha notavel.

Durante os trabalhos de caracterizagdo geofisica e geoldgica
realizados pela EMEPC, no ambito do Projeto de Extensao
da Plataforma Continental (PEPC), tornou-se necessdria a re-
colha de amostras rochosas com a determinagao rigorosa da
respetiva posicdo (i.e., das coordenadas) de amostragem e
do respetivo contexto geoldgico local. Por forma a colmatar
esta necessidade, em 2008 a EMEPC adquiriu e comegou
a operar um ROV (Remotely Operated Vehicle), ou veiculo
submarino de operagdo remota, o ROV “Luso”, concebido
para trabalhar até aos 6000m de profundidade [2]. Este ativo
estratégico permitiu que, pela primeira vez, Portugal passas-
se a ter acesso operacional a todo o espago maritimo sob sua
jurisdicdo.

Uma das grandes vantagens do ROV “Luso” € a versatilidade
que a sua estrutura modular proporciona (figura 2). Assim,
para além da amostragem geoldgica no contexto do PEPC
que motivou a sua aquisi¢cdo, o “Luso” permite também a
amostragem biolégica, estando ainda equipado com um
sistema de aspiracdo ligado a um conjunto (rotativo) de ca-
maras de amostragem independentes. As recolhas de dgua
(também com interesse microbiolégico) realizadas através
de garrafas Niskin instaladas na estrutura do ROV, e fecha-
das seletivamente a partir da cabine de controlo, bem como
os dados registados pelo CTD (sensor de condutividade,
temperatura e pressao) e pelos sensores de oxigénio, CO, e
metano, permitem fazer a caracterizagdo fisico-quimica do
local. Acresce que as rochas recolhidas no leito marinho es-
tdo geralmente cobertas de organismos, o que faz com que o
primeiro processamento efetuado sobre as amostras geologi-
cas seja, na realidade, de natureza biolégica. Quando, apés
cada mergulho, o ROV “Luso” regressa ao convés do navio,
as amostras biolégicas sdo triadas, processadas, catalogadas
e armazenadas (o que podera incluir o congelamento rapido
com azoto liquido e preservagdo a —80°C) em fungdo dos
protocolos adotados.

Conclusao

Desde 2008 que a EMEPC tem realizado campanhas ocea-
nograficas envolvendo o ROV “Luso”. Apds a submissdo de
2009, os trabalhos no ambito do PEPC tém continuado, por
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Figura 2 —O ROV “Luso” a iniciar um mergulho. Sdo visiveis as garrafas Niskin,
o tubo do sistema de aspiragao, um dos bragos robéticos e vérios sensores.

forma a garantir-se a recolha de dados suplementares que
enriquecam e permitam consolidar a informagao que suporta
a proposta de extensao.

Na figura 1 estdo também indicados os locais nos quais fo-
ram realizados mergulhos com o ROV “Luso”, entre 2008 e
2013. As amostras obtidas encontram-se nas instalagdes da
EMEPC e tém sido utilizadas por varios investigadores na-
cionais e estrangeiros. A participacdo de cientistas, de vdrias
instituigdes, nestas missdes tem sido também uma prética
comum, procedendo-se a amostragens direcionadas para os
seus projetos de investigacao.

Urge agora que o pais (as suas comunidades cientifica, tec-
nolégica e industrial) incremente significativamente a sua
capacidade operacional oceénica, por forma a amplificar
as atividades de exploragdo e investigagdo, que, apesar de
significativas, sdo ainda residuais. Especialmente no que diz

respeito a biotecnologia, deverdo ser estabelecidas priorida-
des e estratégias a médio e longo prazo, compativeis com as
escalas temporais desta area (ao longo de todo o ciclo, desde
a identificagdo e sintese até a producdo e comercializagao
em grande escala), que sustentem o inicio de atividades de
bioprospegdo na plataforma continental e a potencial explo-
racdo posterior. Na verdade, o primeiro passo nesse sentido
encontra-se ja dado através da importancia que € atribuida a
Biotecnologia Azul na Estratégia Nacional para o Mar 2013-
2020 recentemente adotada [5].

Quando se compara o valor da drea total coberta pe-
los 113 mergulhos do ROV “Luso” com o valor global de
3811000km? da plataforma continental portuguesa (figura 1),
torna-se evidente que a quase totalidade desta Gltima é com-
pletamente desconhecida e esta por explorar. Com efeito, no
século XXI a dltima fronteira do planeta Terra é constituida
pelos fundos ocednicos. Portugal ja 1a esta!
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Biotecnologia marinha:

Ana Teresa Lufis, Frederico Ferreira, Rui Azevedo

OCEANO XXI - Associagdo para o Conhecimento e Economia do Mar

UPTEC - P6lo do Mar, Avenida da Liberdade S/N, 4450-718 Leca da Palmeira, Matosinhos

Uma importante consequéncia da pressao demogréfica é o
rapido consumo dos recursos vivos de forma ndo sustentavel,
impedindo a sua renovagdo, estando muitas espécies seria-
mente em risco devido a sobre-exploragdo, particularmente
as resultantes da pesca ilegal ndo regulamentada ou nao re-
portada, ou no melhor dos casos por préticas pouco seletivas
e ineficazes. Estas ameagas ao Oceano implicam a existén-
cia de novos modos de cooperagdo e a execugao de medidas
adaptaveis e de principios de gestdo eficazes. Existe hoje um
pensamento estratégico na conceptualizagdo de politicas de
governacgao, gestao e valorizagao do Oceano a escala global
e europeia, ao desenvolver esfor¢os para destacar a impor-
tancia da componente mar no quadro das prioridades poli-
ticas da Unido Europeia (EU), contidas na Estratégia “Europa
2020”. De igual modo, Portugal tem desenvolvido um papel
muito ativo no desenvolvimento da Politica Maritima Inte-
grada (PMI), um eixo central para o desenvolvimento e va-
lorizagdo do mar, assim como da Estratégia Maritima para o
Atlantico. Em 2007, Portugal foi pioneiro no estabelecimento
de um paradigma de boas praticas de governagao sustentavel
e sustentada do Oceano com a criagdo da primeira area ma-
rinha protegida (AMP) no alto mar [1]. Um marco decisivo
foi também a apresentagdo a 11 Maio de 2009 da proposta
portuguesa da extensdo da plataforma continental junto da
ONU e a sua apresentagdo em 2010, a Comissao de Limites
da Plataforma Continental (CLPC). Em 2011, sob forte impul-
so de Portugal, foi langada em Lisboa a Estratégia Maritima
para o Atlantico que integrou as orientagdes da Estratégia
“Europa 2020” e apresentou uma nova visdo da Europa Ma-
ritima, virada para a protecao e exploracao do potencial de
longo prazo do Oceano, promovendo uma maior eficacia
no uso dos recursos num quadro de exploragdo sustentada e
sustentavel. Ja em 2012, a UE apresentou uma comunicagdo
dedicada ao “Crecimento Azul” que define e caracteriza a
“Economia Azul”. O crescimento azul identifica 5 dominios
estratégicos de intervencdo preferencial: aquacultura, ener-
gia azul, turismo, recursos minerais marinhos e a biotecnolo-
gia azul [1]. A biotecnologia pode ser definida como o con-
junto dos instrumentos e processos que utiliza organismos
vivos (ou partes de organismos) para produzir ou modificar
produtos, alterar plantas ou animais, ou desenvolver micror-
ganismos para fins especificos [2].

E neste contexto da valorizacdo dos recursos marinhos (e tam-
bém maritimos) que a OCEANO XXI tem uma funcao ativa

na dinamizacao do Cluster do Conhecimento e da Economia
do Mar, Estratégia de Eficiéncia Coletiva-Cluster reconhecido
pelo COMPETE, em 2009. Pretende-se, assim, promover o
desenvolvimento de relagdes de cooperacgdo entre institui-
¢oes do setor cientifico, empresarial e entidades associativas,
dos diferentes setores e atividades, cuja area funcional final
é o mar. Este Cluster envolve um vasto e diversificado con-
junto de entidades representativas dos interesses regionais e
nacionais, pertencentes aos principais setores do agregado
econémico subjacente a esta estratégia de eficiéncia cole-
tiva, tendo em vista a diversificacdo da base econémica na-
cional, criando, desta forma, novas atividades e servicos e
fomentando o aparecimento de mercados alternativos com
maior valor econémico, o reforco da competitividade e da
produtividade das industrias do mar, a internacionalizagao
e o aumento do emprego qualificado. Como uma das linhas
prioritdrias, encontra-se a promogao da qualidade e a valori-
zacdo dos produtos da pesca, da aquicultura e dos produtos
marinhos e a seguranca alimentar, onde se insere portanto a
biotecnologia marinha.

A OCEANO XXI tem associados com projetos na area da
biotecnologia: Centros de investigacdo: (CESAM - Centro de
Estudos do Ambiente e do Mar da Universidade de Aveiro,
CIIMAR - Centro Interdisciplinar de Investigagdo Marinha e
Ambiental, INEGI - Instituto de Engenharia Mecanica e Ges-
tdo Industrial, IPL - Escola Superior de Turismo e Tecnologia
do Mar de Peniche, ESB - Escola Superior de Biotecnologia,
U. Catélica, CCMAR - Centro de Ciéncias do Mar, IPVC - Ins-
tituto Politécnico de Viana do Castelo, 3Bs Research Group -
Universidade do Minho) e empresas (por exemplo, Algaplus,
Testa & Cunhas - SA, Soja de Portugal).

Anualmente, organiza o “Férum do Mar”, um evento inter-
nacional que integra: 1) Exposicdo/mostra de produtos, Ser-
vicos e de Tecnologias com aplicagdo ao Mar; Il) Encontros
de Negocio, onde é organizado um programa de reunides
entre as Empresas e Centros de I&D participantes no “Férum
do Mar” e um grupo de entidades/contactos internacionais,
onde o objetivo é proporcionar momentos estruturados de
contacto de forma a favorecer o reforco da internacionali-
zacgdo da Economia do Mar; Ill) Conferéncias e workshops
sobre diversas temadticas relacionadas com o setor (ambiente,
seguranga maritima, ndutica e turismo nautico, biotecnolo-
gias, aquicultura, etc.). Este ano com especial destaque para
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a realizagdo de um workshop no tema da aquacultura e a
sustentabilidade da Economia do Mar, em particular na va-
lorizagao de subprodutos do pescado. Vai também realizar-
se um semindrio de um projeto em biotecnologia marinha:
“AtlanticBlueTech — Imagine the marine bio-resources’ setor
for 2014-2020”, uma parceria constituida por 8 entidades,
provenientes de 5 paises do Atlantico.

Outro foco de agdo deste Cluster € a organizagdo dos “Open
days do Mar”, eventos organizados em parceria com a PRO-
DUTECH - Pélo das Tecnologias de Produgdo, em empresas
lider do setor da inddstria das fileiras do mar, para uma pla-
teia constituida por empresas da fileira das tecnologias de
produgéo e por entidades do Sistema Cientifico e Tecnol6-
gico Nacional que visam identificar solu¢oes, capacidades e
competéncias que respondam as necessidades das empresas
que acolhem estes eventos e explorar oportunidades de co-
operagdo, seja no ambito da 1&D, Inovagdo ou Transferéncia
de Tecnologias. O inverso aplica-se nos “Infodays”, onde
uma empresa tem um determinado produto que poderd ter
valor para outras empresas e/ou entidades do Sistema Cienti-
fico e Tecnoldgico que se deslocam a empresa para conhecer
as ofertas que a mesma tem para oferecer.

Em simultdneo com a organizagdo dos eventos atrds referi-
dos, a OCEANO XXI encontra-se a participar ativamente em
2 projetos europeus. Um ja mencionado atrds, o “Atlantic-
BlueTech”, que tem como principal objetivo a promogéo e
desenvolvimento do setor dos biorecursos marinhos ao ni-
vel do Espago Atlantico, de forma cooperativa e concertada.
Agregando agentes de inovagdo e de desenvolvimento eco-
némico, autoridades locais e organizagdes cientificas, este
projeto visa capitalizar outros projetos e iniciativas previa-
mente desenvolvidas sob este tema. Os parceiros do projeto
irdo identificar os principais obstaculos para o desenvolvi-
mento do setor e definir medidas corretivas, procurando con-
tribuir também para a implementagao operacional do plano
de agdo adotado no quadro da Estratégia Maritima para o
Atlantico. Um outro projeto, o “REMCAP - Resource Efficient
Maritime Capacity”, tem como objetivos facilitar a interac-
¢do e troca de conhecimento entre os diferentes Clusters
membros: Franga, Irlanda, Litudnia, Portugal, Suécia e Reino

sociedade
portuguesa de
biotecnologia

Visite o

www.spbt.pt
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Unido, promovendo a inovagdo na eficiéncia dos recursos
maritimos, onde se insere a biotecnologia azul com vista a
exploragdo comercial de organismos marinhos, estruturas ou
material genético.

A biotecnologia marinha constitui um setor do conhecimen-
to ainda recente e que, por isso, se deve considerar como um
dominio de investigacdo em desenvolvimento. Contudo, o
que de novo tem surgido, tem surpreendido os cientistas, pois
no ambito do desenvolvimento da biotecnologia marinha,
existem varias oportunidades: transformagio de compostos
de organismos marinhos em bioprodutos com aplicagoes in-
dustriais, farmacéuticas, nutricionais, médicas, cosméticas e
tecnoldgicas, valorizagao dos produtos da pesca, promoven-
do sinergias entre as infraestruturas laboratoriais nacionais,
criagdo de um repositério de amostras biolégicas e ainda a
producdo de biocombustiveis através de macro e microalgas
[3].

Neste contexto, este Cluster tem detetado dificuldades: ob-
tencdo de financiamento estavel, estabelecimento de uma
comunicagdo eficaz entre a comunidade de biotecnologia
marinha e os setores publico e privado da industria, forma-
¢do e treino do pessoal para tornar possivel essa cooperagao,
e a promogao e a imagem do sector de uma forma individu-
alizada.

Torna-se necessario investigacao cientifica e desenvolvimen-
to de tecnologias capazes de viabilizarem economicamente
0 aproveitamento pratico das potencialidades latentes no
nosso espago maritimo [4].
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Resumo

Portugal é um dos paises do mundo com a mais extensa zona econémica exclusiva (ZEE), tendo esta um forte impacto na
economia, emprego e turismo. Porém, é urgente criar novas oportunidades de emprego qualificado ligado ao mar, podendo a
biotecnologia marinha dar um forte contributo nesse sentido. Uma das linhas de investigagdo mais promissoras nesta area € a
producdo de biocombustiveis a partir de microalgas marinhas. Para tal, o CCMAR desenvolveu uma metodologia de alto rendi-
mento para o rastreio de algas com a capacidade de produzirem niveis elevados de lipidos para a produgao de biocombustiveis
liquidos. Esta abordagem culminou no isolamento de uma alga verde, robusta, de rdpido crescimento e com elevada capacida-
de de producao de lipidos com um perfil adequado para a producdo de biodiesel. No entanto, a implementacdo do conceito de
biorrefinaria sera essencial para que os biocombustiveis a partir de lipidos de microalgas se tornem numa realidade comercial.

Abstract

Portugal is a country with one of the world’s most extensive Exclusive Economic Zones (EEZ), which has a strong impact on its
economy, employment and tourism. However, it is urgent to create novel opportunities for skilled employment connected to the
sea. Marine biotechnology can make a strong contribution towards this goal. One of the most promising lines of research in this
area is the production of biofuels from marine microalgae. For this purpose, CCMAR has developed a methodology for high-
throughput screening of microalgae with the ability of accumulating high levels of lipids for the production of liquid biofuels.
This approach enabled us to isolate a robust, fast-growing, lipid-rich green alga with a suitable fatty acid profile for biodiesel
production. However, the implementation of the biorefinery concept will be essential for microalgae-based biofuels to become
a commercial reality.

das estratégias para conseguir este objetivo é desenvolver e
apostar na biotecnologia marinha. Neste momento, uma li-
nha de investigagdo que é bastante promissora nesta drea

Oceanos, Portugal e a Biotecnologia Marinha

Os oceanos cobrem cerca de 72% da superficie do nosso

planeta, exibindo uma elevada biodiversidade que engloba
animais, ervas marinhas, macro- e microalgas, bactérias,
arquedes e virus. Em suma, todos os grandes dominios da
vida estdo presentes neste habitat global, o qual possui va-
riados ecossistemas—desde abismos com mais de 11.000 m
de profundidade e fontes hidrotermais meso-ocednicas, até
salinas onde células microscépicas conseguem sobreviver a
concentragdes de NaCl perto do ponto de saturagdo. No que
respeita a Portugal, estima-se que a ZEE tenha uma area total
de 1,7 x 10° Km? [1]. Porém, a 11 de maio de 2009, Portu-
gal apresentou uma candidatura a extensdo da sua ZEE para
além das atuais 200 milhas, podendo a drea total atingir 4
x 10° Km? em que mais de 97% corresponde a superficies
oceanicas [2].

O impacto econémico e social dos oceanos em Portugal é
inegdvel, sendo responsavel por mais de 10% do Produto
Interno Bruto (PIB), 90% das receitas do turismo e 12% do
emprego [1]. No entanto, é urgente que o valor acrescen-
tado da economia do mar aumente de modo a criar mais
emprego qualificado, em particular para os jovens, e assim
evitar a sua saida e o consequente impacto na demografia e

sustentabilidade da nossa economia e bem estar social. Uma

cientifico-tecnoldgica corresponde ao desenvolvimento de
biocombustiveis de origem marinha.

Biocombustiveis de origem marinha (BOM)

Apesar de existirem varias tentativas para o lancamento de
automéveis elétricos por parte de governos e fabricantes, a
sua adopcao pelos consumidores tem sido baixa. A auto-
nomia limitada, o recarregamento demorado e os elevados
custos de aquisi¢ao / substituicao de baterias que fornecem
energia ao motor elétrico tém sido algumas das causas para
o relativo insucesso deste tipo de veiculos. Além disso, a
reduzida densidade energética das atuais baterias, quando
comparadas com a dos combustiveis liquidos, impede a
utilizagcdo generalizada de motores elétricos em transpor-
tes pesados terrestres, aéreos e maritimos [3]. Uma vez que
a nossa economia depende em larga medida deste tipo de
transportes, ndo s6 para deslocagdes e comércio, mas tam-
bém para a distribuicdo de bens mais basicos para a sobrevi-
véncia humana (por exemplo, alimentos), o desenvolvimen-
to de alternativas renovaveis aos combustiveis fésseis deve
ser uma prioridade nacional. Como os veiculos elétricos ndo
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DIC + BODIPY

BODIPY DIC

Figura 1 — Estirpe CTP4 em crescimento exponencial (A-C) e sob deplecdo de nutrientes (D-F) em que os glébulos lipidicos corados com BODIPY tém uma forma
circular com fundo branco (B,E) ou um fundo verde na imagem composta (A,D) com a obtida por microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC), onde

é visivel a morfologia celular (C,F). A barra de escala corresponde a 5 um.

sdo uma solugdo viadvel para o transporte pesado e com o fim
previsivel dos combustiveis fdsseis, a aposta devera ser em
combustiveis de origem renovavel, ou seja, biocombustiveis.

Atualmente a Unido Europeia tem suprido a necessidade de
biocombustiveis através da utilizacdo de plantas terrestres
oleaginosas. No entanto, a sua utilizacdo em larga escala é
impensavel e insustentdvel em termos de produtividade ou
impactos ecoldgicos e econdémico-sociais. A necessidade
de elevadas dreas de cultivo e agua de regadio para obter
suficiente biomassa para preencher as necessidades de bio-
combustiveis dentro e fora da Unido Europeia provocaria um
aumento generalizado do prego dos alimentos. A competi-
¢do por terra aravel e recursos hidricos combinada com o
aumento da procura de biomassa alimentar devido ao cres-
cimento da populagdo mundial e produgao de biocombusti-
veis € algo expectdvel e que deve ser evitado [4].

Em alternativa, as microalgas marinhas surgem como fontes
adequadas de lipidos para a producdo de biodiesel e bio-
jetfuel [5], uma vez que podem ser cultivadas em terrenos
ndo araveis ou superficies oceanicas, com recurso a agua do
mar ou agua salobra em vez de agua de regadio. De resto,
existem fortes evidéncias que a produtividade das microalgas
é significativamente superior a de qualquer planta terrestre
[6]. Porém, os BOM ainda ndo conseguem competir com os
combustiveis fosseis em termos de prego. As microalgas que
sdo cultivadas atualmente em larga escala sdo espécies de
crescimento relativamente lento como, por exemplo, Duna-
liella salina, ou foram selecionadas devido ao seu perfil favo-
ravel de acidos gordos polinsaturados n-3 (mais conhecidos
por “6mega 3”), algo essencial para o seu uso como alimen-
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to em aquacultura e nutrigdo humana. Porém, o que é bom
para a salde, ndo é necessariamente bom para a producdo
de biocombustiveis. Elevados niveis de insaturagdo tornam
o biodiesel resultante desses lipidos instavel em termos oxi-
dativos, havendo a necessidade deles serem hidrogenados, o
que aumenta os custos de produgao.

CTP4 é uma estirpe candidata a producao de
BOM no Algarve

De acordo com recentes estudos técnico-econémicos [7], a
estratégia usada pelo CCMAR tem-se centrado na pesquisa
de novas estirpes de microalgas mais adequadas para a pro-
dugdo de BOM através de métodos de rastreio de alto ren-
dimento [5]. Utilizando a técnica de sorteamento de células
ativada por fluorescéncia com fluorocromos solvatocrémi-
cos lipossoltveis (BODIPY 505/515 e Vermelho do Nilo), foi
possivel isolar vdrias estirpes axénicas de microalgas ricas
em lipidos em questdo de semanas a partir de amostras de
aguas costeiras do Algarve com graus de eutrofizagdo varia-
vel. Tal resultou no isolamento de uma estirpe de alga verde
(CTP4) de rapido crescimento, altamente resistente a varios
tipos de stress abidtico, incluindo temperaturas baixas (5°C)
e elevadas (35°C), concentracbes extremas de nutrientes e
salinidades. Esta estirpe, quando sob stress nutricional, induz
um elevado nimero de glébulos lipidicos que fluorescem na
presenca do fluorocromo BODIPY (Fig. 1), podendo acumu-
lar lipidos, com um perfil de baixa insaturagdo, até 40% do
seu peso seco. A utilizacdo de técnicas de melhoramento ge-
nético poderdo aumentar ainda mais este valor e aumentar a
produtividade desta estirpe.
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Figura 2 — Diagrama simplificado de uma biorrefinaria para o integral aproveitamento de biomassa algal para a produgao de biodiesel / biojetfuel. Apds a extragao
dos compostos de valor acrescentado, que serviriam para aumentar o valor comercial da biomassa, seguir-se-ia 0 processamento dos lipidos a biocombustiveis
liquidos. A biomassa residual, no entanto, poderia ainda ser utilizada para a produgao de biogas / bioetanol por digestao anaerébia / fermentacao dos glicidos. Por
Gltimo, as proteinas poderiam ser utilizadas pela indUstria alimentar. A fotografia de fotobiorreactor tubular foi gentilmente cedida pela Necton, S.A.

No entanto, para uma estirpe ser adequada para a produ-
¢do de BOM, ndo basta produzir grandes quantidades lipi-
dos com perfil adequado. Um dos custos mais elevados na
producdo de biocombustiveis de microalgas corresponde a
sua recolha do meio de cultura. Uma vez que a estirpe CTP4
tem um tamanho acima da média (20 um) e normalmente
perde os flagelos quando sob stress, ela sedimenta natural-
mente sem haver necessidade da adicdo de floculantes. Tal
caracteristica é essencial para reduzir os custos de recolha da
biomassa algal ao diminuir o volume de cultura que neces-
sita de ser processado. Deste modo, esta estirpe apresenta-se
como uma forte candidata a produgdo de BOM no Algarve.
Além disso, como é uma estirpe autéctone, encontra-se ja
adaptada as condigdes ambientais locais, uma vantagem que
nao deve ser subestimada.

Conclusao

Apesar destas perspectivas favoraveis ao desenvolvimento de
BOM em Portugal, existem vdrios fatores que se tém de con-
jugar para que estes sejam competitivos com os combustiveis
fésseis, sendo o prego um fator essencial. Para tal é neces-
sario a implementacdo do conceito de biorrefinaria (Fig. 2)
em que a biomassa algal é integralmente utilizada, desde os
lipidos e glicidos para a produgdo de BOM (biodiesel, bio-
jetfuel e biogds), proteinas para ragdes e varios compostos
bioativos com aplicacdo biomédica e/ou nutracéutica. As-
sim, poder-se-a baixar o preco final dos biocombustiveis, ja
que as restantes utilizagdes permitirdo custear a produgdo e
processamento da biomassa, através da cogeracdo de ele-
tricidade e venda de produtos de maior valor acrescentado
como, por exemplo, carotendides, vitaminas, e biomassa al-
gal com elevado teor antioxidante para produtos cosméticos
e alimentares [8-10].
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Resumo

Embora historicamente os produtos naturais sejam a fonte principal de farmacos aprovados para o tratamento de humanos, o

enfoque de investigacdo e desenvolvimento da inddstria farmacéutica tem-se afastado deste grupo de compostos. No entanto,

o crescente nimero de moléculas que tém vindo a ser descobertas no meio marinho — na sua maioria produzidas por micro-

organismos — e a chegada ao mercado de alguns destes compostos, evidenciam o potencial dos oceanos e do seu microbiota

como fonte de diversidade quimica com impacto na sadide humana. O vasto territdrio marinho de Portugal alberga assim opor-

tunidades de igual dimensao no que toca a descoberta de novas moléculas.

Uma breve perspectiva histérica

E do conhecimento geral que os microrganismos sdo uma
fonte de moléculas com utilidade clinica. Este conceito esta
presente na cultura popular quanto mais ndo seja pela his-
térica e atribulada descoberta da penicilina. E, no entanto,
mais comum associar-se tal propriedade as plantas, para
as quais existe extenso conhecimento etnofarmacoldgico
a nivel global. O século passado, principalmente até a dé-
cada de 70, foi rico em campanhas de bioprospeccdo em
ambientes terrestres, perpetradas por grandes companhias
farmacéuticas e que resultaram na descoberta de um grande
nimero de novas moléculas, muitas das quais chegaram pos-
teriormente ao mercado como farmacos. Newman e Cragg
[1] estimam que cerca de 50% de Novas Entidades Quimicas
aprovadas para uso em humanos nos EUA sdo ou produtos
naturais ou seus derivados, e assim tém sido ao longo de pelo
menos trés décadas. Destes, uma larga maioria terd a sua
origem biossintética em micro-organismos [1]. Ndo obstan-
te, o desenvolvimento de metodologias sintéticas de quimica
combinatorial, que permitem criar um ndmero elevadissimo
de diferentes moléculas — mais adequadas a estratégias de
High-Throughput Screening — impulsionaram uma mudanga
de paradigma na inddstria farmacéutica [2,3]. Talvez para-
doxalmente, a pouco e pouco, as suas caras operacoes de
bioprospecgao foram descontinuadas e os seus laboratérios
de quimica dos produtos naturais, onde eram realizados la-
boriosos processos de extracgdo, fraccionamento e purifica-
¢do de novas moléculas foram fechados ou adaptados, de tal
forma que no inicio do milénio eram quase inexistentes [4].

Entretanto, no final dos anos 60, um grupo de cientistas
pioneiros comega a focar-se na bioprospeccdo marinha e a
encontrar moléculas com estruturas interessantes e elevadas
bioactividades nos mais diversos organismos que habitam os
oceanos, algumas das quais chegaram ja aos mercados [5].

Como uma das principais limitagdes na descoberta de no-
vos produtos naturais € a disponibilidade de material biol6-
gico, as investigagOes iniciais centraram-se em organismos
macroscopicos, muitas vezes colhidos as centenas ou mes-
mo aos milhares, como esponjas, nudibranquios, fungos e
macroalgas [6]. Gradualmente, foi-se substanciando a per-
cepgdo de que a maioria das moléculas encontradas nos in-
vertebrados teria origem microbiana, o que muito se deveu
a similaridade entre estas estruturas e aquelas que ja se co-
nheciam de microrganismos terrestres ou se foram entretanto
descobrindo nos seus congéneres marinhos [6].

Diversidade biologica e quimica nos oceanos

Sabemos hoje que os oceanos albergam uma diversidade
biolégica enorme, em particular microbiana, como foi evi-
denciado pelas campanhas oceanograficas lideradas por
Craig Venter [7]. Podemos dizer com algum grau de certe-
za que os oceanos sao a Ultima fronteira da biodiversidade
no nosso planeta, no que concerne tanto a macro como a
micro-organismos.

Uma drea efervescente da investigacdo em farmacognosia
actual centra-se assim na descoberta de novos compostos
de origem microbiana marinha [6]. Grandes esforgos nes-
te sentido tém sido envidados pela comunidade cientifica e
semanalmente sdo reportados novos produtos naturais ma-
rinhos. Todavia, nem todos os micro-organismos marinhos
tém capacidades biossintéticas notaveis — na verdade, ha
trés grupos que se sabe actualmente serem particularmente
prolificos na produgdo de metabolitos secundarios: os filos
Actinobacteria, Cyanobacteria e a ordem Myxococcales per-
tencente ao filo Proteobacteria [8], embora este Gltimo grupo
ndo tenha sido estudado extensivamente no meio marinho.
Importa enfatizar que se conhece actualmente uma infima
parte da diversidade prevista para estes e outros micro-
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organismos [9]. Entende-se assim a pertinéncia de catalogar,
estudar e eventualmente capturar este potencial genético e
— claro esta — quimico, que esta por descobrir. Mantém-se,
pelo menos nos préximos anos, a questdo da fonte de ma-
terial biolégico. A estratégia mais utilizada para ultrapassar
esta limitagao passa pelo isolamento e cultivo em laboratério
dos microrganismos. Sabemos, no entanto, que apenas uma
pequena fraccdo destes microrganismos quimicamente fér-
teis € presentemente cultivavel em laboratério. Assim, tém
sido utilizadas, cada vez com mais frequéncia, abordagens
que ndo dependem nem do isolamento nem do cultivo dos
microrganismos, para se obter conhecimento sobre os seus
metabolitos secundarios [10]. Estratégias recentes, baseadas
na sequenciacdo de DNA ambiental, anotacdo dos genes
biossintéticos e sua posterior expressdo heteréloga tém tido
algum sucesso [8].

Descoberta de novos farmacos

A drea de investigacdo em produtos naturais estd a viver
como que uma renascenga, estimulada em grande parte pe-
las novas moléculas que tém vindo a ser descobertas em am-
bientes marinhos. Alguns autores consideram ja que os pro-
dutos naturais se estdo a tornar mais atrativos para a industria
farmacéutica (ex: [5]). Estes compostos sdo o resultado da
evolugao biolégica, no sentido de obter vantagens compe-
titivas, sejam elas a capacidade de obter um determinado
recurso, de influenciar um outro organismo ou de eliminar
os competidores. Sdo estruturas muitas vezes extremamente
complexas, com um elevado nimero de centros quirais que
lhes confere uma forte tridimensionalidade. Por outro lado,
os compostos das grandes bibliotecas das companhias far-
macéuticas sdo mais planos, menos complexos, e com ten-
déncia a respeitar as famosas regras de Lipinski, as quais ndo
se devem aplicar aos produtos naturais [1]. Assim, é impor-
tante entender que estes Gltimos ocupam um espago quimi-
co vasto e no qual muitas vezes ndo se encontram compostos
inteiramente sintéticos. Concomitantemente, as estruturas
dos produtos naturais, altamente afinadas para executarem

A B
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o seu papel ecoldgico, muitas vezes necessitam de algumas
alteragdes para terem a atividade farmacoldégica ideal [9].

Um perspectiva recente [6] demonstra o sucesso da investi-
gacdo em produtos naturais marinhos no campo da desco-
berta de novos farmacos através de um simples indicador
— a fraccdo de compostos de origem marinha que chegam
ao mercado regulado, inferior aquela correspondente a
compostos de puramente sintéticos (Fig. TA). Relativamente
a estes produtos naturais marinhos que ja se encontram no
mercado e a outros tantos que estdo em ensaios clinicos, o
mesmo estudo revela ainda que 85% destas moléculas sao
efectivamente de origem microbiana (Fig. 1B).

Oportunidades para Portugal

A vasta extensdo da costa Portuguesa (que inclui biomas
bastante diversificados tanto no continente como nas ilhas),
assim, como os sedimentos na nossa ZEE, encontram-se
essencialmente por amostrar no que toca a procura de mi-
crorganismos produtores de metabolitos secundarios. Na
verdade, a maioria dos grupos que trabalham em produtos
naturais marinhos em Portugal, tém-se focado em invertebra-
dos e fungos macroscopicos. A prépria Estrutura de Missao
para a Extensdo da Plataforma Continental, que tem feito es-
forcos notaveis no sentido de inventariar a biodiversidade
marinha para valorizar os nossos recursos naturais, terd, na
nossa opinido, dado pouca atencdo a este recurso microbio-
l6gico, certamente menos visivel, mas potencialmente mais
rico. Por outro lado, e salvaguardando as meritérias exce-
¢Oes, a pesquisa em biossintese de metabolitos secundarios
é residual em Portugal, contrastando com grandes universi-
dades mundiais, que, por seu lado, tém dado atengdo a este
topico nos seus curricula de ensino e investigacdo. Tal facto
dever-se-d possivelmente a ser uma drea de interface entre a
quimica e a biologia que foge da bioquimica cldssica, mas
também certamente a uma falta de tradicdo académica nesta
drea em Portugal.

No CIIMAR, temos vindo a estudar as cianobactérias da nos-

Fonie de solamento VS Fonte bicasinlética

Figura 1 — (A) - Rcios de moléculas de origem marinha e de origem puramente sintética que chegam ao mercado regulado e (B) fonte de isolamento e fonte bios-
sintética das moléculas de origem marinha que se encontram em ensaios clinicos ou ja no mercado (adaptado de [6]).
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Figura 2 — Moléculas bioactivas obtidas a partir de cianobactérias isoladas em
Portugal: (A) — hierridina B, produzida pela cianobactéria Cyanobium sp. LEGE
06113 e (B) portoamidas A e B, produzidas pela cianobactéria Oscillatoria sp.
LEGE 05292. Barra de escala = 30 um.

sa costa numa perspectiva de diversidade biolégica e do po-
tencial quimico que esta associado a essa diversidade. Veri-
ficdmos que muitas das estirpes que isolamos da nossa costa
tém actividade biolégica (ex: [11]), incluindo estirpes que,
por terem genomas mais pequenos, ndo tém merecido tanta
atengdo no que toca ao seu metabolismo secundario. Na ver-
dade, de uma destas estirpes (Cyanobium sp. LEGE 06113)
isoldmos compostos antimaldricos, como por exemplo a
hierridina B (Figura 2A) [12]. Isoldmos e caracterizdmos ain-
da compostos com actividade anticancerigena — portoami-
das A e B (Fig 2B) — a partir de uma cianobactéria filamentosa
isolada em Portugal [13] (cultivada em dgua doce mas si-
milar a muitas outras cianobactérias marinhas). Na verdade,
estamos ainda a iniciar esforgos mais alargados de selecgdo
de estirpes e isolamento de compostos bioactivos, mas os
nossos resultados preliminares indicam que temos bastantes
moléculas novas para a ciéncia em processo de isolamento
e actividades biolégicas interessantes quer em linhas can-
cerigenas, como em ensaios antibacterianos e também em
ensaios em que utilizamos organismos marinhos como alvo.

A drea de estudo dos produtos naturais marinhos — que hoje
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é claramente multidisciplinar, utilizando conceitos e técni-
cas da genética, microbiologia, quimica organica e bioqui-
mica — estd numa fase de desenvolvimento embrionario no
nosso pais. No entanto, do enorme potencial de diversidade
biolégica que advém da nossa geografia, resulta um conjun-
to de oportunidades para cientistas e empreendedores que
desejem navegar esta onda da biotecnologia azul.
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Introducao

O ambiente marinho constitui uma extraordinaria reserva de
compostos com caracteristicas estruturais Gnicas, diferentes
das encontradas nos Produtos Naturais de origem terrestre
[1]. Os compostos de origem marinha assumem assim um
papel cada vez mais significativo na descoberta de novos
medicamentos, de novas aplicagdes em cosmética, na produ-
¢do de enzimas com caracteristicas especificas [2] ou como
biomateriais para engenharia de tecidos [3]. A investigacdo
nesta area, no ambito do Crescimento Azul, ganhou novo
impulso com a Estratégia Nacional para o Mar e as diretivas
do Horizonte 2020. A elevada biodiversidade do mar dos
Acores e os ambientes e ecossistemas que o distinguem de
outras regides, nomeadamente a influéncia do vulcanismo
ativo e residual, estdo na base da investigacdo que tem vindo
a ser feita na Universidade dos Agores, pelo Grupo de Bio-
tecnologia do Centro de Investigagdo em Recursos Naturais
(CIRN), em colaboracdo com o DCTD, DB e CIBIO-Acores.

Compostos de interesse biotecnolégico
identificados em algas e invertebrados

No ambito de projetos financiados pela FCT e pelo FRC/
Governo Regional dos Agores, o Grupo de Biotecnologia do
CIRN tem vindo a estudar o potencial farmacoldgico de al-
gas e invertebrados. Foram ja descobertos, na alga Cystosei-
ra abies-marina, quatro compostos com estruturas até agora

nunca encontradas na Natureza (Fig. 1).

Trés destes compostos tém grande atividade anticancerigena
in vitro, em particular o cystoazorol A [4]. Dado o elevado
interesse destes compostos como agentes quimioterapicos, a
caracterizagao do seu mecanismo de agdo esta atualmente
a ser investigada. Estdo ainda a ser estudadas outras fragdes
de extratos desta espécie, e ainda outras algas da costa dos
Acores consideradas promissoras em estudos preliminares de
rastreio [5].

Para além das pesquisas realizadas com organismos nativos,
tem vindo a tornar-se relevante a ideia de explorar o poten-
cial econémico de algumas espécies exdticas. Pretende-se
assim avaliar o potencial de algumas espécies marinhas ex6-
ticas e/ou invasoras, para permitir o desenvolvimento de pos-
siveis aplicagdes destas e consequentemente diminuir o seu
impacte negativo na biodiversidade dos mares dos Agores
(projeto ASMAS). Neste sentido, esta-se a estudar o potencial
farmacolégico e biotecnolégico de algumas destas espécies,
focando a investigacdo em trés vertentes principais: (i) ativi-
dade antitumoral, (ii) atividade anticolinesterdsica e (iii) ativi-
dade anti-incrustante (antifouling). A pesquisa de tecnologias
anti-incrustantes ndo téxicas e de baixo custo assume uma
particular relevancia, uma vez que a incrustagao de inver-
tebrados e algas nos cascos de embarcagbes leva a perdas
econdmicas avultadas, devido ao aumento do consumo de
combustivel resultante do atrito [6].

Okt

Figura 1 — Cystoseira abies-marina e compostos novos: 1, cystoazorona A, 2, cystoazorona B, 3, cystoazorol A e 4, cystoazorol B. Foto: Nuno Vaz Alvaro
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Identificacao de bactérias de fontes termais
de baixa profundidade com potencial
biotecnolégico

Outra linha de investigacdo que esta a ser desenvolvida cen-
tra-se na pesquisa de produtos em bactérias termofilicas ma-
rinhas de fontes hidrotermais de baixa profundidade. Foi ja
constituida uma Colegdo de Bactérias Termofilicas Marinhas
recolhidas nestas fontes termais junto a costa da ilha de S.
Miguel. A pesquisa de bioatividades nestas bactérias permi-
tiu até ao momento identificar isolados que apresentam ele-
vada atividade enzimdtica (Fig. 2), a partir de uma das quais
se purificou e isolou uma amilase com elevada estabilidade
térmica, que podera ter aplicagdes na industria.

O rastreio de 86 isolados permitiu ainda identificar isola-
dos com elevada actividade antibacteriana contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas e mesmo contra MRSA (Sta-
phylococcus aureus resistentes a meticilina, um dos maiores
problemas em infe¢Ges hospitalares). Neste momento esta
em curso a purificagdo e caracterizagdo das moléculas com
atividade antibacteriana.

O potencial dos organismos de fontes
termais de mar profundo

As fontes hidrotermais marinhas de mar profundo possuem
condigOes extremas de pH, temperatura, pressao e concen-
tracdo de diversos metais. Os organismos que evoluiram nes-
tes ambientes desenvolveram estratégias de sobrevivéncia
que incluem a sintese de biomoléculas com propriedades
extraordindrias, tais como proteinas que resistem a ambien-
tes compardveis aos existentes em muitos processos indus-
triais [7]. No mar dos Acores tém vindo a ser estudadas as
potencialidades biotecnolégicas de invertebrados e proca-
riotas recolhidos nestes ecossistemas.

Destaque-se como exemplo o estudo do transcriptoma das
guelras de Bathymodiolus azoricus, um mexilhdo de pro-
fundidade recolhido na fonte hidrotermal Lucky Strike, que
permitiu identificar um microbioma metabolicamente ativo
e uma enorme variedade de mecanismos e vias metabdlicas
[8] . Mais recentemente, na fonte hidrotermal Menez-Gwen
foram isoladas bactérias com elevada atividade fotoprote-
tora, o que é de grande interesse uma vez que existe uma
enorme procura de protetores solares de origem natural e
com bandas de absorgao intensas e alargadas [9]. Estes au-
tores estabeleceram métodos de extragcdo sustentaveis e de
elevado rendimento e constituiram uma biblioteca de 484
extratos organicos e aquosos, 22% dos quais apresentavam
uma capacidade fotoprotetora de interesse industrial.

Conclusoes

Os resultados obtidos até ao presente mostram o potencial
e provam o interesse de continuar a investigagao na area da
Biotecnologia Azul, com o objetivo de descobrir novas subs-
tancias com elevado valor acrescentado no mar dos Agores.
A valorizagdo econémica dos recursos marinhos devera
também contribuir para preservar a Biodiversidade marinha,

Figura 2 — Atividade amilasica (a, d), celuldsica (b), protedsica (c), e quitinoliti-
ca de bactérias isoladas de fontes marinhas de baixa profundidade.

alertando para a importdncia do “reservatério” de futuros
medicamentos e de outros compostos de grande utilidade.
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Resumo

As macroalgas marinhas tém uma grande diversidade de aplicagdes. Nos Acores, varias espécies tém sido usadas tradicional-
mente para alimentacdo humana e para extragdo de agar, um ficocoléide aplicado na inddstria alimentar e farmacéutica. As
exigéncias no controlo da qualidade das matérias-primas e as praticas atuais de colheita de macroalgas marinhas selvagens na
Europa exigem uma gestao eficaz deste recurso natural e, simultaneamente, tornam premente a necessidade de se implemen-
tarem métodos de produgdo de biomassa controlados, nomeadamente, praticas de cultivo. Apesar da importancia reconhecida
da exploracdo sustentavel dos recursos marinhos existentes nos Agores, ndo existe qualquer informagao sobre a viabilidade do
cultivo de macroalgas marinhas no Arquipélago. O objetivo principal do presente projeto é avaliar o potencial de cultivo de
espécies de macroalgas marinhas selecionadas, bem como identificar as melhores praticas de recolha desse recurso natural.

Palavras-chave: Algas marinhas, aquacultura, avaliagdo stocks.

Abstract

Seaweeds have a wide range of applications. In the Azores, several species of seaweeds were traditionally used either as food or
for extraction of chemical products, namely agar used in the food and pharmaceutical sectors. Requirements on product quality
control and concerns regarding the environmental sustainability of current wild seaweed biomass harvesting practices in Europe
demand for controlled seaweed aquaculture as well as good management practices of the wild resource. Despite the interest in
exploiting Azorean marine resources, there is no information on the feasibility of cultivating seaweed in the Azores. The present
project aims at evaluating the cultivation potential of selected Azorean species and to investigate the best harvesting practices
of that natural resource.

Key words: marine algae, aquaculture, stocks evaluation.

Enquadramento estatisticas de producdo de plantas aquéticas a nivel mun-
dial. O volume de producdo de macroalgas aumentou em
taxas anuais médias de 9,5 % em 1990 e 7,4 % na década
de 2000 (comparavel com as taxas de crescimento na pro-
dugdo de animais aquaticos de aquacultura), equivalentes a
produgdes de 3,8 milhdes de toneladas em 1990 e de 19
milhdes de toneladas em 2010. Contudo, apenas 5 espécies
contabilizam 98,9% dessa produgdo (Figura 1) que, contras-
tando com a produgdo piscicola, é realizada num reduzido
ndmero de paises. A FAO refere que para o ano de 2010, a
tica e da cosmética [2]. producdo de algas foi registada em apenas 31 paises e territé-
rios, sendo 99,6 % da produgdo mundial de algas originaria
de apenas 8 paises: China (58,4 %; 11,1 milhoes de tonela-

O uso de algas na alimentagao humana é conhecido desde
o século IV no Japao e desde o século VI na China. Contu-
do, apenas a partir dos anos 1930s foram comercializados
os primeiros extratos de algas castanhas, contendo alginatos,
vendidos como agentes espessantes e gelificantes [1]. Atual-
mente, as algas sdo usadas como fertilizantes na agricultura
e horticultura, suplementos alimentares para animais, ragdes
para aquacultura, consumo humano, na inddstria farmacéu-

E de salientar que o cultivo de algas é bastante superior a sua
recolha na natureza, a qual representou apenas 4,5 % do
total da produgdo em 2010. Segundo a FAO, no relatério de das), Indonésia (20,6 %; 3,9 milhdes de toneladas), Filipi-
2012 sobre “O estado mundial da pesca e da aquacultura” nas (9,5 %; 1,8 milhdes de toneladas), Coreia do Sul (4,7 %;
901 700 toneladas), Coreia do Norte (2,3 %, 444 300 tone-

[3], até a data, apenas as macroalgas foram registadas nas
ladas), Japdo (2,3 %, 432 800 toneladas), Malasia (1,1 %,
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Figura 1 — Produgdo mundial de plantas aquaticas (algas) por espécie e ou grupos de espécies (adaptado de FAO 2012).

207 900 toneladas) e a Reptblica Unida da Tanzania (0,7 %,
132 000 toneladas) [3]. Nos paises ocidentais, apesar da sua
produgdo ndo ter uma grande representagdo percentual nas
estatisticas mundiais (maximo 1%), a comercializagdo e o
consumo de macroalgas tem aumentado nos Gltimos anos,
como por exemplo nos Estados Unidos da América, Austra-
lia, Chile, Reino Unido, Irlanda, Islandia, Canada e Franca,
existindo atualmente 22 espécies de algas regulamentadas
para consumo alimentar na Europa [4].

Os padrdes de qualidade exigidos e as preocupagdes quanto
a sustentabilidade ambiental das praticas de colheita de ma-
croalgas marinhas selvagens nestes paises tém motivado o
interesse na implementacdo do cultivo de macroalgas.

O caso dos Acores

No Arquipélago dos Acores as macroalgas marinhas tém
sido tradicionalmente usadas na alimentacdo humana. A
alga castanha Fucus spiralis (Figura 2a), de nome comum
“tremoco do mar”, é consumida como um petisco; a alga
vermelha Porphyra (Figura 2b), de nome comum “erva pati-
nha”, é consumida frita e usada na confecdo de sopas, ome-
letes ou tortas; as algas vermelhas Laurencia (Figura 2c) e
Osmundea (Figura 2d), de nome comum “erva malagueta”,
sdo conservadas em vinagre e consumidas ao longo de todo
o ano em algumas ilhas [5]. Apesar do seu valor nutricional,
até hd poucos anos ndo existiam, a nivel regional, estudos
cientificos que corroborassem a nogdo empirica do seu valor
nutricional. Na dltima década foram realizados diversos tra-
balhos [e.g. 6-11] no Centro de Investigagdo de Recursos Na-
turais (CIRN) da Universidade do Agores sobre a bioquimica
das espécies consumidas localmente, bem como de outras
espécies com possivel interesse econdmico. As algas verme-
lhas Pterocladiella capillacea (Figura 2e) e Gelidium micro-
don (Figura 2f) foram comercializadas no arquipélago até ao
inicio da década de 1990. Eram recolhidas manualmente ou
por mergulho, posteriormente secas ao ar (era comum obser-

var-se longos tapetes de algas a secar ao longo dos passeios
em Vila Franca do Campo, Ilha de Sdo Miguel, e em outras
localidades) e preparadas para exportagdo, sendo depois
utilizadas na producdo industrial de agar [5]. Num trabalho
realizado nos anos 1980 foram estudados vérios aspetos so-
bre a apanha e a biologia da alga agardfita P. capillacea. Os
dados da época mostravam que nos Agores estavam a ser
recolhidas 1800 toneladas (peso seco), o que representava
325 toneladas de agar de grande qualidade [12].

Com a atual tendéncia para o consumo de alimentos cultiva-
dos organicamente, provenientes de ambientes naturais nao
poluidos, as algas marinhas estdo a receber uma crescente
aceitagdo por parte do consumidor. De forma a valorizar os
recursos regionais, estd em curso no CIRN um projeto em
colaboragdo com a Universidade de Edimburgo, Inglaterra,
e com a Escola de Formacao Turistica e Hoteleira de Ponta
Delgada que testa o potencial de espécies selecionadas de
macroalgas na confecdo de pratos gourmet. Sendo os Ago-
res ilhas vulcanicas com reduzida extensdo de litoral rocho-
so, é importante avaliar formas alternativas de produgio de
macroalgas que possam satisfazer futuras demandas. E no
sentido de colmatar esta lacuna que decorre o projeto de
doutoramento “Oportunidades para o desenvolvimento da
aquacultura nos Agores”, o qual tem como objetivos prin-
cipais investigar o potencial de cultivo de macroalgas co-
muns no arquipélago dos Agores e avaliar a exploragdo sus-
tentavel dos stocks naturais. Os resultados do programa de
doutoramento serdo de extrema importancia quer em termos
cientificos quer em termos empresariais. Fornecerdo conhe-
cimentos sobre os requisitos basicos para o cultivo em gran-
de escala das espécies nativas selecionadas que permitirdo
aumentar a produgdo da respetiva biomassa através de cul-
tivo. Permitirdo a transferéncia de tecnologia para o tecido
empresarial regional e para a implementacdo de empresas
de base tecnolégica indo ao encontro das futuras politicas
de financiamento europeias no ambito do Programa Europeu
Horizonte 2020.
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Introducao

A grande diversidade de organismos marinhos e o seu poten-
cial biotecnolégico tém despertado a atencdo e o interesse
de cientistas das diversas areas da biotecnologia. Como é do
conhecimento geral, os produtos naturais sdo fontes poten-
cialmente importantes para a descoberta de novos compos-
tos nutricionalmente benéficos e farmacologicamente ativos.
A descoberta de novas substancias naturais e biologicamente
ativas tem vindo a ser uma das apostas das inddstrias far-
macéutica, cosmética e alimentar, com o principal objetivo
comum da descoberta de novas substancias menos téxicas e
mais benéficas para a sadde humana, bem como da procura
de novos alimentos funcionais. Além disto, existe um cres-
cente interesse da ciéncia dos alimentos, pelos chamados
grupos de alimentos funcionais, entre os quais estdo as algas
marinhas, que tém merecido especial reconhecimento por
serem um grupo de alimentos capaz de proporcionar benefi-
cios fisioldgicos e nutricionais adicionais [1], em virtude da
sua diversa e equilibrada composigdo quimica.

As algas sdo organismos autotréficos e fotossintetizantes
que pertencem a uma multiplicidade de nichos ecolégicos
e estdo sujeitas as mais variadas condi¢des ambientais, por
vezes extremas. Esta situagdo tem como consequéncia a
biossintese de metabolitos secundarios, sendo alguns deles
compostos ativos com propriedades benéficas para a satde,
pelo que a sua utilizacdo como ingredientes funcionais abre
novas possibilidades no processamento de alimentos [2].

As macroalgas podem ser classificadas como algas vermelhas
(Rhodophyta), castanhas (Heterokontophyta, Phaeophyceae)
ou verdes (Chlorophyta), dependendo da sua composi¢ido
quimica e consequentemente nutricional. No seu ambien-
te natural, as macroalgas estdo expostos a variagdes sazo-
nais de fatores ambientais como a temperatura das aguas,
salinidade, luz e nutrientes disponiveis, que influenciam o
seu metabolismo (fotossintese e crescimento) e, consequen-
temente, a biossintese dos seus constituintes quimicos [3].

Desde a antiguidade que as algas fazem parte da dieta tra-
dicional das comunidades costeiras, sendo o seu consumo
mais expressivo na Asia Oriental, especialmente no Japao,
China e Coreia. Muitos estudos tém mostrado que as ma-
croalgas contém quantidades significativas de proteinas [4],
vitaminas e minerais essenciais para a nutricdo humana, as-
sim como contém uma proporgao elevada de 4cidos gordos
mono- e poli-insaturados essenciais, particularmente os de
cadeia longa das séries émega 3 e 6mega 6 [5] e, ainda,
compostos antioxidantes [6]. Devido ao seu particularmente
elevado teor em proteinas, as algas tornaram-se importantes
componentes para a industria alimentar, especialmente nos
paises desenvolvidos [7].

O consumo de algas nos Acores

Em algumas ilhas dos Acores, as algas sao tradicionalmente
utilizadas para consumo humano ou para fins comerciais.
As algas vermelhas Laurencia e Osmundea, mais conheci-
das como “erva malagueta”, sdo conservadas em vinagre e
consumidas a acompanhar peixe frito. As algas Pterocladiella
capillacea e Gelidium microdon sdo utilizadas na producao
industrial de agar. A alga castanha Fucus spiralis (figura 1.
A), conhecida como “tremogo do mar”, é uma iguaria local,
e é considerada um petisco, sendo as porcdes reprodutivas
terminais do seu talo consumidas frescas. Porphyra (figura
1. B), conhecida como “erva patinha”, é consumida frita ou
incorporada em sopas, tortas e omeletes [8].

Investigacao em curso sobre o potencial
nutricional de algas do litoral acoriano

Com a finalidade de comprovar a mais-valia nutricional das
macroalgas marinhas, tradicionalmente consumidas por po-
pulacées de algumas ilhas do Arquipélago dos Agores, esta
em curso uma investigagdo aplicada a algumas dessas es-
pécies. Os resultados obtidos até ao momento revelam que
Porphyra sp., Osmundea pinnatifida, Gelidium microdon e
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Figura 1 — Macroalgas marinhas dos Acores. A) Fucus spiralis; B) Porphyra sp.

Pterocladiella capillacea (Rhodophyta), possuem um elevado
contetido em proteinas, comparativamente com algas Chlo-
rophyta e Heterokontophyta (Phaeophyceae) que apresen-
tam teores de proteina relativamente mais baixos.

As macroalgas sdo também uma excelente fonte de fibras
totais (figura 2), nomeadamente Fucus spiralis, seguindo-se
Gelidium microdon, Cystoseira abies-marina e Ulva rigida.
E do conhecimento comum que alimentos ricos em fibras
e, particularmente as algas, facilitam o transito intestinal,
baixam o colesterol no sangue e reduzem doengas como o
cancro do célon [9].

Quanto aos 4cidos gordos, as macroalgas possuem, geral-
mente, niveis baixos de dcidos gordos saturados, e sdo uma
importante fonte de alguns dcidos gordos essenciais, nome-
adamente do acido alfa-linolénico (ALA). Por exemplo, as
macroalgas Chaetomorpha pachynema e Porphyra sp. pos-
suem um teor elevado de 4cido eicosapentandico e de ALA,
respetivamente [5].

As macroalgas apresentam uma relagdo terapeuticamente
promissora em d4cidos gordos hipocolesterolémicos e hi-
percolesterolémicos revelando elevados beneficios para a
salide, nomeadamente o efeito cardio-protetor. Quanto a
composicao em acidos gordos das séries mega 3 e 6 (n-3 e
n-6, respetivamente), as algas possuem uma relagdo n-6/n-3
baixa revelando uma predominancia dos acidos gordos n-3
sobre os n-6 e consequentemente um efeito protetor das do-
engas cardiovasculares. Segundo Honya et al. [10], as algas
apresentam, no entanto, uma distribuicao diferente ao longo
do seu crescimento pelo que a época de recolha das algas
deve ser escolhida com cuidado.

No que concerne as vitaminas, as macroalgas possuem vita-
minas hidrossoldveis e lipossollveis e algumas apresentam
um elevado teor em vitamina E, nomeadamente a espécie
Fucus spiralis. Esta alga apresentou também uma elevada
atividade antioxidante (60.05+4.29%) [6], sendo, portan-
to, uma excelente fonte daquele antioxidante natural, que
desempenha uma fungdo importante na sadde, inibindo a
oxidagdo do LDL, assim como reduz a formagdo de prosta-
glandinas pro-inflamatérias e do tromboxano.
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Em relagdo aos minerais, as macroalgas apresentam um teor
elevado de macroelementos, nomeadamente de magnésio
(Ulva rigida e Ulva compressa), calcio (Osmundea pinna-
tifida) e potassio (Cystoseira humilis, Porphyra sp. e Ptero-
cladiella capillacea), e uma baixa razdo Na/K em todas as
espécies estudadas até ao momento, com potenciais efeitos
benéficos para a satide, nomeadamente, para quem sofre de
hipertensdo. O contelido em minerais nas algas marinhas é
elevado comparativamente aos valores apresentados para os
vegetais terrestres mais comuns [11], pois as algas tém a ca-
pacidade de acumular minerais de acordo com as condigdes
ambientais onde estdo inseridas.

Conclusao

Com a atual tendéncia dos consumidores para adotarem o
consumo de alimentos organicamente naturais e provenien-
tes de ambientes limpos, as algas tém vindo a receber uma
maior aceitagdo por parte do pablico. Neste contexto, o con-
sumo de algas seria uma excelente opgdo, particularmente
no Arquipélago dos Agores que estd rodeado por dguas nao
poluidas e com excelentes condigdes ambientais, de acordo
com os parametros da Diretiva Quadro da Agua [12].

O consumo regular de macroalgas permite aumentar a inges-
tao de proteinas, fibras, vitaminas, aminodcidos essenciais e
acidos gordos poli-insaturados, que previnem a ocorréncia
de algumas doencas crénicas (diabetes, obesidade, doengas
cardiovasculares, cancros, entre outras), as quais estdo parti-
cularmente associadas com dietas pobres em fibras, caso dos
paises ocidentais [13] onde se tem verificado uma redugdo
progressiva do consumo de produtos alimentares frescos.

Muitos estudos tém sido realizados em algas, tendo por ob-
jetivo a sua caracterizagdo bioquimica, assim como, o isola-
mento de compostos com diversas atividades biolégicas, que
poderdo ser utilizados como possiveis agentes nutracéuticos,
apresentando um elevado potencial para exploragdo pela
biotecnologia.

A informagao sobre a composicao nutricional das macroal-
gas ediveis dos Agores comprova o elevado valor biolégico
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Figura 2 — A) Extrator de fibras; B) Processo de digestao das fibras.

deste produto regional, com consequente impacto na saide
publica se integrado como alimento regular na dieta da po-
pulagdo.
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Resumo

O crescente reconhecimento de novos compostos com interesse biotecnoldgico provenientes de algas marinhas tem conduzido
a uma maior atengao para estes organismos, bem como para o seu cultivo. Por outro lado, nos dltimos anos tem-se intensificado
a controvérsia em torno dos aditivos alimentares sintéticos, sendo cada vez maior a procura pela inddstria alimentar de alterna-
tivas naturais implicitamente biodegradaveis e também seguras, por ndo serem tdxicas nem cancerigenas. Os corantes naturais
tém sido alvo de particular interesse pois muitos destes pigmentos apresentam caracteristicas adicionais que os valorizam,
nomeadamente as propriedades nutricionais e atividade bioldgica benéfica dado o seu potencial antioxidante, anticancerigeno,
anti-inflamatério, anti-obesidade e neuroprotetor. O isolamento e investigacdo de pigmentos a partir de macro e microalgas é

uma area de desenvolvimento oportuna e rentavel.

Pigmentos em macroalgas

As macroalgas sdo reconhecidas fontes de substancias bio-
ativas como polissacaridos, proteinas, lipidos e polifendis,
com propriedades antibacterianas, antivirais e antiflingicas,
entre outras. Ha variagbes sazonais e ambientais na com-
posicao das macroalgas e na consequente producdo destes
compostos [1]. Sdo indmeros os trabalhos que reportam a
bioatividade de compostos extraidos de macroalgas. Holdt
e Kraan sumariaram estes dados relativamente a familias de
macroalgas de interesse comercial do noroeste europeu, en-
tre estes compostos surgem os pigmentos [1].

Pigmentos sdo compostos quimicos que absorvem radiagdo
na zona do visivel. A estrutura da molécula do croméforo
é a base para uma das suas classificagoes (croméforos com
sistemas conjugados como os carotendides e as antociani-
nas, e porfirinas metalo-coordenadas como a clorofila) [1].
As macroalgas sdo classificadas de acordo com o seu teor
em pigmentos, nomeadamente em Phaeophyceae (algas cas-
tanhas), Rhodophycaea (algas vermelhas) e Chlorophyceae
(algas verdes). No entanto, a presenca de pigmentos nas al-
gas nao despertou durante muito tempo particular interes-
se, ao contrdrio do que aconteceu nas plantas. E recente a
exploragao do potencial destes organismos relativamente ao
seu elevado teor em pigmentos fotossintéticos com ativida-
de biolégica reconhecida, por exemplo como antioxidantes
(fucoxantina, ficoeritrobilina, clorofila a e seus derivados) ou
anti-inflamatérios (fucoxantina e feofitina a) [2].

Clorofilas, carotendides e ficobilinas sdo as classes de pig-
mentos presentes em macroalgas com diferentes aplicagées.
O teor de pigmentos (violaxantina, fucoxantina, B-caroteno e
clorofila a) em Ascophyllum tem maximo em maio e decrés-
cimo entre julho e novembro, uma variagao sazonal distinta
da observada em Fucus serratus. Também o stress ambiental

afecta estes compostos, com uma maior produ¢do em zonas
portudrias comparativamente com locais de mar aberto [1].

As clorofilas sdo pigmentos lipossoltveis verdes que contém
o anel porfirina e sdo encontrados em todas as algas, plantas
superiores e cianobactérias. Quatro tipos de clorofila estdo
presentes nas macroalgas, clorifila a, b, ¢, e d (esta apenas
nas algas vermelhas) [2]. A clorofila é convertida em feofitina
e derivados em vegetais processados e apés ingestdo. Estes
derivados demonstraram efeito antimutagénico e podem ter
acgdo na prevencgdo do cancro [1].

Os carotendides sdo pigmentos lipossoliveis de coloracao
amarela, laranja ou vermelha, mais difundidos na natureza,
estando presentes em todas as algas, plantas superiores, fun-
gos e em muitas bactérias fotossintéticas, com uma producao
anual na natureza estimada em 10° ton/ano [3]. Cerca de
10% desta produgao € atribuida a fucoxantina que tem prin-
cipalmente origem marinha [2]. Os carotendides (tetraterpe-
nos) sao divididos em dois grupos: carotenos (hidrocarbone-
tos insaturados) e xantofilas (grupos funcionais oxigenados
[2]. As algas verdes incluem B-caroteno, luteina, violaxan-
tina, neoxantina e zeaxantina, as vermelhas contém princi-
palmente o e B-caroteno, luteina e zeaxantina, enquanto as
algas castanhas apresentam B-caroteno, violaxantina e fuco-
xantina [1]. Todos estes compostos demonstram bioatividade
de interesse. Os principais carotenéides com interesse co-
mercial s3o a astaxantina, o B-caroteno, a cantaxantina e a
luteina [4]. Alguns carotenéides também funcionam como
vitaminas, por exemplo o B-caroteno extraido de Porphyla
sp. e de Palmaria sp. apresenta actividade provitamina A,
com variagao sazonal de produgdo [1]. Também o contel-
do de fucoxantina em macroalgas é sazonal e dependente
da espécie e do seu ciclo de vida. Este pigmento castanho
é apontado como um constituinte alimentar natural para a
prevencao da obesidade e controle de peso, para além de
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apresentar atividade antioxidante, anticancerigena, anti-in-
flamatdria, neuro e osteoprotetora [1, 2].

Outros pigmentos encontrados em macroalgas sdo as ficobi-
linas, proteinas soltveis fluorescentes. As ficobilinas sdo pig-
mentos sollveis em 4gua, de coloragdo azul ou vermelha,
presentes nas divisdes Rhodophyta, Cyanobacteria e Cryp-
tophyta. Geralmente mascaram a presenca da clorofila, pro-
porcionando coloragdes azuladas ou avermelhadas as algas.
As trés principais categorias de ficobiliproteinas sdo: i) ficoe-
ritrina, de coloracdo vermelha; ii) ficocianina, de coloracio
azul; e iii) aloficocianina, de coloracdo azul [2]. A ficoeritri-
na é a mais abundante ficobillina nas algas vermelhas. Sao
utilizadas como corantes naturais em aplicagdes alimentares
e cosméticas [1] e também como marcadores fluorescentes,
aplicadas em ensaios imunolégicos, microscépicos e de liga-
¢do ao ADN [5], mas simultaneamente apresentam atividade
antioxidante, anti-inflamatdria, neuro e hepatoprotetora, an-
tiviral, anti-tumoral, entre outras [1].

Pigmentos em microalgas

As microalgas marinhas sdo um dos grupos mais diversifi-
cados de organismos oceanicos, representando um recurso
pouco explorado de substancias naturais com utilidades nas
areas alimentar, da satdde e da biotecnologia. O contetido
proteico das macroalgas é substancialmente menor do que o
das microalgas, que apresentam uma elevada amplitude em
termos de qualidade nutricional [6]. As microalgas apresen-
tam um elevado potencial de aplicagdes e tém sido fonte de
diversos compostos para a nutricdo humana e para a aqua-
cultura, para uso como biofertilizantes e em tratamento de
efluentes, para uso como anti-inflamatérios, anti-alérgicos e
analgésicos [5], pois entre os produtos extraidos e comer-
cializados encontram-se dcidos gordos polinsaturados, pro-
tefnas, polissacdridos, corantes naturais, entre outros [7]. No
entanto, a producdo de corantes, nomeadamente carotendi-
des, tem-se revelado ser o principal mercado para a biotec-
nologia de microalgas, pois podem conter mais de 15% em
carotendides [8]. E esta procura prevé-se que venha ainda a
aumentar, uma vez que o mercado tem intensificado o inte-
resse em corantes provenientes de fontes bioldgicas [4].

As produgbes em massa de astaxantina, de B-caroteno e de
luteina sdo feitas com recurso a diferentes espécies de micro-
algas, nomeadamente Dunaliella salina, Haematococcus plu-
vialis, Murielopsis sp. e Scenedesmus almeriensis; estes orga-
nismos podem chegar a acumular cerca de 10% do seu peso
seco em corante [9]. Embora as produgdes tenham melhora-
do substancialmente, pensa-se que poderdo ainda aumentar
com a aplicacio de condigdes de stress (limitagido de azoto,
elevada salinidade, elevada intensidade luminosa, baixas
temperaturas) [8]. Vdrios trabalhos tém sido realizados com
vista a otimizagdo de vdrios parametros que condicionam o
crescimento de microalgas e producdo de astaxantina, em
particular com Haematococcus pluvialis. Estes resultados,

conciliados com os avangos na tecnologia de fotobioreatores
permitiram a producdo comercial de axtanxantina a partir
de microalgas, atingindo valores correspondentes a 3% do
peso seco [10]. No entanto, a extensdo das condigdes de
stress a aplicar as microalgas é ainda desconhecida, tendo
ja sido observadas grandes diferencas na concentragdo de
carotendides devido a ligeiras alteragoes ambientais [8], o
que sugere que muita investigacdo futura deve ser centrada
no controlo do metabolismo da sintese de carotendides em
microalgas.

Conclusao

Os pigmentos provenientes de algas representam uma alter-
nativa aos pigmentos sintéticos comercializados, dado serem
uma fonte de compostos bioativos e poderem ser aplicados
em produtos alimentares funcionais e inovadores, assim
como na prevengao e tratamento de algumas doencas cré-
nicas. A questdo da sustentabilidade dos ecossistemas mari-
nhos é fundamental, sendo necessario a aposta no cultivo de
espécies de algas com maior potencial e, sempre que pos-
sivel, optimizando a rentabilidade com o desenvolvimento
de processos de extracdo de pigmentos compativeis com a
obtencgao de outros produtos de interesse comercial.
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Cianobactérias e seus metabolitos
secundarios

As cianobactérias sdo organismos procaridticos fotossintéti-
cos, que, em condigdes ambientais favoraveis (luz, tempe-
ratura, estabilidade fisica e abundancia de N e P), se podem
desenvolver em grandes densidades — florescéncias (Fig.
1). Estas florescéncias podem ter impactos muito negativos
nos ecossistemas, podendo causar a morte de organismos
aqudticos e terrestres. A origem ancestral das cianobactérias
permitiu-lhe desenvolver um complexo conjunto de metabo-
litos secunddrios, muitos dos quais com atividade biolégica
interessante do ponto de vista da sua utilizagdo para diversos
fins. Muitos destes compostos, de natureza peptidica, sdo
produzidos por via ribossomal, mas outros ndo, sendo su-
portados por agrupamentos génicos complexos e que, para
a mesma substancia, podem variar de espécie para espécie.

A investigacdo sobre os metabolitos secunddrios das ciano-
bactérias ndo é recente, datando ja desde ha dois séculos
atrds, quando Francis em 1878, na Austrdlia, investigou a
morte de carneiros que beberam dgua do lago Alexandri-
na [1]. Descobriu que a causa da morte foi a ingestdo de
dgua com densas massas de uma cianobactéria Nodularia
spumigena que mais tarde se veio a descobrir produzir o
metabolito téxico nodularina. Assim, os primeiros metabo-
litos secundarios de cianobactérias que foram mais intensa-
mente estudados foram os que tinham propriedades téxicas
para mamiferos — cianotoxinas. Mais recentemente, outros
metabolitos produzidos por cianobactérias tém vindo a ser
estudados, descobrindo-se propriedades de fotoprotegdo [2],
anticancerigenas, anti-trombociticas [3,4] entre outras apli-
cagoes na drea da sadde. No entanto, muitos destes metabo-
litos tém também vindo a ser estudados do ponto de vista da
sua importancia para as cianobactérias, como alelopaticos,
inibidores de predacdo, sinalizadores e auxiliadores na com-
peticao [5].

Toxinas de cianobactérias

Embora os primeiros registos de producgdo de cianotoxinas
por cianobactérias datem do século XIX, sé no século se-
guinte se comegou a elucidar a estrutura destas toxinas e
avaliar a sua diversidade. De fato, hoje conhecem-se mais de
150 variantes de cianotoxinas, divididas em grupos quanto
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Figura 1 — Florescéncia de Microcystis spp. Nos lagos do parque da Cidade do
Porto (Outubro 2013)

as suas caracteristicas quimicas e quanto a sua agdo sobre
mamiferos (Tabela 1).

As cianotoxinas sdo produzidas por cianobactérias de agua
doce, salobra e marinhas e algumas recentemente tém vin-
do a ser detetadas em simbioses, por exemplo em liquenes
[6]. Quimicamente apresentam grande diversidade, sendo
de destacar os péptidos ciclicos como as microcistinas e
nodularinas, os alcaloides: saxitoxinas, cilindrospermopsi-
na, anatoxina-a e lyngbyatoxina, o aminodcido ndo protei-
co BMAA e um organofosforado natural, anatoxina-a(s). Do
ponto de vista fisiolégico, podem afetar 6rgdos especificos
como o figado (microcistinas e nodularinas), a transmissao
de impulsos nervosos e a estabilidade dos neurénios (anato-
xina-a, anatoxina-a(s), saxitoxina, palitoxina, BMAA), podem
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Tabela 1 — Quimiodiversidade de cianotoxinas, modo de agdo em mamiferos e principais géneros de cianobactérias produtoras. (* estdo descritos analogos; N —

neurotoxina, H, Hepatotoxina, C- Citotoxina, D- Dermatotoxina).

Entidade quimica__| Modo de acio | Cianobactéria

Anatoxina-a* Alcaloide
Anatoxina-a(s) Organofosforado
BMAA Aminoacido
Cilindrospermopsina* Alcaloide

LPS Lipopolisacarido

Lyngbyatoxina* Alcaloide

Microcistina* Péptido ciclico

Nodularina* Péptido ciclico

Palitoxina*

Saxitoxina* Alcaloide

ser citotéxicas afetando varios 6rgdos como o figado e os
rins (cilindropsermopsina), ou ser dermatotéxicas (LPS e lyn-
gbyatoxina) e cancerigenas (lyngbyatoxina) (Tabela 1). Mui-
tas destas cianotoxinas possuem variantes, por exemplos as
microcistinas tém dois dos seus sete aminodcidos variaveis o
que conduziu a descoberta até ao momento de mais de 80
variantes desta molécula, com toxicidade também variavel.
Desde a década de 1990 que temos vindo a estudar no ClI-
MAR e na Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto
a diversidade, métodos de detecdo, e efeitos ecoldgicos das
cianotoxinas [7-10]. Também se tem vindo a avaliar as vias
de entrada em humanos e possibilidade da sua utilizagio
terapéutica em algumas doencas [11].

Potencial farmacoldgico

O potencial das cianobactérias como origem de farmacos
tem vindo a ser explorado cada vez com mais intensidade,
utilizando ndo sé ensaios in vitro com linhas celulares tu-
morais [4], como ensaios do seu potencial na modulacdo da
agdo trombocitica [3] sendo os resultados muito promissores.
Por outro lado abordagens genémicas através de técnicas de
gene mining tém vindo a detetar a produgdo de metabolitos
como as cianobactinas que tém enorme potencial farmaco-
[6gico na agdo antimicrobiana, anticancerigena ou antipara-
sitica [12]. A pesquisa de genes envolvidos na produgao de
cianobactinas a partir de novas espécies de cianobactérias
de diferentes ambientes e a sua analise filogenética da-nos
indicagcao da existéncia de novas cianobactinas [ 12]. O iso-
lamento e purificagdo de novos metabolitos guiada por en-
saios de bioatividade disponibilizarao novas substancias que
possam entrar no circuito da descoberta de novos farmacos.

z

Z Z I T

Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermum, Microcystis,
Planktothrix, Oscillatoria

Anabaena flos-aquae, A. lemmermani
A maioria das espécies

Cylindrospermopsis raciborskii,
Aphanizomenon ovalisporum,
Anabaena spp., Raphidiopsis curvata,
Umezakia natans

A maioria das espécies

Moorea producens
(antes Lyngbya majuscula)

Microcystis spp.
Nodularia spumigena
Trichodesmium spp.

Muitas espécies de
Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Lyngbya,
Planktothrix

Metabolitos secundarios de cianobactérias e
outras aplicacoes

Os metabolitos secunddrios das cianobactérias podem tam-
bém ter outras aplicagbes como fotoprotetores, dado produ-
zirem substancias como as micosporinas podendo ser aplica-
dos em protetores solares [2]. As substancias com potencial
alelopdtico, podem ter uma aplicagdo promissora no con-
trole de florescéncias de microalgas e de outras cianobac-
térias com potencial toxico [5]. Na area alimentar, a produ-
¢do de pigmentos naturais como a ficocinanina, ficoeritrina,
astaxantina, ou de polissacarideos tém vindo a demonstrar
grandes potencialidades para uma aplicagdo biotecnolégi-
ca lucrativa [13]. Os efeitos de extractos de cianobactérias
em larvas de invertebrados marinhos demonstram também
a capacidade promissora de desenvolver substancias anti-
incrustantes (Fig. 2) [14].

Comparando com outros organismos marinhos como espon-
jas e outros invertebrados, as cianobactérias apresentam a
vantagens de poderem ser facilmente isoladas e colocadas
em cultivo, evitando uma recolha excessiva de organismos
no seu meio natural, e tornando assim esta atividade susten-
tavel do ponto de vista ecoldgico., As colegbes destes orga-
nismos, como a que mantemos no CIIMAR com mais de 400
isolados, serdo assim um excelente instrumento de trabalho,
para a valorizagdo destes recursos naturais, potenciando co-
laboragbes entre equipas de investigacio, produzindo mais-
valias e possibilidades de criagdo de emprego.
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Figura 2 — Efeitos de extratos de cianobactérias marinhas na embriogénese do ourigo do mar Paracentrotus lividus. (a) Larva pluteus normal, (b) e (c), anormalidades

causadas por exposicao a extratos de cianobactérias (modificado de [14])
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Introducao

A biotecnologia de microalgas permite manipular as condi-
¢oes das plantas mais produtivas que existem no nosso pla-
neta para a producdo sustentada de produtos de alto valor
comercial (fitoesterdis, dcidos gordos poli-insaturados, ca-
rotendides, ficobiliproteinas) e/ou para servigos de inques-
tiondvel interesse social e ambiental tais como o tratamento
de efluentes ou a biosequestracdo de carbono. Neste artigo
sera dado destaque ao trabalho de investigagao realizado no
LNEG (previamente INETI e LNETI) na drea das microalgas
marinhas nos Gltimos 20 anos, em especial em modo hete-
rotréfico em fermentadores. A produgdo de acidos gordos
insaturados da familia émega 3 (EPA e DHA), sera desenvol-
vida com mais pormenor pela sua importancia para a satude
humana comprovada pelo seu aumento de mercado, objecto
de artigo de revisdo (Mendes et al., 2008) para a microalga
marinha Crypthecodinium cohnii e o seu produto principal,
o acido docasahexaendico-DHA.

Producao de acidos gordos poli-insaturados
por via autotréfica

A diatomédcea marinha Phaeodactylum tricornutum Bohlin
é uma fonte muito interessante do dcido eicosapentaendico
(EPA- 20:5 ®3), com reconhecido interesse farmacolégico.
Reis et al. (1996) afinaram as melhores condigdes de pro-
ducdo indoors em mangas de polietileno em regime con-
tinuo, tendo estudado o efeito entre taxa de diluicio (D),
concentragdo de nitrato e a composicdo da microalga. Os
resultados indicaram que o EPA era um metabolito interme-
diario, obtendo-se as maiores produtividades de biomassa e
lipidos para baixos valores de D. A maior produtividade em
EPA (6 mg I d7) foi obtida no intervalo para D entre 0.32
e 0.50 d'. Em condigdes éptimas, 84% e 11% de todo o
EPA encontrava-se nas fracgdes monogalactosildiacilglicerol
(MGDQ) e triglicéridos (TG) respectivamente. As razdes EPA/
AA (20:4w6) e EPA/20:4 w3 obtidas para todas as taxas de di-
luicao estudadas estavam entre as mais elevadas alguma vez
publicadas, tornando a purificagdo de EPA mais facil a partir
desta matéria-prima em relacdo a outras tradicionalmente
usadas, nomeadamente o éleo de peixe marinho.

A passagem a escala piloto em condigbes reais (ar livre) e
em reactores raceway foi descrita no trabalho de Veloso et

al. (1991) que reportou um ensaio de 84 dias de duragdo.
Obteve-se uma produtividade média em biomassa de 4-0 g
m2 d"' em base livre de cinzas em regime semicontinuo (dias
0-74) e 2:0 g m? d' em modo batch (dias 74-84). O EPA foi
o acido gordo predominante com um teor médio de 3.-9%
em relagdo ao peso seco para uma produtividade de 0-15 g
m? d' em regime semicontinuo. O teor em EPA diminuiu
até 0-7% em modo batch, com um predominio dos acidos
gordos 16:0 e 16:1 em relagdo aos acidos gordos totais.
Estudou-se também o efeito da densidade celular sobre a
produtividade. Na gama estudada, verificou-se uma propor-
cionalidade inversa entre densidade e produtividade em bio-
massa, e directa entre a mesma grandeza e a produtividade
em lipidos. Testaram-se varios floculantes para a colheita de
biomassa. Os melhores resultados foram obtidos com hidré-
xido de célcio, Ca(OH), para o intervalo de concentracdes
entre 30 e 100 mg I'. A adi¢do de quitosana ndo melhorou a
eficiéncia da floculagao.

Producao de acidos gordos poli-insaturados
por via heterotrofica

Os oleos de peixes marinhos tém sido a fonte tradicional
de DHA (22:6 ®3), mas este composto pode ser produzido
com vantagens adicionais por microorganismos marinhos,
designadamente pelo facto do cultivo destes Gltimos ndo
depender dos stocks marinhos, ao contrdrio dos pimeiros, e
o produto final (DHA) obtido por via microbiana ndo apre-
sentar o cheiro desagraddvel, caracteristico dos peixes ma-
rinhos Muitos destes organismos podem ser cultivados he-
terotroficamente com substratos organicos sem luz, abrindo
a perspectiva de se atingirem elevadissimas concentragdes
celulares sob condigées controladas e, em consequéncia,
de um produto de composicdo estavel e de qualidade. Entre
estes destaca-se o dinoflagelado marinho Crypthecodinium
cohnii (Figura 1) que alia a sua elevada velocidade de cresci-
mento a capacidade invulgar de praticamente ndo produzir
outros acidos poliinsaturados para além do DHA, o que o
torna muito atractivo para a purificagido deste produto de alto
valor acrescentado para aplicagdes farmacéuticas e “nutra-
céuticas” (Mendes et al., 2008).

O xarope de polpa de alfarroba foi usado como fonte de
carbono em fermentagdes para produgdo de DHA (Mendes
et al., 2007). A alfarrobeira é uma arvore muito comum e
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Figura 1 — Células de Crypthecodinium cohnii (ampliagdo: 400x).

abundante nos paises da Europa do Sul, e as sementes das
suas vagens sdo utilizadas na industria alimentar. A polpa,
um subproduto desta industria, pode ser utilizada para pro-
duzir um xarope rico em gldcidos (glucose e frutose) que
pode ser utlizado em formulagdes de meios de cultura. No
nosso estudo, combinaram-se diferentes diluicdes de xaro-
pe com sal marinho, em formulacdes simples de meios de
cultura. A produtividade em biomassa e a taxa especifica
de crescimento mais elevadas (4 mg I' h' e 0.04 h, res-
pectivamente) corresponderam a maior diluicdo de xarope
(1:10.5 (v/v), equivalente a 8.8 g I'" de glucose). O cloreto de
amonio e o extracto de levedura foram testados como fontes
de azoto tendo-se obtido melhores resultados com a dltima.
Com base no meio de cultura optimizado realizou-se uma
produgdo fermentativa de C. cohnii em modo fed-batch com
uma produtividade de biomassa de 420 mg " h'' para uma
taxa especifica de crescimento de 0.05 h”', e uma concentra-
¢do final de biomassa de 42.0 g I, apds 100.4 h de ensaio.
Sob as mesmas condigdes, a concentracdo de DHA e a taxa
volumétrica de producido de DHA atingiram 1.9 g I e 18.5
mg I h'' respectivamente. Desta forma foi apresentado um
processo simples e reprodutivel de utilizagdo do xarope de
polpa de alfarroba como fonte de carbono, transformando
um residuo industrial num produto de elevada cotagao e vo-
lume de mercado.

A utilizacdo de reactores aerébios bifasicos em que uma das
fases é organica e tem maior afinidade pelo oxigénio para
melhorar a taxa de arejamento em fermentadores tem sido
alvo de estudo pela equipa de investigagdo do LNEG (Lo-
pes da Silva et al., 2006). Como aplicagdo real estudou-se
a utilizagdo do n-dodecano como vector de oxigénio para
o estimulo do crescimento de Crypthecodinium cohnii e da
producdo de DHA (Lopes da Silva et al., 2006a). A fraccdo
volumétrica do vector de oxigénio influenciou positivamente
o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa gas-Ii-
quido para o oxigénio (k a). Os valores de k a aumentaram
de forma praticamente linear com o aumento da percenta-
gem volumétrica de n-dodecano até 1%. A velocidade de
agitacdo teve uma influéncia superior sobre o ka do que
a taxa de arejamento. Correram-se em paralelo, e para as
mesmas condi¢des experimentais, dois ensaios de fermenta-

¢ao em modo batch, um sem adi¢do de n-dodecano como
controlo (FC) e outro com a adigdo de 1% (v/v) n-dodecano
como vector de oxigénio (FD). Até as 86.7 h de fermentagdo,
a taxa especifica de crescimento, a concentragao de biomas-
sa, a producao de acidos gordos e de DHA foram superiores
na FC. Porém, o teor mais elevado em DHA na biomassa
(6.14%), a maior percentagem de DHA no total de 4cidos
gordos (51%) e a maior taxa volumétrica de produgdo de
DHA, (r,,, 975 mg I h'") foram obtidos no final da fermen-
tacdo com n-dodecano (FD) (135.2 h). A concentracdo de
oxigénio dissolvido foi sempre superior na fermentagdo FD
do que na FC, indicando uma melhor transferéncia de oxigé-
nio em presenca do vector de oxigénio, tal como esperado.

O ensaio mostrou claramente a existéncia de comportamen-
tos diferentes com o tempo. No primeiro intervalo (0-86.7
h) a potencial toxicidade introduzida pelo n-dodecano e a
adaptacdo da cultura a esta segunda fase (86.7-135.2 h) fo-
ram mais importantes do que o efeito benéfico do arejamen-
to mais eficiente. No Gltimo periodo, o efeito do oxigénio foi
mais marcante, em especial quando a densidade celular era
mais elevada e o oxigénio poderia limitar a cultura.

Dado que ndo se observou incremento na percentagem dos
restantes acidos gordos poliinsaturados em C. cohnii com o
aumento da disponibilidade de oxigénio no caldo fermen-
tativo, excluiu-se a existéncia de um mecanismo de desatu-
rases dependente do oxigénio, sugerindose uma extracgao
selectiva para o n-dodecano onde os 4cidos gordos tém mais
afinidade.

De forma a clarificar o potencial efeito toxico da presenca do
vector de oxigénio sobre as células de Crypthecodinium coh-
nii cultivadas em modo batch em para a produgdo de DHA,
estudou-se a resposta fisiolégica do organismo utilizando-
se a citometria de fluxo multiparamétrica (Lopes da Silva &
Reis, 2008).

Adicionou-se n-dodecano em diferentes concentracdes [0,
0.5,1,2.5,5,10 e 20% (v/v)] em frascos agitados. A fraccao
em n-dodecano que apresentou melhores resultados em ter-
mos de produgdo de biomassa e DHA foi 0.5% (v/v). As frac-
¢bes iguais ou superiores a 2.5% (v/v) inibiram o crescimen-
to microalgal e a produgdo de DHA, apesar de existir sempre
uma elevada proporgdo de células com a membrana cito-
plasmdtica intacta no final das fermentagdes. Apds a adigao
de um pulso de n-dodecano (0.5% v/v) a células de C. cohnii
em fase exponencial de crescimento em bioreactor, a taxa
volumétrica de consumo de glucose aumentou 2.5 vezes,
com aumento da taxa volumétrica de produgdo de biomassa
de 2.8 vezes. A taxa especifica de crescimento em biomassa
aumentou 1.5 vezes. A percentagem de DHA na biomassa,
percentagem de DHA nos acidos gordos e concentragdo em
DHA também aumentaram 54, 22 e 58%, respectivamente,
apos a mesma adigdo, sem que a integridade da membrana
tenha sido afectada, como foi demonstrado por citometria de
fluxo. Os resultados mostraram que a adigdo de 0.5% de n-
dodecano (v/v) a fermentagdes de C. cohnii pode ser um mé-
todo simples e de baixo custo para o aumento de produgdo
de biomassa e de DHA, sem recorrer a elevadas velocidades
de agitagao (evitando assim stress hidromecanico nas células
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da microalga por elevadas tensGes de corte e maiores custos
de energia).

Na fase de downstream processing desenvolveu-se um pro-
cesso simples e pouco dispendioso para a concentragdo e
purificacdo de DHA produzido por Crypthecodinium cohnii
CCMP 316, envolvendo saponificagdo e metilacdo da bio-
massa hdmida (com poupanga da etapa de secagem), winte-
rizagdo e cristalizagdo de ureia de forma sequencial (Mendes
et al., 2007a). Foram testadas diversas razdes massicas ureia/
acidos gordos e temperaturas de cristalizacdo para o método
de cristalizagdo final. A andlise ANOVA revelou que, para
a gama estudada, a temperatura foi o parametro que teve
o maior efeito sobre a concentracdo de DHA. A fracgdo de
DHA mais pura (99.2 % do total de 4cidos gordos) obteve-se
para uma razdo ureia/dcidos gordos (m/m) de 3.5, as tem-
peraturas de cristalizagdo de 4 e 8 °C. O rendimento em
DHA mais elevado (49.9 %) foi obtido a 24 °C para a razdo
ureia/dcidos gordos (m/m) de 4.0, correspondente a pureza
de 89.4 % DHA do total de 4cidos gordos. Considerando as
elevadas proporgoes de DHA obtidas, e o elevado grau de
pureza exigido pela inddstria farmacéutica, o processo pro-
posto é promissor para uma potencial ampliagdo de escala
pré-comercial nesta area.

Biosequestracao de carbono

A utilizagdo de culturas intensivas de microalgas por via au-
totréfica em fotobiorreactores surge como o Unico proces-
so biolégico de captura de gases de efeito estufa (GEE) de
origem antropogénica por via industrial (em especial CO,)
verdadeiramente sustentdvel e aplicavel em grande escala
que se conhece.

A empresa chilena Clean Energy ESB SA (http://www.clean-
energy.cl) tem como missdo contribuir para o desenvolvi-
mento de energias limpas, amigas do ambiente, através de
novas tecnologias e o desenvolvimento de um conceito de
negdcio sustentdvel, focado para a protecgdo do meio am-
biente e o uso responsavel dos recursos naturais que contri-
buam para a mitigagdo das alteragdes climaticas.

Desenvolveu-se uma focagem que combina tecnologias para
a captura de GEE e producdo de biocombustiveis, com van-
tagens comparativas com outros projectos de energia presen-
tes no sistema, pelos beneficios ambientais e sociais que este
projecto incorpora. Este conceito de empresa combina duas
opgdes para a producdo de energia:

¢ Instalagdes emissoras de GEE, (carvao, diesel, gas, outras)

e Instalagdes para a producado industrial de microalgas (bio-
combustiveis e outras substancias, utilizando o conceito da
biorrefinaria).

Este processo de desenvolvimento contou com o acompa-
nhamento da Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso
(Chile), no melhoramento de variaveis técnicas para o cul-
tivo de microalgas, obtendo resultados promissores para um
scale-up a nivel industrial, tanto na captagdo de gases, na
produgdo de biocombustiveis, na reutilizagdo de agua do
processo e com a colaboragdo do LNEG, através de assistén-
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Figura 2 — Instalacdo piloto para a produgao de microalgas em fotobioreacto-
res alveolares planos a partir de gases emitidos por central térmica em Venta-
nas, Chile.

cia de consultoria técnico-cientifica no desenvolvimento e
validacdo destas tecnologias, em especial no design do pro-
cesso e no dimensionamento e projecto de fotobiorreatores,
e na concepgdo da instalagdo piloto, incluindo laboratério
de ensaios. Actualmente estd em operagdo uma instalagdo
piloto (Figura 2) para producdo de biocombustiveis a partir
do cultivo de microalgas marinhas utilizando gases emitidos
pela multinacional AES Gener na termoeléctrica situada em
Las Ventanas, Quinta Regido do Chile, na costa do Ocea-
no Pacifico, o que permite a extrapolagdo de dados para
uma primeira instalagdo industrial de 100 ha de cultivos na
mesma zona numa primeira fase, e numa segunda fase uma
expansdo do projecto com uma instalagdo em Mejillones e
Tocopilla, na Segunda Regido do Chile (deserto de Atacama),
onde se registam os melhores indicadores edafoclimaticos
do mundo para a produgdo comercial de microalgas.

Os resultados sdo muito promissores até a data, com pro-
dutividades volumétricas de microalgas em fotobiorreacto-
res alveolares planos (Figura 2) que ultrapassam 100 g m?
d' em regime semicontinuo, com uma estirpe marinha de
Chlamydomonas sp. isolada localmente e ja adaptada as
condigbes muito agressivas do seu ambiente de crescimen-
to (crescimento em gases libertados da instalagdo fabril sem
qualquer tipo de diluicdo- teor médio de 15% v/v em CO,).
De acordo com o coeficiente estequiométrico carbono/bio-
massa (Y,) sdo de prever taxas de remogdo de CO, supe-
riores a 200 g CO, m*? d''. O desenvolvimento de processo
deu-se a partir de uma microalga nativa ja adaptada as con-
digbes de processo e ndo como consequéncia de um rastreio
a partir de diversas estirpes de algoteca. Com esta opcdo
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houve um avancgo de 3 anos no tempo de optimizagdo e com
a vantagem adicional de aproveitar a vantagem selectiva de
adaptacao do local as mais resistentes e produtivas sem a
introdugdo de novas estirpes que comprometessem a biodi-
versidade do ecossistema.

Conclusoes

Ao longo destes ultimos 25 anos, a equipa do LNETI/INE-
TI/LNEG tem desenvolvido connhecimento na manutengao
e cultivo de microalgas marinhas, focando os seus estudos
em potenciais aplica¢des destes microrganismos em diversas
dreas como a alimentar, farmacéutica, “nutracéutica”, ener-
gia e ambiente. Demonstrou-se que muitas destas aplicagdes
contribuem para a melhoria da qualidade de vida do cida-
ddo. Como instituicdo nacional de 1&D, o LNEG tem apos-
tado e aposta nesta drea, considerada estratégica num pafs
virado para o mar. De referir que Portugal possui a 3% maior
Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) da Unido Europeia e a 112
do mundo com 1 727 408 km?* e que 11% da ZEE da Unido
Europeia pertence a Portugal, estando em curso um pedido
de extensao da ZEE para 3 milhdes de Km? pelo que se jus-
tifica um forte investimento em 1&D na area das microalgas
marinhas.
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Resumo

Evidéncias recentes sugerem que compostos bioactivos isolados de esponjas marinhas sdo, em grande parte, produzidos por
membros de uma microbiota altamente diversificada que se encontra associada a estes animais. Dada a recalcitrancia destes
microorganismos simbiontes ao cultivo em laboratério, a aplicagdo de técnicas de metagenémica, baseadas na analise do DNA
comunitario extraido a partir do organismo hospedeiro, tem sido fundamental no estudo da sua diversidade e fungao. Este ar-
tigo aborda o uso da metagenémica na descoberta de novos clusters de genes e vias metabdlicas envolvidos na biossintese de
compostos bioactivos com origem em esponjas marinhas e sua microbiota associada.

Introducao

As esponjas, ou Porifera, sdo animais filtradores sésseis que
habitam os mais variados ambientes aquéticos, desde zonas
fluviais as fossas abissais ocednicas. Estes organismos consti-
tuem um marco na histéria evolutiva do nosso planeta, sen-
do a linhagem mais antiga de metazodrios existentes. Estima-
se que os Porifera tenham surgido na era Neoproterozdica ha
mais de 635 milhdes de anos [1]. Estudos recentes apontam
para que as esponjas possam também ter desempenhado um
papel preponderante na oxigenagdo dos oceanos [2].

Uma vez que estes organismos se encontram fixos ao subs-
trato benténico durante a maior parte da sua vida — com
excepgao da fase larvar — e dada a sua morfologia relativa-
mente simples, desenvolveram, entre outras, uma estratégia
adaptativa essencialmente quimica como forma de defe-
sa e competicdo [3]. Muitos destes compostos apresentam
novidade quimica em termos de estrutura e reactividade,
demonstrando actividades biolégicas extremamente interes-
santes e, ndo raras vezes, mais eficazes do que farmacos ja
introduzidos no mercado [4].

A primeira vaga de biotecnologia de esponjas marinhas data
da década de 50 com o trabalho pioneiro de Bergmann, na
area de produtos naturais marinhos, que resultou na desco-
berta dos analogos de nucleésidos spongotimidina e spon-
gouridina, isolados da esponja marinha Cryptotethia crypta
[5]. Inicialmente estudados como potencial aplicagao antitu-
moral, mais tarde vieram a servir de inspiracdo para a sintese
do primeiro e mais conhecido farmaco de acgdo anti-HIV, o
zidovudine ou AZT [6]. Na década de 80, o National Cancer
Institute (EUA) iniciou um rastreio de actividade biol6gica
onde as esponjas marinhas se destacaram como os mais pro-
lificos produtores de compostos bioactivos [7] e continuam
a permanecer no pédio, com mais de 350 novos compos-
tos isolados anualmente [8]. Actualmente encontram-se no
mercado quatro outros compostos com origem em esponjas

marinhas — citarabina e halicondrina B, na drea da quimio-
terapéutica anticancerigena, e vidarabina e aciclovir, com
accao antiviral [9].

Durante a década de 70, varios microbiologistas reconhe-
ceram a existéncia de consércios microbianos no interior
das esponjas marinhas [10]. O aparecimento de novas ferra-
mentas de biologia molecular proporcionou um novo olhar,
principalmente a partir dos anos 90, sobre o desconhecido
e verdadeiramente complexo mundo bacteriano que habita
estes hospedeiros [11] e o presumivel envolvimento de sinte-
se bacteriana nos compostos bioactivos até entao atribuidos
as esponjas [12].

Policetideos de origem marinha

De todos os compostos bioactivos encontrados nas espon-
jas marinhas, os policetideos sdo os que tém recebido maior
atencdo, devido ndo s6 a sua variedade e novidade de estru-
turas, mas principalmente porque muitos deles sdo reconhe-
cidos como farmacos importantes com actividades biologi-
cas muito abrangentes, como sdo exemplo a eritromicina,
rapamicina, lovastatina e a epotilona, com actividades anti-
bidtica, imunossupressora, anticolesterol e anticancerigena,
respectivamente.

Estes compostos sdo sintetizados por um conjunto de enzi-
mas designado por policetideo sintases (ou PKS, do inglés
polyketide synthases), que catalizam a condensagdo suces-
siva de moléculas provenientes do metabolismo primdrio
(como o acetil-CoA) formando polimeros de B-cetoacetil,
que podem depois sofrer modificagbes pds-condensacdo
[13]. Estas enzimas estdo geralmente codificadas em agru-
pamentos de genes que podem ser tdo complexos como os
préprios compostos por eles produzidos.

A analise metagenémica de vdrias comunidades ambientais
marinhas demonstrou a existéncia, em esponjas marinhas,
de agrupamentos de genes codificadores de policetideo sin-
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Figura 1 - Abordagem metagenémica a prospecgao de bioactividades em esponjas marinhas. A constru¢ao de uma biblioteca metagenémica em um hospedeiro
heterélogo (p.ex. Escherichia coli) inicia-se com a extracgdo do DNA do holobionte (organismo hospedeiro e microbiota associada) ou apenas do seu microbioma.
As chamadas tecnologias de sequenciacao de dltima geragao (do Inglés next generation sequencing technologies), como 454-pyrosequecing e lllumina, tém sido
fundamental na descri¢ao da microbiota associada as esponjas marinhas quer pela caracterizagdo de todo o metagenoma, quer pela andlise da diversidade micro-
biana a partir de amplicoes do genes codificadores do RNA ribossomal (p.ex. genes 16S e 18S rRNA). Fragmentos de DNA extraidos do holobionte sao inseridos
em moléculas de DNA circulares colectivamente chamadas de “vectores”, como plasmideos, cosmideos e fosmideos, cada qual com suas respectivas vantagens
e desvantagens respeitante ao tamanho dos insertos de DNA exdgeno que podem abrigar e a sua estabilidade em uma célula hospedeira. Células do organismo
heterélogo transformadas com DNA oriundo do holobionte sdo submetidas a testes fenotipicos e genotipicos, idealmente de natureza high-throughput, em busca
de bioactividades vdrias, como bactericidas, fungicidas e antitumorais, e dos clusters génicos responsdveis por tais bioactividades, respectivamente. Diversos hos-
pedeiros heter6logos podem ser empregados a uma mesma biblioteca metagenémica, de forma a maximizar a observagao de scores positivos através de uma maior
gama de compatibilidade entre os circuitos metabdlicos disponiveis as células hospedeiras e a expressdo dos genes herdados por transformagao. Esquema adaptado
de Van Elsas et al. [21].

tases que, dadas as suas caracteristicas, pensa-se pertence-
rem a comunidade microbiana associada [14]. Em alguns
casos, foi possivel detectar a presenga de genes de PKS em
microorganismos cultivados em laboratério [15], mas a gran-
de maioria - 80 a 90% - da comunidade bacteriana asso-
ciada as esponjas marinhas permanece ainda recalcitrante
ao cultivo. A extraccdo destes compostos directamente de
esponjas recolhidas no seu habitat natural ndo representa
uma alternativa viavel dada a sua baixa concentragcdo no or-
ganismo, geralmente em ordem inferior a mg de composto

por kg de esponja. Outros métodos dependentes de cultura
- a maricultura, a aquacultura e a cultura celular - também
ndo demonstraram constituir um bom recurso, uma vez que,
para além de se manter o problema do baixo rendimento,
muitas das esponjas dificilmente conseguem manter-se e/ou
a variagdo das condi¢des ambientais provoca alteragdes que
rompem a producdo dos compostos de interesse. Nos mé-
todos independentes de cultivo, a sintese quimica (total ou
parcial) surgiria como opgao l6gica mas, dada a complexida-
de de muitos destes compostos, a sua sintese em larga escala
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Figura 2 - Aplicagdo da genémica de células singulares ao estudo de microorganismos ndo cultivaveis associados a esponjas marinhas.

revela-se, muitas vezes, impraticavel e/ou economicamente
inviavel [16].

Todos estes constrangimentos constituem um problema de
provisdo que tem impedido ou retardado o desenvolvimen-
to de muitas destas moléculas como farmacos. E, portanto,
crucial obter uma solucdo biotecnolégica que permita um
fornecimento constante destes compostos. A metagendémi-
ca oferece a possibilidade de estudar vias metabdlicas se-
cunddrias que ndo sdo expressas em condi¢gdes normais de
cultivo (por exemplo, vias metabdlicas partilhadas entre o
microorganismo e o seu hospedeiro, ou exclusivas de mi-
croorganismos ndo cultiviveis) através da obtencdo de bi-
bliotecas genémicas que podem abranger milhares de genes
de interesse. Estas podem depois ser clonadas e expressas
em organismos de facil manipulagdo e cultivo (i.e., hospe-
deiros heter6logos) permitindo posteriormente o rastreio de
compostos bioactivos ou genes de interesse e uma produgdo
em larga escala em processos de fermentacao industrial (Fig.
1). Mais recentemente, a utilizagdo da chamada genémica
de células singulares veio incorporar-se ao vasto arsenal de
estratégias independentes de cultivo como uma elegante al-
ternativa a busca de agrupamentos génicos de interesse bio-
tecnolégico no microbioma das esponjas marinhas (Fig. 2).

Por possibilitar a analise do contetdo genémico de células
individuais destacadas fisicamente (usualmente por cito-
metria de fluxo) da complexa comunidade simbidtica, esta
abordagem permite também a associagdo directa entre as
potenciais fungdes e a identidade de um dado microorganis-
mo simbionte. A descoberta de regides codificantes de novas
policetideo sintases nos genomas de bactérias pertencentes
aos filos Chloroflexi, Poribacteria e Tectomicrobia, notaveis
por abrigarem espécies tipicamente ndo cultivaveis, é exem-
plo fidedigno da adequagao da genémica de células singu-
lares ao estudo da identidade e fungdo dos microorganismos
associados as esponjas marinhas [12, 17, 18].

Conclusdes e Perspectivas

O uso da metagenémica associada a expressdo heteréloga
das vias metabdlicas que sintetizam os compostos de interes-
se apresenta grande potencial para desvendar a diversidade
quimica da comunidade microbiana associada as esponjas
marinhas [19] e tornar estes animais de organizagdo simples
em bastides da importancia dos produtos naturais marinhos
na drea farmacéutica. Neste contexto, o emprego da geno-
mica de células singulares [12, 18] revela-se particularmente
promissor ndo s6 na descoberta de novos agrupamentos gé-
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nicos, como também na identificagdo dos microorganismos
responsaveis pelos correspondentes compostos bioactivos e
respectivas vias biossintéticas. Enquanto detentoras de uma
comunidade microbiana vasta, geneticamente distinta e qui-
micamente fértil, e dada a sua riqueza taxonémica repre-
sentada por cerca de 8.500 espécies validadas e equivalente
nimero de espécies a catalogar [20], as esponjas marinhas
destacam-se notoriamente como uma das mais promissoras
fontes modernas de recursos naturais com putativo uso em
futuras aplicagoes biotecnoldgicas.
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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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A matéria-prima disponivel

A nivel mundial, a larga maioria dos stocks comerciais de
pescado (cerca de 87 %) encontra-se num estado de sobre-
exploragdo ou no limite maximo de exploragdo, o que se
reflete na estabilizacdo das capturas mundiais, desde o inicio
dos anos 90, em cerca de 90 milhdes de toneladas. A produ-
¢do aquicola, por sua vez, tem apresentado um crescimen-
to quase exponencial desde 1980, estimando-se que tenha
atingido, em 2012, cerca de 67 milhdes de toneladas. Em
paralelo, registam-se rejei¢des a bordo que atingem anual-
mente, em média, cerca de 7 milhdes de toneladas.

Na indUstria de processamento do pescado também se geram
grandes quantidades de subprodutos que dependem do sec-
tor e do grau de processamento. Assim, no caso dos produtos
congelados, os subprodutos podem representar 10 a 50 %
da matéria-prima, enquanto no conserveiro rondam 40 %.
Estes subprodutos sdo constituidos por cabegas, visceras,
espinhas, escamas, pedagos, peles, exemplares inteiros ou
produtos rejeitados. A composicdo quimica deste material
é semelhante a do pescado e inclui proteinas de elevado
valor biolégico com todo o perfil de aminoacidos, acidos
gordos polinsaturados de cadeia longa da série ®3, como o
EPA e o DHA, alguns minerais importantes e ainda diversos
compostos com aplicagdes em nutracéuticos, cosméticos e
farmacos. Estes subprodutos sdo usualmente convertidos em
farinha e 6leo de peixe, importantes ingredientes utilizados
na confecdo de ragdes, em particular, para aquacultura.

Os hidrolisados proteicos na valorizacao do
pescado

As proteinas sdo passiveis de maior valorizagdo como, por
exemplo, na produgdo de hidrolisados proteicos (HP). Estes
produtos sdo preparados a partir das proteinas por hidrélise
enzimatica, usando-se para o efeito enzimas que podem ser
de origem animal (mamiferos, peixes), vegetal (papaia, figo,
ananas) ou microbiana (diferentes estirpes como Bacillus
amyloliquefaciens). A fim de evitar a acdo de enzimas end6-
genas no pescado e garantir assim uma maior repetibilida-
de do processo enzimatico, tem-se procedido a inativacao
destas enzimas por aquecimento prévio da matéria-prima.
Porém, esta operacao leva a uma redugdo do rendimento do
processo ao tornar as proteinas menos suscetiveis a hidrélise
enzimdtica.

O processo de hidrélise pode-se realizar também em con-
tinuo, recorrendo a reatores equipados com membranas de
ultrafiltracdo em que o permeado é a solugio dos péptidos
formados. Apés a hidrélise das proteinas segue-se uma se-
quéncia de operagdes que envolvem a inativagdo da enzima,
a eliminacdo do material ndo hidrolisado (espinhas, peles,
proteinas insoldveis), a concentragdo da solugdo de hidro-
lisado proteico e a secagem. A hidrdlise enzimatica permite
igualmente a libertagdo dos lipidos que, no caso da matéria-
prima ser proveniente de espécies gordas, podem ser recupe-
rados visto apresentarem na sua composi¢ao acidos gordos
polinsaturados muito valorizados. Também neste caso pode
ser recomendavel a adicdo de antioxidantes para limitar a
oxidagdo destes acidos gordos.

Alternativamente a enzima usada no processo € imobilizada
num suporte o que, além de permitir a sua reutilizagdo, evita
o recurso a métodos agressivos para desativar a enzima. A
solubilizagdo de proteinas por bactérias lacticas ou outros
microrganismos, incluindo bactérias proteoliticas, tem me-
recido igualmente muito interesse, em particular na despro-
teinizacdo do exoesqueleto de crustaceos para a extragio de
quitina. Um artigo recente [1] apresenta uma extensa revisao
bibliografica sobre o recurso a métodos bioldgicos para ex-
trair proteinas. Venugopal et al. [2] testaram a eficacia de trés
estirpes bacterianas imobilizadas em esferas de alginato de
calcio na hidrélise do misculo de uma espécie de baixo va-
lor comercial, Johnius dissumeri. A estirpe mais eficiente foi
Bacillus megaterium e as esferas de alginato de calcio eram
estaveis durante cerca de um més. Mais recentemente [3],
foi estudada a atividade biolégica de HP de restos da fileta-
gem de escamudo obtidos com a levedura Saccharomyces
cerevisiae, usando como material de partida HP previamente
preparados com Alcalase. Estes autores verificaram que os
HP obtidos ap6s a segunda hidrélise com a levedura apre-
sentavam o dobro da atividade biolégica dos HP de partida.

As atividades bioldgicas dos HP

A hidrélise das proteinas leva a libertagao de péptidos com
diferentes massas moleculares e sequéncias de aminodcidos.
Estas sequéncias apresentam atividades biolégicas muito di-
versas que apenas se manifestam quando ndo se encontram
incorporadas na cadeia proteica. Por conseguinte, uma vari-
avel importante a controlar no processo hidrolitico é o grau
de hidrélise o qual vai determinar muitas das propriedades
funcionais e biolégicas dos HP obtidos.
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plos de péptidos com propriedades biolégicas extra-
idos de pescado. Os aminodcidos sdo apresentados
de acordo com o cédigo de uma letra segundo M. O.
Dayhoff. Adaptado de Kim e Wijesekara [4].

Os HP tém sido utilizados na area alimentar em virtude da
sua elevada solubilidade em solugbes aquosas numa larga
gama de pH e de forga idnica. Neste sentido tém sido utili-
zados em vdrios tipos de produtos da pesca (polpas de peixe
e filetes) para melhorar a capacidade de retencdo da agua,
quer em produtos congelados quer durante a cozedura,
podendo substituir os fosfatos. Também tem sido referida a
possibilidade de utilizagdo como ingrediente para estabilizar
emulsdes.

A atividade antioxidante dos HP tem sido demonstrada em
mdltiplos trabalhos. Porém, os mecanismos envolvidos nesta
atividade ndo sdo bem conhecidos, admitindo-se que pos-
sam incluir processos de doagdo de hidrogénio, eliminacdo
de radicais hidroxilo, quelagdo de metais de transicao e de-
sativagdo de compostos oxigenados reativos. Em mdltiplos
trabalhos em que se identificou a sequéncia dos aminoaci-
dos dos péptidos com elevada atividade antioxidante pro-
curaram-se estabelecer relagdes entre a respetiva estrutura
e esta atividade. Assim, de entre varios fatores tém sido des-
tacados: a massa molecular, sendo mais ativos os péptidos
com 2 a 10 aminoacidos; a presenga de aminoacidos hidré-
fobos (Val ou Leu) e aromaticos (Tyr, His, Trp ou Phe); a con-
formacao dos péptidos pois alguns exibem atividade muito
superior a da mistura equimolecular dos aminoécidos livres
destes péptidos. Na figura 1 apresentam-se as sequéncias de
péptidos isolados de HP de pescado com elevada atividade
antioxidante.

Outra importante atividade biolégica dos HP é a sua capaci-
dade inibidora da ACE (enzima conversora da angiotensina),
enzima que catalisa a conversdo da angiotensina | em angio-
tensina Il. Este péptido é um potente vaso constritor que atua
diretamente nas células do mdsculo liso vascular. Existem
diversos inibidores especificos da ACE que tém sido usados
em farmacos anti-hipertensivos e, embora alguns sejam bem
tolerados pelos doentes, outros provocam efeitos secunda-
rios desagradaveis. Em contrapartida, os péptidos derivados
das proteinas sdo considerados mais seguros, apresentam
propriedades multifuncionais e sdo facilmente absorvidos.

De um modo geral, considera-se que os péptidos com esta
atividade apresentam massas moleculares inferiores a 1500
Da. Além disso, tem-se verificado que a existéncia no ter-
minal carboxilico de aminoacidos como Pro e Phe favore-
ce a atividade inibidora dos péptidos. De um modo geral, a
inibicdo da ACE é conseguida por péptidos hidréfobos que
apresentam elevada afinidade para as subunidades da ACE.
Na figura 1 apresentam-se alguns péptidos inibidores da ACE
e isolados de HP.

Os HP podem também apresentar péptidos com atividade
hormonal ou com capacidade para modular a concentragao
de algumas hormonas ou citoquinas presentes no sangue. O
efeito no sistema nervoso de HP obtidos de diferentes fon-
tes proteicas tem sido demonstrado em diferentes trabalhos.
Estes péptidos do tipo opidide tém sido detetados em HP
de pescado, encontrando-se no mercado diferentes produtos
preparados com HP de pescado, apresentando alegacées de
atividade ansiolitica e reguladora da producdo de adrenalina
e cortisol ou ainda capacidade para melhorar a memdria a
curto e longo prazo.

O efeito imunomodulador de diversos péptidos foi também
descrito, representando uma alternativa ao uso de antibidti-
cos no controlo de doengas infecciosas, em particular, em
aquacultura. Os principais péptidos responsaveis por esta
atividade em HP de organismos marinhos ndo foram iden-
tificados, mas pode estar relacionada com a presenca de al-
guns péptidos (Fig. 1) cuja atividade imunomoduladora esta
provada.

A diversidade de atividades biolégicas exibidas pelos HP
abre multiplas perspetivas de aplicagdes como suplementos
nutricionais ou em produtos com diferentes alegacées nu-
tricionais ou de sadde. Todavia, ha ainda diversos aspetos
a desenvolver que incluem a otimizagdo de processos e a
ampliagdo de uma escala laboratorial para outra a nivel in-
dustrial.

No ambito do projeto SECUREFISH (“Improving food securi-
ty by reducing post harvest losses in the fisheries sector”, FP
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Biotecnologia marinha

Os oceanos ocupam 4/5 da superficie da Terra e possuem
uma grande parte da biodiversidade existente no planeta. A
constatacdo de que a grande maioria dos organismos mari-
nhos permanecem ainda desconhecidos tem impulsionado
muitos cientistas e instituicdes a redirecionar a investigagao
biotecnolégica para os oceanos. Embora recente, este novo
ramo da Biotecnologia (i.e. a Biotecnologia Marinha) é nor-
malmente divulgado como possuindo um vasto potencial de
aplicagdo nos sectores industrial, farmacéutico, cosmético,
alimentar e diagnéstico. Uma das 4reas mais promissoras re-
side na utilizagdo de organismos marinhos como fonte de
moléculas bioactivas capazes de interagir com alvos biol6gi-
cos especificos. De facto, vdrias substancias de origem mari-
nha foram ja identificadas como possuindo actividade farma-
coldgica relevante, tendo algumas delas inclusive recebido
autorizacdo de agéncias reguladoras para comercializagao.
A identificagdo de compostos farmacologicamente activos
de origem marinha passa por conduzir de forma sistemati-
ca um processo de rastreio que envolve os seguintes passos:
i) recolha do material biolégico, ii) preparacao das amostras,
iii) testes de bioactividade, iv) purificagdo e v) identificagao
[1]. A detecgdo e isolamento deste tipo de compostos em
varios grupos de organismos marinhos (p.ex. invertebrados,
microrganismos e algas marinhas), em conjunto com o de-
senvolvimento e/ou optimizagao de técnicas de cromatogra-
fia, espectroscopia (p.ex. RMN, massa) e microscopia de alta
resolucdo (p.ex. fluorescéncia confocal, AFM), entre outras,
resulta ndo s6 na identificacdo fiavel destas moléculas, como
também na determinagdo das estruturas e fungdes que lhe
estao inerentes [2].

Apbs esta identificagdo, a etapa seguinte consiste na produ-
¢do sustentavel das moléculas bioactivas de origem marinha.
Este tipo de produgdo implica normalmente uma utilizagdo
sustentavel dos recursos em causa de modo a evitar a sua
sobre-exploragdo. Para isso é necessario implementar o cha-
mado ‘Triple Bottom Line’, ou seja ter em conta trés pilares
fundamentais: i) ambiental; ii) econdmico e iii) social. Com
base nesta filosofia é possivel controlar eficazmente a dis-
ponibilidade dos recursos marinhos através de abordagens
como sintese quimica, colheitas controladas, aquacultura,
produgdo intensiva e transgénicos [3].

A descoberta sistematica de compostos marinhos originou
ja uma panéplia de moléculas com propriedades diversas.
Como exemplos relevantes destacam-se ficocoldides (es-
pessantes, gelificantes, estabilizantes) [4] carotendides (an-
tioxidantes), acidos gordos polinsaturados (PUFA's) (fluidez
membranar, metabolismo celular), proteinas/enzimas (antio-
xidantes, anti-inflamatérios), bromoditerpenos (antitumoral),
acido gambiérico (antimicético), marinomicinas A-D (anti-
bidticos antitumorais), entre outros. As dreas da medicina e
farmacologia sdo sem ddvida as que mais tém a lucrar com
estes novos compostos jd que as estratégias tradicionais de
desenvolvimento de novos farmacos sdo muitas vezes ine-
ficazes face as necessidades da industria farmacéutica em
identificar de forma rapida e eficiente moléculas promissoras
do ponto de vista do desenvolvimento pré-clinico e clinico
[3,5,6].

Embora tenham sido identificados um grande ndmero de
substancias bioactivas, algumas inclusive ha ja varios anos,
s recentemente os primeiros medicamentos marinhos foram
aprovados. Como exemplos destacam-se o Prialt® (analgési-
co), Yondelis® (antitumoral), Cytosar-U® (anticancerigeno) e
Vira-A® (antiviral). Nas diferentes fases de estudo clinico po-
demos ainda encontrar os seguintes medicamentos em fase I:
Bryostatin 1, Marizomib, E7974 (anticancerigenos), em fase
IIl: Plinabulin, ILX-651 (anticancerigenos), Pseudopterosin A
(cicatrizante), GTS-51 (esquizofrenia), entre outros e em fase
Ill: E7389, TZT-1027 (anticancerigeno) [7].

Vacinas de DNA

As vacinas de DNA exibem numerosas vantagens face aos
outros tipos de vacinas tradicionais (p.ex. vacinas vivas, vaci-
nas atenuadas, vacinas de sub-unidades). Por exemplo, ap6s
a introdugdo do gene da proteina antigénica de interesse,
esta é expressa nas células do hospedeiro na sua forma “na-
tural” sendo a resposta imunitaria dirigida ao antigénio exac-
tamente como se fosse expressa pelo agente patogénico, mas
evitando a presenca do organismo completo. As vacinas de
DNA s3o ainda capazes de induzir quer resposta humoral
quer citotdxica, ao contrdrio das restantes, que para estimu-
lar ambas as vias de resposta imunitdria necessitam de imu-
nizagdo com preparagdes vivas/atenuadas, as quais podem
ter riscos. A estratégia de imunizagdo por DNA origina ainda
uma expressdo prolongada do antigénio gerando meméria
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imunolégica [8]. Outras vantagens reconhecidas incluem
uma elevada seguranca, facilidade de produgdo em larga
escala e excelente estabilidade. Neste momento, quatro va-
cinas de DNA de aplicagdo veterindria sdo comercializadas
em diferentes partes do mundo, tendo em vista a vacinagdo
contra: i) a doenga provocada pelo virus do Nilo ocidental
(West Nile Innovator) em cavalos, ii) a necrose hematopoiéti-
ca infecciosa no salmao (Apex-IHN), iii) o melanoma canino
(Oncept) e iv) a diminuigdo perinatal de mortalidade e mor-
bilidade em suinos (LifeTide SW5) [8].

A principal desvantagem das vacinas de DNA reside na sua
baixa imunogenicidade, obstaculo este que tem impedido a
entrada no mercado de vacinas para utilizagdo humana. No
entanto, estudos recentes indicam uma aplicagdo promissora
em areas como as doengas infecciosas e alergénicas e como
vacinas terapéuticas para tratamento de cancro e na regene-
racao de tecidos. Para que uma vacina de DNA esteja apta
para aplicagdo clinica, necessita de apresentar niveis de ex-
pressdo adequada do gene. Esta expressdo pode ser contro-
lada quer utilizando promotores e sequéncias de regulagao
da transcri¢do e tradugdo optimizados quer maximizando o
nimero de cdpias do gene que chegam ao nicleo, por mini-
mizagdo da sua degradagdo durante o trafego celular [8,9].
Um dos pontos cruciais que permitird aumentar a eficacia
das vacinas de DNA consiste precisamente no desenvolvi-
mento de estratégias que evitem a degradacdo do gene de
interesse por nucleases enddgenas das células do organismo
receptor (p.ex. DNases).

Prospeccao de inibidores de DNases de
origem marinha

O principal objectivo deste trabalho consistiu na prospecgao
de moléculas bioactivas de organismos marinhos conheci-
dos e de facil acesso (peixes e invertebrados), que pudessem
ser aplicadas no desenvolvimento de vacinas de DNA. Mais
especificamente, pretendeu-se pesquisar inibidores de DNa-
ses (p.ex. DNase 1) que pudessem ser utilizados como adju-
vantes de vacinas de DNA tendo em vista a minimizacdo da
degradagdo enzimdtica, e consequentemente o aumento da
sua eficiéncia.

O processo de bioprospecgdo incidiu sobre amostras ma-
rinhas recolhidas e armazenadas pela empresa Nofima AS

(Tromsg, Noruega). As amostras selecionadas provinham nao
s6 de diferentes espécies de peixes como também de inverte-
brados. Os lotes de matéria-prima utilizados foram triturados
e liofilizados seguindo-se uma extraccdo com acetonitrilo. A
massa solida e demais particulas foram removidas por filtra-
¢do e centrifugacgdo, sendo as solugdes clarificadas resultan-
tes submetidas apenas a filtracdo para exclusdo sequencial
de moléculas de pesos moleculares superiores a 5 kDa. Os
permeados finais (<5 kDa) foram por sua vez submetidos a
secagem sob vacuo e posteriormente preparados para extrac-
¢do de fase sélida (SPE) por meio de extracgdes com meta-
nol e dcido trifluoroacético. Os materiais processados foram
entdo aplicados em colunas de SPE (C18), permitindo assim
separar os compostos marinhos em cinco fracgdes princi-
pais de acordo com um gradiente de acetonitrilo e tendo
por base a interaccdo de fase reversa. Apés evaporagdo, as
amostras fraccionadas foram analisadas em termos de ini-
bicdo da DNase | por um método de fluorescéncia, através
da metodologia de transferéncia de energia por ressonancia
de Forster (FRET), descrita em [10]. Como inibidor contro-
lo utilizou-se acido etilenodiaminotetracético (EDTA), um
agente quelante que remove i6es Mg?* do meio, diminuindo
significativamente a actividade da DNase |.

Os resultados da avaliagao das amostras seleccionadas quan-
to ao efeito inibitério na actividade enzimatica da DNase |
mostraram-se bastante promissores (Figura 1), em varias das
espécies em estudo. Varias amostras evidenciaram uma ca-
pacidade superior de inibir a actividade de DNase | compa-
rativamente ao inibidor controlo. Na presenca dos inibidores
putativos, a percentagem de inibigdo da actividade de DNa-
se | situou-se entre os 33 e 100% para as amostras obtidas
de peixes e entre os 48 e 100% para as amostras obtidas de
invertebrados. Em alguns casos, as percentagens de inibigao
obtidas foram inclusive superiores ao valor registado com o
inibidor controlo (i.e. > 80%).

A utilizacdo de diferentes quantidades da mesma amostra
(dados ndo apresentados) revelou uma esperada dependén-
cia em termos de dose. Este facto é importante ndo s para
a optimizagdo da quantidade ideal de inibidor a usar, como
podera também indicar que amostras com actividade ini-
bidora menor ou igual ao controlo poderdo eventualmente
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Figura 1 — Avaliacdo percentual do efeito inibitério das amostras seleccionadas de invertebrados (1), a azul, e de peixes (P), a vermelho, comparativamente ao efeito

inibitério do EDTA, controlo (C), na inibicdo da actividade da enzima DNase I.
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tamina; | representa células marcadas com iodeto de propideo na presenga de Lipofectamina e do inibidor em diferentes dilui¢oes (0x, 10x e 100x). Avaliagdo da
eficiéncia de transfeccao na presenca dos inibidores (B), onde se representa Viabilidade celular (V), Controlo de transfeccao (TC), Transfecgdo ao fim de 48h (T 48h)

e transfeccdo ao fim de 72h (T 72h).

Dada a complexidade da composicdo das amostras em es-
tudo, uma avaliagdo mais rigorosa do efeito inibidor detec-
tado passa por uma andlise e caracterizagdo mais profunda
do material isolado. Assim, as amostras identificadas como
exibindo inibi¢des de interesse (inibicdo superior a 50% re-
lativamente ao controlo) foram processadas adicionalmente
por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC). As diferentes
fracgdes obtidas por este processo foram novamente rastrea-
das em termos de inibicdo de DNase I.

Os resultados mostraram que, em geral, o efeito inibidor
continuou a ser observado, mas agora em fracgdes espe-
cificas (dados ndo apresentados). No entanto, em algumas
amostras verificou-se que houve diminui¢cdo ou aumento do
efeito inibidor, o que pode ser devido a um certo efeito siner-
gistico. A andlise deste efeito ird ser aprofundada em estudos
posteriores relacionados com o tipo de interac¢des entre o
inibidor e DNase I. Com o intuito de verificar se os inibidores
em estudo poderiam melhorar a eficicia de transfec¢io e/ou
conferir um efeito protector ao DNA plasmidico (pVAXGFP,
plasmideo base para vacinas de DNA), procedeu-se a execu-
¢do de ensaios in vitro com células da linha CHO (Chinese
Hamster Ovary). Os ensaios envolveram a transfeccdo das
células com o agente transfectante (Lipofectamine 2000™)
e coloragdo com o marcador de viabilidade celular iodeto
de propideo. A avaliacdo da eficiéncia de transfeccdo e a
analise da viabilidade celular foram efectuadas por citome-
tria de fluxo, analisando a fluorescéncia da proteina repérter
(Green Fluorescent Protein) codificada no plasmideo modelo
e a fluorescéncia emitida pelo marcador celular. A descri¢do
detalhada desta analise experimental encontra-se em [10].

Na figura 2A apresentam-se ensaios controlo destinados a
verificar qual toxicidade de um dos inibidores selecionados
sobre as células. Avaliou-se o efeito do iodeto de propideo,
da lipofectamina e da presenca do inibidor com diferentes
diluigdes. De um modo geral verificou-se que os inibidores
sdo in6cuos em termos de toxicidade celular independente-
mente da espécie de origem e da diluigdo usada. No caso es-
pecifico apresentado na figura 2A podemos verificar também
que a percentagem de viabilidade é superior na presenca do

inibidor quando comparada com os controlos, o que podera
indicar algum efeito de protecgao celular.

A figura 2B apresenta resultados de ensaios destinados a ve-
rificar o efeito da introdugdo dos inibidores sobre o processo
de transfecgdo, ou seja se poderiam melhorar a eficicia deste
processo e/ou conferir um efeito protector ao DNA plasmi-
dico. Os resultados referem-se a um inibidor isolado de um
peixe (P5) e a um inibidor isolado de um invertebrado (13).
Da anélise da figura 2B pode-se concluir que a eficiéncia de
transfeccido ap6s 48 horas foi maior na presenca do inibidor
quando comparada com o controlo efectuado na auséncia
de inibidor e independentemente das espécies. A medida
que o tempo de transfecgdo aumenta verificou-se um decrés-
cimo expectavel na eficiéncia de transfeccao, i.e. do nimero
de células a expressar GFP. Este efeito deve-se ndo s6 a de-
gradacao do plasmideo por nucleases celulares, mas tam-
bém a um efeito de diluigdo por divisdo celular que causa
uma diminui¢do do nimero de cépias de plasmideo/célula.

Embora a expressdo do gene de interesse seja o principal ob-
jectivo da transfecgdo, ndo deverao ser esquecidos os factores
de que depende este processo, tais como a internalizagdo, a
estabilidade do plasmideo e a acessibilidade deste ao nicleo
e finalmente a eficicia da transcricido e traducdo. Relativa-
mente a pardmetros de optimizagdo experimental, também
estes devem ter a sua especial atencdo dado serem cruciais
para a avaliagdo deste processo, daf a adi¢ao da viabilidade,
como instrumento auxiliar para a avaliacdo do processo em
estudo. Com base nos resultados promissores obtidos, novos
estudos foram iniciados tendo em vista a caracterizacdo dos
inibidores marinhos seleccionados em termos da sua nature-
za molecular e do seu efeito in vitro e in vivo.
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Producao de esqualeno e PUFA por via
fermentativa

O esqualeno, um triterpeno intermedidrio na biossintese de
esterdis, apresenta atividade antioxidante e propriedades
preventivas de varios tipos de cancro. Ensaios in vitro e em
modelos animais mostraram que o esqualeno pode inibir os
processos tumorais do célon, pulmdes e pele em roedores
e é o principal fator responsavel pela reducdo do risco de
cancro em comparagdo com outros ingredientes alimen-
tares usados naqueles ensaios. O esqualeno, na sua forma
hidrogenada (esqualano), € muito utilizado em cosmética e
também como adjuvante em vacinas. O 6leo do figado de
algumas espécies de tubardes de profundidade é a princi-
pal fonte de esqualeno. No entanto, estas espécies sdo muito
vulneraveis, havendo vérias medidas protecionistas que li-
mitam a pesca destas espécies. Os residuos da refinagao do
azeite sdo outra fonte de esqualeno, mas o desenvolvimento
da tecnologia de processamento da azeitona tem levado a
progressiva diminuicdo da quantidade de esqualeno dispo-
nivel nestes residuos.

Também os acidos gordos polinsaturados (PUFA) de cadeia
longa da série ®3 e, em particular, o acido docosahexae-
ndico (C22:6, n-3, DHA), tém vindo a merecer um interesse
crescente devido aos seus efeitos benéficos para a saude.
Diferentes estudos clinicos e epidemiolégicos mostraram
que o DHA desempenha um papel importante no desenvol-
vimento e funcionamento do cérebro, retina e tecidos repro-
dutores, tanto em adultos como em criancas. Os 6leos de
peixe sdo a principal fonte convencional deste acido gordo,
mas as variagdes sazonais da sua producdo e a presenca de
poluentes limitam a sua utilizagdo em multiplas aplicagdes.
As limitagdes, tanto para a obtencdo de esqualeno como de
PUFA, tém levado a procura de tecnologias de producao a
escala industrial e economicamente viaveis para a obtencdo
destes produtos. Os processos fermentativos tém-se revela-
do tecnologias muito eficientes para a produgdo massiva de
compostos com atividade biolégica. De entre os microrga-
nismos conhecidos que apresentam capacidade para produ-
zir compostos bioactivos, incluindo o esqualeno e o DHA,
destacam-se alguns grupos de microalgas [1]. Por outro lado,
tem-se dado preferéncia aos sistemas de produgdo em con-

digcoes heterotroficas para obviar os problemas da limitagdo
da luz em sistemas fechados. Porém, apenas algumas estir-
pes sdo adequadas para a produgdo nestas condigdes. Nestas
estirpes inclui-se o grupo dos thraustochytrids que crescem
naquelas condigdes e sio passiveis de cultivo a grande esca-
la usando tecnologias fermentativas. Os thraustochytrids sdo
protistas heterotréficos com uma vasta distribuicao geografi-
ca que incluem mangais de zonas subtropicais e dguas frias
do meio marinho e estuarino. Algumas estirpes de thrausto-
chytrids produzem esqualeno e apresentam elevados teores
de PUFA, podendo ainda atingir elevadas concentragoes de
células. Nestas estirpes tém sido identificados vérios perfis
de PUFA, mas os acidos gordos dominantes dependem do
género e dos habitats dos microrganismos.

Os thraustochytrids sdo igualmente uma fonte de carotendi-
des como o B-caroteno, a cantaxantina, a astaxantina e a
quinenona. Estes compostos, como outros pigmentos, sao
utilizados em areas diversificadas como a alimentar, téxtil,
farmacéutica, cosmética, dos nutracéuticos e dos corantes
de impressdo. Além disso, hd também um crescente interesse
por corantes naturais em virtude dos potenciais efeitos toxi-
cos de varios pigmentos sintéticos.

Optimizacao da producao de esqualeno e
PUFA por via fermentativa

Varios fatores ambientais e da composicao do meio de cul-
tura influenciam o crescimento e a produgdo de esqualeno e
dos acidos gordos por estirpes do grupo dos thraustochytrids.
Entre os primeiros factores incluem-se a temperatura, o pH,
a velocidade de agitacdo e o arejamento e nos segundos des-
tacam-se a fonte e quantidade de azoto e carbono, a com-
posicao em sais minerais, a limitagdo de nutrientes, a adicao
de percursores de acidos gordos, entre outros. Todavia, as
diferentes vias metabdlicas do esqualeno, por um lado, e dos
acidos gordos, por outro, apresentam requisitos nutricionais
distintos para as respectivas produgdes. Nesta medida, a oti-
mizagao das condi¢bes de producdo destes compostos por
estas estirpes tem constituido o objectivo de investigacao
de diversos grupos. Assim, em estudos com uma estirpe de
thraustochytrids [2], foi obtida uma relagdo inversa entre o
teor de esqualeno da biomassa, tanto com a percentagem de

Boletim de Biotecnologia .



Figura 1 — Bioreactor de 5 L usado nos ensaios

oxigénio dissolvido como com a temperatura. Verificou-se
ainda que a idade da cultura e a temperatura influenciavam
a producdo de esqualeno.

Outros autores [3] estudaram também o efeito das condigoes
de cultura no crescimento e produgido de DHA por Thrausto-
chytrium aureus, tendo concluido que uma velocidade baixa
de rotacdo levava a uma diminui¢do no crescimento e na
producdo de DHA, o mesmo se verificando para as tempe-
raturas mais baixas. Porém, o teor de lipidos e de DHA era
mais elevado na biomassa produzida a temperaturas mais
baixas. Por sua vez, os diferentes teores iniciais de gluco-
se nao tiveram efeito, nem no teor lipidico nem de DHA,
da biomassa obtida. Noutro trabalho [4] verificou-se que
as condigbes 6timas de produgdo de DHA por Aurantio-
chytrium limacinum eram: 3 % de glucose, 1 % de extrato
de levedura e agua do mar diluida a 50 %. O rendimento
de DHA foi de 4,3 g/L apds 26 horas de produgio a 28 °C.
Chen et al. [5] otimizaram a fonte de azoto (glutamato de
sédio, triptona e extrato de levedura) para a produgdo de
esqualeno por Aurantiochytrium sp. em condigdes hetero-
troficas a 25 °C. Verificaram que um meio de cultura com
agua do mar, com 3 % de glucose, 6,61 g/L de glutamato de
sédio, 6,13 g/L de extrato de levedura e 4,50 g/L de triptona
permitia obter uma biomassa com um teor de esqualeno de
0,72 mg/g (peso seco) com um rendimento de 5,90 mg/L.
Por sua vez, num trabalho [6] com outra estirpe de Aurantio-
chytrium obteve-se uma biomassa com um elevado teor de
esqualeno (171 mg/g, p.s.) e rendimento (0,9 g/L), num meio
com agua do mar diluida a 50 %, 2 % de glucose, 2 % de
triptona e 1 % de extrato de levedura, a 25 °C.

A regulacdo da atividade das enzimas chave envolvidas na
biossintese do esqualeno tem sido outra alternativa seguida
para aumentar a producdo de esqualeno por estas estirpes.
Nesse sentido é de referir um estudo [7] sobre o efeito do
jasmonato de metilo na biossintese de esqualeno por Schizo-
chytrium mangrovei. Estes autores verificaram que a adigao
deste composto permitia aumentar a produgao de esqualeno
a qual seria devida ao aumento da atividade da esqualeno
sintetase. Por outro lado, a fim de promover a acumulagio
de esqualeno nas células de A. mangrovei avaliou-se o efeito
do cloreto de terbinafina, um inibidor da monoxigenase do
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Figura 2 — Aspecto de Aurantiochytrium sp. em que estdo evidenciados vérios
esporangios

esqualeno [8]. Estes autores verificaram que este composto
provocava alguma inibigdo do crescimento deste microrga-
nismo, mas um aumento da concentragio de esqualeno na
biomassa.

Noutra abordagem para otimizar o crescimento de Schi-
zochytrium spp. e aumentar a producao de acidos gordos
recorreu-se ao método de pH auxostat para manter o teor
de NH, entre 200 e 300 mg/L [9]. Estes autores obtiveram,
apos 49 horas, uma producdo de biomassa de 63 g/L a partir
de uma concentragao de glucose 15 %. O teor de lipidos da
biomassa era de 25 % com cerca de 38 % de DHA.

No ambito do projecto ALGAENE (“Microalgas como fonte
alternativa para a produgdo de esqualeno”), financiado pelo
QREN, a empresa Depsiextracta e o IPMA desenvolveram
o estudo da produgdo de esqualeno e PUFA por um pro-
cesso fermentativo heterotréfico usando as estirpes Thrausto-
chytrium sp. e Aurantiochytrium sp. Nos ensaios realizados
num bioreactor com a capacidade de 5 L (Fig. 1) verificou-se
que o maximo da producdo de esqualeno se registava apds
48 a 72 horas de fermentacao, enquanto no caso dos PUFA
se verificava um aumento gradual até 72 a 96 horas, manten-
do-se depois o teor relativamente constante.

Os 4cidos gordos polinsaturados eram constituidos funda-
mentalmente por DHA e DPA n-6 que, em conjunto, repre-
sentavam cerca de 90 % do total dos PUFA, apresentando
o DHA uma percentagem quase duas vezes superior a do
DPA n-6.

A maior producdo de biomassa, esqualeno e PUFA atingida
por Thraustochytrium sp. registou-se nos ensaios com dgua
do mar diluida a cerca de 50 %, 3 % de glucose, 0,2 %
de extracto de levedura e glutamato de sédio, caudal de ar
3 L/min e 30 °C. A produgao de esqualeno e PUFA foi de
418 mg/L e 2590 mg/L, respetivamente.

Em Auranthiochytrium sp. (Fig. 2) a maior produgdo de es-
qualeno (440 mg/L) foi conseguida num meio de cultura
idéntico ao usado em Thraustochytrium sp., mas com 2 %
de glucose e a 26 °C. Nestas condigdes a produ¢do de PUFA
foi de 1500 mg/L. Porém, o aumento da temperatura para
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30 °C levou a uma diminui¢do do teor de esqualeno (260
mg/L), mas a um aumento da produgdo de PUFA que atingiu

2g/L.

Relativamente aos carotendides, a sua concentracdo na bio-
massa de Thraustochytrium sp. diminuiu de 49 mg/100 g
para 8,3 mg/100 g quando se usou no meio de cultura dgua
do mar diluida a 50 %.

Referéncias

[1] Jiang Y, Fan K-W, Wong T-Y, Chen F (2004) Fatty acid composition and
squalene content of the marine microalga Schizochytrium mangrovei.
Journal of Agriculture and Food Chemistry 52: 1196-1200.

[2] Lewis TE, Nichols PD, McMeekin TA (2001) Sterol and squalene content
of a docosahexaenoic-acid-producing thraustochytrid: Influence of cul-
ture age, temperature, and dissolved oxygen. Marine Biotechnology 3:
439-447.

[3] Hur B-K, Cho D-W, Kim H-J, Park Cl, Suh H-J (2002) Effect of culture
conditions on growth and production of docosahexaenoic acid (DHA)
using Thraustochytrium aureum ATCC 34304. Biotechnology Bioprocess
Engineering 7: 10-15.

sociedade
portuguesa de
biotecnologia

Inscreva-se na Sociedade em

www.spbt.pt

Boletim de Biotecnologia

[4]

[5]

(6]

(7]

[8]

[9]

Nagano N, Taoka Y, Honda D, Masahiro HM (2009) Optimization of cul-
ture conditions for growth and docosahexaenoic acid production by a
marine thraustochytrid, Aurantiochytrium limacinum mh0186. Journal of
Oleo Science 58 (12): 623-628.

Chen G, Fan KW, Lu FP, Li Q, Aki T, Chen F, Jiang Y (2010) Optimization
of nitrogen source for enhanced production of squalene from thrausto-
chytrid Aurantiochytrium sp. New Biotechnology 27 (4): 382-389.

Nakazawa A, Matsuura H, Kose R, Kato S, Honda D, Inouye |, Kaya K,
Watanabe MM (2012) Optimization of culture conditions of the thraus-
tochytrid Aurantiochytrium sp. strain 18W-13a for squalene production.
Bioresource Technology 109, 287-291.

Yue CJ, Jiang Y (2009) Impact of methyl jasmonate on squalene biosyn-
thesis in microalga Schizochytrium mangrovei. Process Biochemistry 44:
923-927.

Fan KW, Aki T, Chen F, Jiang Y (2010) Enhanced production of squalene in
the thraustochytrid Aurantiochytrium mangrovei by medium optimization
and treatment with terbinafine. World Journal of Microbiology and Biote-
chnology 26: 1303-1309.

Ganuza E, Anderson AJ, Ratledge C (2008) High-cell-density cultivation
of Schizochytrium sp. in an ammonium/pH-auxostat fed-batch system.
Biotechnology Letters 30: 1559-1564.

. Junho 2014



Biorremediacao de contaminantes

Ana P. Mucha, C. Marisa R. Almeida

Laboratério EcoBioTec (Biorremediagdo e Funcionalidades dos Ecossistemas), Centro Interdisciplinar de Investigagao Marinha e Ambiental
(CIIMAR/CIMAR), Universidade do Porto, Rua dos Bragas 289, 4050-123 Porto, Portugal

Resumo

Foram exploradas as potencialidades dos microorganismos e plantas autéctones para a biorremediagao de hidrocarbonetos e
metais em ambientes costeiros e estuarinos contaminados. Estes estudos apontam para a necessidade de se delinearem estra-
tégias de remediagdo direccionadas para cada ecossistema, tendo em conta a suas especificidades em termos de condigdes

ambientais.

Introducao

As zonas costeiras e estuarinas estao sujeitas a grande pres-
sdo antropogénica, podendo receber importantes inputs de
contaminantes resultantes quer de derrames quer de escor-
réncias, quer de descargas de esgotos domésticos e indus-
triais. No entanto estas zonas sdo ecologicamente muito
importantes, com uma grande diversidade de espécies, for-
necendo inlmeros servigos ao ser humano. Torna-se pois ur-
gente recuperar estes ecossistemas, e o desenvolvimento de
estratégias para limpar estes ecossistemas, a fim de facilitar a
sua recuperagao, é um tremendo desafio para a comunidade
cientifica mundial.

A biorreremediagdo pode ser considerada uma opgdo de
limpeza eficiente e econémica para areas afectadas por
contaminagdo moderada, apresentando importantes vanta-
gens ambientais, em comparagdo com alternativas como a
lavagem do solo, a incineragdo ou a eliminagdo em aterro.
Em termos gerais, a biorremediacao inclui a utilizagido de
microrganismos ou plantas (fitorremediagdo) para degradar
e/ou remover contaminantes do ambiente. Muitos microrga-
nismos tém capacidade de degradar contaminantes organi-
cos, utilizando-os como fonte de carbono ou em cometabo-
lismo. As plantas tém capacidade para remover e acumular
metais, podendo ainda ser usadas na promogao de processos
microbianos de degradacdo na vizinhanga das suas raizes.
A biorremediagdo com comunidades autéctones apresenta
vantagens ambientais sobre a utilizagdo de estirpes ou con-
sércios provenientes doutros locais ou sobre a utilizagdo de
organismos geneticamente modificados.

Diversos trabalhos realizados no laboratério EcoBioTec do
CIIMAR tém explorado o potencial dos organismos autécto-
nes para a biorremediagdo de contaminantes em zonas cos-
teiras e estuarinas, nomeadamente metais e hidrocarbone-
tos do petréleo. Estes trabalhos passam por uma abordagem
em trés fases complementares. Inicialmente identificacdo
da presenca de organismos com capacidade para degradar/
removar determinados contaminantes, seguidamente expe-
riéncias em microcosmos para avaliar o potencial de degra-

dacao desses organismos e por fim validagio e optimizagdo
dos processos de degradagao/remocdo em experiéncias em
mesocosmos em que se simulam condi¢des préximas das
ambientais.

Seguidamente apresenta-se resumidamente alguns dos traba-
Ihos efectuados nesta temética.

Biorremediacao em praias afectadas
por derrames de petrdleo

Para a recuperacao de praias afectadas por derrames de pe-
tréleo, foi inicialmente avaliado o potencial de biorreme-
diagdo de microrganismos de sedimentos intertidais de uma
praia afetada em 2002 pelo derrame do petroleiro Prestige,
e sujeita a contaminagdo crénica por petréleo desde entdo.
Para tal, a resposta de microrganismos a uma nova contami-
nagdo com petréleo foi avaliada em condigdes controladas
de laboratério em termos de estrutura da comunidade, abun-
dancia e capacidade para degradar hidrocarbonetos. Os mi-
crorganismos autéctones foram capazes de responder a nova
contaminacdo, aumentando a sua abundancia e alterando a
estrutura da comunidade. Esta resposta foi particularmente
clara para alguns grupos de bactérias especificas, tais como
Pseudomonas, Actinomycetales e Betaproteobacteria, as
quais apresentaram um importante potencial para a degrada-
¢do de hidrocarbonetos (até 85 % de degradagdo de hidro-
carbonetos), sendo a biodegradacao estimulada pela adi¢ido
de uma quantidade adequada de azoto [1].

Posteriormente foi investigado o potencial das comunidades
microbianas presentes nos sedimentos intertidais de uma
praia ndo impactada (praia ndo afectada por nenhum derra-
me de petréleo significativo) para degradar hidrocarbonetos.
Em condic¢bes controladas de laboratério, trés tratamentos
de biorremediacao foram testadas, bioestimulagdo (adigao
de nutrientes), bioaumento (adi¢do de um consércio micro-
biano com capacidade para degradar petréleo, produzido a
partir da comunidade autéctone) e tratamento combinado de
bioestimulagdo + bioaumento, e os resultados comparados
com atenuacgdo natural (Fig. 1). Os resultados demonstraram
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Figura 1 —Aspecto visual da degradagao do petréleo apés 15 dias de incubagao
em dgua do mar. Frascos n° 19: atenuagdo natural; 22: bioestimulagao; 25:
bioaumento; 28: bioestimulacao + bioaumento.

que a comunidade microbiana desta praia ndo impactada
poderia responder a um derrame de petréleo, degradando
hidrocarbonetos. Mas, para aumentar o ritmo da atenuagéo
natural, o tratamento combinado de bioestimulacdo + bio-
aumento seria a abordagem mais adequada. Os consércios
microbianos autéctones poderiam ser obtidos “antes” ou
“depois” da contaminagdo, devendo ser inoculados no local
logo ap6s o derrame [2].

A aplicacdo da biorremediacdo para remogao de petréleo
enterrado na zona intertidal de praias afectadas por derrames
foi seguidamente avaliada usando um sistema projetado es-
pecificamente para esse fim. Para tal, uma camada de areia
contaminada artificialmente foi enterrada numa coluna de
areia, sendo submetida a simulacao de maré (Fig. 2). O efeito
do bioaumento foi evidente apds 60 dias (80% de degrada-
¢ao de hidrocarbonetos), sendo o efeito do bioestimulo sé
observado passados 120 dias. Os microrganismos e os nu-
trientes adicionados no topo da coluna de areia foram capa-
zes de atingir a camada de petréleo enterrado acelarando o
processo de remocgdo. Assim, o bioaumento com consércio
microbiano autéctone e com as condigdes nutritivas adequa-
das resultou numa degradagdo mais rapida, surgindo assim
como uma metodologia de baixo custo para remediagio de
petréleo enterrado e contribuindo para a recuperagao de
praias afectadas por derrames [3].

Biorremediacao e fitorremediacao
de hidrocarbonetos e metais em estuarios

Com o objectivo avaliar a influéncia da associagdo planta-
microrganismos na degradacgdo de hidrocarbonetos de pe-
tréleo em sapais de um estudrio temperado (Rio Lima, NW
Portugal), foram efectuadas amostragens sazonais durante
um ano abrangendo sedimentos colonizados por diferentes
plantas (Juncus maritimus, Phragmites australis, Triglochin
stricta e Spartina patens). Os resultados demonstraram que as
quatro plantas de sapal podem influenciar as comunidades
microbianas, promovendo o desenvolvimento da populagao
de degradadoras de hidrocarbonetos [4]. Este efeito variou
em funcao da espécie de planta, do seu ciclo fenolégico [5]
e das caracteristicas dos sedimentos colonizados [6].

Experiéncias em laboratério vieram confirmar o potencial
dos microrganismos associados a plantas de sapal para de-

gradarem hidrocarbonetos do petréleo, tendo-se obtido, em
15 dias, percentagens de degradacao entre os 15 e 0s 41%,
dependendo do tipo de sedimento, da espécie de planta e
das condig¢des nutricionais. Todas as comunidades micro-
bianas responderam a contaminag¢do com petréleo com um
aumento na sua abundancia, alteragdo da sua estrutura ge-
nética e diminuicdo na diversidade [7].

Posteriormente foram montadas experiéncias em estufas,
com sistemas de mesocosmos em que se simularam as condi-
¢Oes ambientais de um estudrio, incluindo os ciclos de maré,
para investigar a degradagdo de hidrocarbonetos de petréleo
em sedimentos de sapal. A eficiéncia de dois tratamentos de
biorremediacdo, bioestimulagdo e bioaumento, foi testada
em comparagdo com a atenuagdo natural de hidrocarbone-
tos em sedimentos colonizados (/. maritimus e P. australis)
e ndo colonizados. Durante estes estudos, a degradagao de
hidrocarbonetos em sedimentos ndo colonizados foi insigni-
ficante independentemente dos tratamentos. Porém, a pre-
senca de plantas aumentou a degradacdo de hidrocarbone-
tos até 16%, apontando para a disponibilidade de oxigénio
como a limitagdo mais importante neste tipo de sedimentos.
No entanto, nenhum dos tratamentos (bioestimulo ou bioau-
mento) aumentou a degradacdo de hidrocarbonetos, e, em
alguns casos, mostrou mesmo um efeito negativo, uma vez
que o excesso de nutrientes pode diminuir a biomassa das
raizes das plantas diminuindo o transporte de oxigénio para
os sedimentos, facto que deve ser tido em conta na concep-
¢do de estratégias de limpeza [8].

Relativamente aos metais, foi inicialmente avaliado o papel
das diferentes plantas de sapal mencionadas acima na distri-
buicao e retencdo de metais em ambientes estuarinos. Todas
as plantas estudadas demonstraram capacidade para acumu-
lar metais, embora a forma como estes se distribuiram nos
varios tecidos (raizes, rizomas, caules e folhas) tenha variado
de metal para metal e em fungao das espécies e do sedimen-
to por elas colonizado [9].

Esta capacidade de fitoremediagdo de metais, nomeadamen-
te cadmio, foi confirmada em experiéncias em estufas, com
sistemas de mesocosmos que simulam as condi¢des ambien-
tais de um estudrio [10]. Nestas experiéncias foi ainda pos-
sivel demonstrar a potencialidade da técnica de bioaumento
autéctone no incremento da capacidade de fitorremediacdo
das plantas de sapal. Para tal foram desenvolvidos consor-
cios microbianos resistentes a Cd, seleccionados a partir das
comunidades autéctones. A adi¢do destes consércios permi-
tiu aumentar a capacidade das plantas para fitoestabilizagao
(acumulacdo de metal na zona das raizes) ou fitoextrac¢do
(translocagdo do metal para os tecidos superiores), depen-
dendo da espécie de planta [11].

Conclusao

Estes trabalhos demonstraram a potencialidade dos microor-
ganismos e plantas autéctones para a biorremediagaoffitor-
remediacdo de hidrocarbonetos e/ou metais em ambientes
costeiros e estuarinos contaminados. Estes estudos apontam
ainda para a necessidade de se delinearem estratégias de re-
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Figura 2 — Sistema de mesocosmos para simulagao de processos de biorremediagao de petréleo enterrado em colunas de areia sujeitas a ciclos de marés de 12/12

horas.

mediacgdo direccionadas para cada ecossistema, tendo em
conta a suas especificidades em termos de condi¢des am-
bientais. Constituem assim um importante contributo para
futuras estratégias de proteccao e recuperagao de ambientes
costeiros e estuarinos.
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Resumo

“A Ponte Entre a Escola e a Ciéncia Azul” é um projeto-piloto financiado pelo programa “Escolher ciéncia” coordenado pela
Estrutura de Missdo para a Extensdo da Plataforma Continental em parceria com Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera, cujo
principal objetivo € a integracdo ativa de estudantes do ensino secundario em contextos de investigacao auténticos. Através da
criagdo de parcerias entre escolas com ensino secundario e equipas de investigacao do Instituto Portugués do Mar e da Atmos-
fera, permite-se que jovens entre os 15 e os 18 anos realizem trabalhos de investigagao cientifica na drea do mar, orientados por

cientistas nos seus contextos profissionais.

Introducao

A aprendizagem das ciéncias no ensino bésico e secundério
nos dias de hoje deve centrar-se em pressupostos que impli-
cam o desenvolvimento de competéncias que extravasam a
simples aquisicdo de conceitos e conhecimentos cientificos.
Alguns estudos europeus [1-5] recomendam que a educagado
em ciéncia na Europa deveria educar os alunos com o co-
nhecimento sobre 0 mundo que a ciéncia fornece e explicar
o funcionamento dos procedimentos cientificos; esclarecer
os alunos sobre as carreiras na area de ciéncias, explicando-
lhes a importancia da ciéncia para a atividade humana; criar
ambientes de aprendizagem que envolvam os alunos em ati-
vidades investigativas, ou sobre a natureza da ciéncia; pro-
mover agoes colaborativas de partilha de através de coopera-
¢do a escala nacional e europeia; desenvolver competéncias
pessoais relacionadas com a criatividade e a iniciativa e pro-
mover competéncias de comunicagdo oral, escrita e simbé-
lica nos alunos para melhor exprimirem ideias cientificas.

Apesar destas recomendagdes e ap6s o estudo do projeto
“Sails” verificou-se alguns problemas no ensino das ciéncias
em Portugal. A auséncia ou insuficiéncia de tarefas de natu-
reza investigativa na maioria das aulas de ciéncias, a prefe-
réncia do uso do manual escolar e de livros de exercicios,
a fraca exploragdo da relagdo entre a ciéncia — tecnologia
- sociedade, o ensino muito centrado no professor quando
os agentes principais deveriam ser os alunos e as competén-
cias investigativas como a planificagdo, a interpretagao de
experiéncias, a comunicagdo de dados cientificos entre ou-
tras ainda ndo sdo devidamente parametrizados na avaliagdo
das disciplinas de natureza cientifica.

Com base nestes estudos internacionais e nacionais acerca
de didatica das ciéncias e da filosofia da ciéncia, a Estrutu-
ra de Missdo para a Extensdo da Plataforma Continental em
parceria com o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera,
financiados pelo Projeto “Escolher Ciéncia” da Agéncia Ci-

éncia Viva, criaram o Projeto “ A Ponte entre a Escola e a
Ciéncia Azul” que tem como principal objetivo a integracao
ativa de estudantes do ensino secundario em contextos de
investigacdo auténticos. Com este intuito foram criadas par-
cerias entre escolas e equipas de investigacao do Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera para permitir que jovens
entre os 15 e os 18 anos realizem trabalhos de investigacao
cientifica na drea do mar, orientados por cientistas nos seus
contextos profissionais.

As diferentes estratégias de ensino-aprendizagem que procu-
ramos desenvolver em sala de aula [6], bem como a imersao
dos alunos do ensino secunddrio em contextos reais de ci-
éncia, permitem, na nossa opinido, melhorar ndo s6 as con-
cecOes dos alunos em relacdo a natureza da ciéncias e da
investigacdo cientifica, bem como colmatar algumas lacunas
no ensino formal das ciéncias, deficitaria na utilizacdo de
estratégias de ensino baseadas em trabalho pratico, laborato-
rial e investigativo [7].

O projeto decorreu durante um ano letivo e dividiu-se em
trés fases:

12 fase

Nesta primeira fase procurdmos, em contexto de sala de
aula, apoiar a preparagdo das atividades de laboratério que
viriam a decorrer na segunda fase (segundo periodo). Estas
atividades foram divididas em dois workshops (podem ser
consultados em http://imgs.sapo.pt/kitdomar/content/files/
comocriarprojcientifico.pdf e http://imgs.sapo.pt/kitdomar/
content/files/como_ler_artigos_cientificos.pdf):

1 — Como criar um projeto de investigacao (Fig. 1)
2 — Como ler artigos cientificos

A importancia deste apoio justifica-se na medida em que o
ensino das ciéncias deve contemplar as vdrias etapas ine-
rentes a uma investigacdo cientifica, que incluem as conce-
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Figura 1 — Workshop 1 - Como criar um projeto de investigacao

¢Oes acerca da natureza da ciéncia e da prépria investigacdo
cientifica.

Foram desenvolvidas estratégias de ensino diversificadas (ati-
vidades de pesquisa e discussdo em ambiente colaborativo)
que permitiram aos alunos:

¢ Compreender como a ciéncia se constréi através dos mé-
todos cientificos;

¢ Aprender a fazer uma pesquisa bibliografica: conhecer o
“estado da arte”, os métodos para estudar o problema e os
resultados que se podem obter;

* Aprender a ler e discutir artigos cientificos;

¢ Formular um problema de investigagdo;

e Estabelecer um protocolo cientifico;

¢ Aprender o que sdo as varidveis de uma experiéncia;

¢ Controles, réplicas, varidveis e a sua importancia em in-
vestigacao.

22 fase

Esta fase corresponde a realizagdo das investigagcbes em la-
boratério. Os alunos participantes foram divididos por varios
grupos de investigacao nos laboratérios do IPMA Algarve e
IPMA Algés (Fig. 2) onde trabalharam diversos temas como:

¢ Biologia do Crescimento e Reprodugdo (Investigadores res-
ponsaveis: Ana Maria Costa, Cristina Nunes, Eduardo Soa-
res e Maria Manuel Martins);

e Parasitas em Peixes e Moluscos Bivalves (Investigadores
responsaveis: Paula Ramos e Francisco Ruano);

¢ Aquacultura: produgdo artificial de bivalves (Investigadores
responsaveis: Domitilia Matias, Sandra Joaquim, Alexandra
Leitdo e Frederico Batista);

¢ Bem-estar animal: identificagio de parasitas e avaliagao de
pardmetros sanguineos (Investigadores responsaveis: Laura
Ribeiro e Florbela Soares);

¢ Desenvolvimento larvar: Relagdes biométricas como in-
dicadores da qualidade larvar (Investigadores responsaveis:
Emilia Cunha);

¢ Identificacao de unidades sedimentares em sondagens ma-
rinhas (Investigadora responsavel: Teresa Drago).

Todos os trabalhos realizados foram articulados com os cur-
riculos do ensino secundario nas disciplinas de biologia e
geologia, sendo que os objetivos pedagdgicos que se preten-
deram alcancar foram:

¢ Familiarizacdo com as metodologias utilizadas no estudo
do passado geolégico da Terra;

* Percegao da constante mudancga da Terra, em particular das
alteracdes climaticas;

¢ Melhoria das noc¢des dos alunos acerca da natureza da
ciéncia e da investigacdo cientifica;

e Interpretagdo de informagao através de modelos tedricos
existentes na bibliografia, que permitam atribuir sentido
aos dados recolhidos;

* Andlise de informacdo e realizacio de inferéncias;

* Aproximagao dos alunos ao ambiente cientifico e a inves-
tigacdo aplicada;

¢ Melhoria das nogoes dos alunos acerca da atividade de
produgdo animal;

* Proporcionar o contacto com metodologias (experimentais
e analiticas) no estudo de parasitas de espécies marinhas,
no estudo da reprodugdo e desenvolvimento de moluscos;

* Fomentar a nogdo do bem-estar animal e a sua importancia
na qualidade do produto;

¢ Compreender a aplicabilidade da ciéncia e da investigagio
cientifica, no sector privado;

¢ Tomada de consciéncia das relagdes entre ciéncia-tecnolo-
gia-sociedade-ambiente (CTSA) através de exemplos con-
cretos explorados pelos alunos;
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Figura 2 — Trabalho de investigacdo dos alunos nos laboratdrios do IPMA

e Consolidacdo de contetidos programdticos através de ob-
servacgao direta;

e Aprender a reconhecer macroscopicamente os parasitas
potencialmente patogénicos para o homem, adquirindo
competéncias enquanto consumidores informados e cons-
cientes;

* Compreender a aplicabilidade da ciéncia e da investigacao
cientifica, nomeadamente na inddstria de transformacao
dos produtos da pesca.

32 fase

O ano letivo terminou com a escrita de um artigo/poster de
cardcter cientifico por parte dos alunos e a sua apresentacao
no congresso cientifico “A Ponte entre a Escola e a Ciéncia
Azul”.

Durante esta fase os alunos analisaram e discutiram os re-
sultados obtidos, formularam conclusdes, previram hipéteses
de trabalho futuro, escreveram um artigo ou poster cientifico
e apresentaram o seu trabalho no congresso. A equipa Kit do
Mar e os investigadores apoiaram os alunos em sala de aula e
através de plataformas virtuais (ver por exemplo http://imgs.
sapo.pt/kitdomar/content/files/como_escrever_artigos_cien-
tificos.pdf) recorrendo a estratégias de ensino diversificadas
(atividades de discussdo e pesquisa, sempre em ambiente
colaborativo).

Esta ultima fase do projeto permitiu fomentar o trabalho co-
laborativo entre os alunos, assim como desenvolver compe-
téncias de comunicagdo oral, escrita e de argumentagio e
estimular o raciocinio légico, a inferéncia e a interpretagdo
de dados, permitiu também a partilha de conhecimento cien-
tifico entre investigadores e alunos. O uso de uma linguagem
cientifica e rigorosa foi também estimulado nos alunos nesta
fase. Através da preparacdo e da participagdo dos alunos no
congresso os alunos perceberam como a ciéncia se comuni-
ca e se partilha.

Conclusao

A realizagdo deste projeto veio tentar colmatar algumas das
lacunas encontradas no ensino das ciéncias em Portugal
(nomeadamente no que diz respeito a implementacdo de
atividades investigativas e a nogdes mais corretas acerca da
natureza da ciéncia). Contribuiu para melhorar os niveis de
literacia cientifica (especialmente das ciéncias do mar) dos
alunos participantes. Acreditamos que ajudou os alunos na
tomada de decisdo aquando da escolha de carreiras cienti-
ficas ao nivel da sua formagdo académica, contribuiu para
melhorar a visdo da ciéncia como uma disciplina mais po-
pular e relevante aos olhos dos alunos, divulgou algum do
trabalho cientifico nacional e que destacou a ciéncia como
area do conhecimento que possibilita um desenvolvimento
sustentavel da sociedade e possibilita o entendimento do
mundo que nos rodeia.

Foram desenvolvidos varios recursos educativos resultantes
da nossa andlise e experiéncia, que se encontram disponiveis
on-line para que professores de ciéncias possam usar estraté-
gias diferentes em sala de aula de forma auténoma.

Esperamos que este projeto seja de agora em diante, imple-
mentado em parceria com mais instituicdes de caracter cien-
tifico, como centros de investigacdo, institutos, faculdades,
para que mais alunos do ensino secundario possam usufruir
de um contacto préximo com a ciéncia que se faz em Portu-
gal, nomeadamente na area do mar.
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