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Resumo

Atualmente é fundamental a busca por novos cenarios e solu¢des mais sustentaveis, novas
ideias mais limpas e inovadoras de forma a privilegiar o que € natural suprindo assim as
nossas necessidades como espécie humana obtendo produtos que ndo acarretem um peso que
ndo podemos pagar. De encontro com esta premissa surgem as microalgas, seres que através
das suas caracteristicas nos permitem através da sua exploracdo obter produtos de alto valor
energético e comercial. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
das condicGes de cultivo no potencial bioenergético e em biocompostos de valor de uma
microalga. Para o efeito, foi avaliado o comportamento da microalga Chlorella vulgaris,
selecionada entre trés espécies por ser a de crescimento mais rapido, uniforme e estavel, em
cenarios de stress diferentes e analisada a forma como a composicédo do meio de cultura e as
condigdes de cultivo influenciam a producéo de biomassa e de outros compostos de interesse
como os pigmentos e os lipidos. A Chlorella vulgaris foi submetida a trés cenarios de stress
nutricional com trés concentracoes diferentes para cada uma: com adi¢édo de glicose (0,5; 1,0
e 1,5¢9/L), ferro (0,5; 1,0; 10 e 50 mg/L) e nitrato (28,4; 56,9; 170,7; 569 mg/L). Foi possivel
observar que a utilizacdo de meios ricos em nitrato a partir dos 170,7 mg/L favorece a
obtencdo de um crescimento mais rapido da biomassa atingindo valores acima das 800mg/L
biomassa, assim como maiores concentracdes de pigmentos com mais enfase para as culturas
com uma concentracdo de nitrato de 569 mg/L onde a clorofila a e carotenoides atingiram
concentracfes maximas de 6 mg/L e 2 mg/L respetivamente. No que respeita ao teor
lipidico, verifica-se que a limitagdo de nitrato (<28,4 mg/L) favorece a acumulacgéo de lipidos
pelas microalgas (cerca de 42%). Meios com concentracdes inferiores de ferro (0,5 mg/L)
revelaram-se favoraveis para a obtencdo de biomassa com concentracdes superiores de
clorofila a numa fase inicial contando com valores que variam desde 0,2 a 0,6 mg/L. Nos
ensaios realizados em condigdes mixotréficas (com adicdo de glicose), ocorreu
contaminacdo em todas as culturas, possivelmente devido a elevada concentracdo de fonte
de carbono que contou com valores entre 0s 0,5 e 1,5 g/L de glicose. Adicionalmente, foi

também observado decréscimo do crescimento da biomassa microalgal.
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Abstract

Nowadays, it is fundamental to search for new scenarios and solutions that are more sustainable,
new green and innovative ideas, to give priority to what is natural, thus supplying our needs as a
human species, obtaining products that do not carry a weight that we cannot afford. In line with
this premise, microalgae appear because of their characteristics allow us through their exploitation
to obtain products of high energy and commercial value. Thus, the present study aimed to evaluate
the influence of cultivation conditions on bioenergy and biocompounds of value potential of a
microalgae. For this purpose, the behavior of the microalgae Chlorella vulgaris, selected among
three species because of its faster, uniform and stable growth, was evaluated in different stress
scenarios and analyzed the way the composition of the culture medium and the cultivation
conditions influence the production of biomass and other compounds of interest such as pigments
and lipids. Chlorella vulgaris was subjected to three stress scenarios with three different
concentrations for each one: with addition of glucose (0.5, 1.0 and 1.5 g/L), iron (0.5, 1.0, 10 and
50 mg/L) and nitrate (28.4, 56.9, 170.7, 569 mg/L). It was possible to observe that the use of nitrate
rich media from 170.7 mg/L favors a faster growth of the biomass reaching values above 800 mg/L
biomass, as well as higher concentrations of pigments with more emphasis for the cultures with a
nitrate concentration of 569 mg/L where chlorophyll-a and carotenoids reached maximum
concentrations of 6 mg/L and 2 mg/L respectively. As regards lipid content, nitrate limitation
(<28.4 mg/L) favors the accumulation of lipid content by microalgae (around 42%). The use of
media with lower concentrations of iron (0.5 mg/L) was favorable for obtaining biomass with
higher concentrations of chlorophyll-a at an initial stage, with values varying from 0.2 to 0.6 mg/L.
In the tests carried out under mixotrophic conditions (addition of glucose), it was observed that
contamination occurred in all the cultures, possibly due to the high concentration of carbon source

that had values between 0.5 and 1.5 g/L glucose. In addition, growth decrease was also observed.

Keywords:
Biomass, Chlorella vulgaris, chlorophyll-a, lipids, nutritional stress, pigments.






Declaracéao

Alexandre Rodrigues de Melo declara, sob compromisso de honra, que este trabalho é

original e que todas as contribui¢bes ndo originais foram devidamente referenciadas, com

identificacdo da fonte.

24 de novembro de 2018

_A'&;’,&w\(\c /\)\A\"u%ues v\« :Melo
J

vii






Indice

AGRADECIMENTOS ...ttt st ste et e et e e ab e s bt e s be e beebe e bessaesbaesteesbeesbeenbeenresnsesteentaens |
RESUMO ...ttt et et e bttt et e e s e et e s be e s be e sbeeabeeateeabesbs e be e beesbeesbesteesbeesbeebeeareentenneenes 11
AN = 1 3L I ¥ A OSSR \Y/
DECLARAGAOQ ...ttt ettt sttt n et s et n e sttt et es et s ettt anees s VIl
[N 0 [ =TT IX
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt e ettt sttt sttt s sttt st as st an et snanens Xl
INDICE DE TABELAS ..ottt ettt ettt es st en et en et n e es s seen s X1
1. INTRODUGAD ....oooiiieieee ettt st 1
1.1 PANORAMA ATUAL ..ottt e cte bt eteetesteesteeste e steesbeeasesasesasesbeesba e ba e beesbesseesaeesbeesbeeabeenbeensesasenseenns 1
1.2. Y 1[0 270 YN I NS 2
1.3. PRODUTOS E APLICAGOES DAS MICROALGAS ....eccitiiiiteeiitieeiteeeiteeesteesstseesteesssseesseeesssesssaesssnessssesssneens 3
1.4. PROCESSOS DE BIORREFINARIA.......ooiiiiiiiee ittt e asitreeesteeeesteeeesstteeessssesessstseeeanseeesssssesessssseessnsnseessnnns 6
1.5. OBJIETIVOS DA DISSERTAGAD ... .cciuieiitiee ittt e ittt e sttt e stveestteestbeesateestbeesabesstbeesnbeessbeesabeessbeesabeessbesanbeesteas 9
1.6. ORGANIZAGCAO DA DISSERTACAD ...ectiieitieeitiee sttt e sie e sttt estaessaeesbaesteestaesnsaessteaanseessteeanseessteesseesneas 9

2. ESTADO DA ARTE ..ottt sttt be et e et e et e bt e st e e beebeesbeeteesteesteesbeennas 11
2.1. MICROALGAS EM ESTUDO .....uuiettietteeiiteestteestaeessseessssessssessseessseessssesssesssssessssesssesssessssssssessssessseens 11
2.1.1. ACUTODESMUS OBLIQUUS ......vieiveetieesieeesteeesieeesateessaeessseesssaessseesssaesssesssseesssesssseesnsesssseesnnessnes 11
2.1.2. CHLORELLA ZOFINGIENSIS. .. eeeitteteeittteeeetteeesitteeessttseeestseeessasasesastsesssnssseessseeesasssessssnseessssens 11
2.1.3. CHLORELLA VULGARIS. ...ttt e ettt e e sttt e e ettt e e e iatea e s sttt e s e sataeeessataaeaastseesantaaeessnaeeesasaeeesannnneesnsrenas 12

2.2. L LU 1 1Y PSP RR 12
2.2.1. CONDICOES DE CULTIVO 1.euveiiiteeiteeeteeeteesveesteesabessbeessbessabesssbessnbesssbesasesssbessnsessssessnseessses 12
2.2.2. TECNICAS DE CULTIVO ...ttt etie e ittt ettt e siteestteestaeesateestaaessaaestaeeassassssaessseessseesnsesssseesnsesssseesnsessnes 14

2.3. (70T =1 I 7N 15
2.4, EXTRAGAOD DE LIPIDOS. .. ..eitietteteenieesiesteesieesteasteaneeaseesseesseesseesseessessasssesssessseenseanssassesssessesssensesenns 16
2.5. TRANSESTERIFICAGAD ...t iueeiteeeteeteesieasaesteesteesteesaeaneeaneeassesseesseesseesseessessesssessseesseesseensesnsesneenseenes 18

3. DESCRICAO TECNICA ......ooiieeeteeeeieeeee e tes et 21
3.1. PREPARACAD DO MATERIAL ..uvteiveeitteeiteeeteeaeteesteeateessbeesiseesssesssessssssasesssesaasesssessnsessssessnsesssses 21
3.2. IMIEIO DE CULTURA ....cc ettt ittt e e ettt e e ettt e e et e e e et e e e e etbe e e e sabbeeeasteeeeaabaeeessbeeeeabbseesaabaeaeaabseeeanseeeeennres 21
3.3. INOCULAGOES E CONDIGOES DE CULTIVO DAS MICROALGAS ....cvvetieiiesirseesieesieeseeeneeeneeaneesseesseenes 22
3.4. AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DAS CULTURAS. .....cttiiteeiteestreaiteessteeesseesssseesssesssssessssssssesssseessneens 25
3.4.1. CURVA DE CALIBRAGAD ....cutietieiieeiesiieseesteesteente e aseesteesteestaenteeseeaseesseesseesseesseanseaneesneesseenes 26

3.5. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE PIGMENTOS NA MICROALGA.......cciveeiteeeitieeiveesiveeenreesenas 26



3.6.  EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DOS LIPIDOS .....cecvvirecesiarereesisesessesessssessssesssesessssssessssssssssesssesssnssens 27

3.7. TRANSESTERIFICACAQD ...vtiiteeitte ettt ettt esteesiteeasteestessabeessteeataeastseasaeatseanseesstesaseessteesnseessseesseensnes 28
4. RESULTADOS E DISCUSSAQD ..ottt ettt eeeeeeeeee e eee et et et et eeeeeeseeeseseeeseseeeeseeeesasenenaens 29
4.1. CRESCIMENTO DAS CULTURAS DAS DIFERENTES ESTIRPES .....uvviiiiieiiiiiiiiiiieessssitiinieeesssssassnsnseesesnns 29

4.2. AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA CHLORELLA VULGARIS SOB CENARIOS DE STRESS POR

MACRONUTRIENTES .1ttt s ttttttesitteeessutttessnsteesssssseesastseessassesessssseesassesesassseesssssesssnssessssssssesnsseessssssesssnseseesssnees 32
4.2.1. LTI {0 ]SSP 32
4.2.2. = (0 TSSOSO 34
4.2.3. AN L1271 0 TSRS 35

4.3. AVALIACAO DA PRODUGAQ DE PIGMENTOS .....cciuvieitiieiuieesiteesireesiseesssesssseesssesssssesssessssessssesssessssessns 36
4.3.1. 1@ F RSO 37
4.3.2. I T 1y 0 T USRS 37

4.4, QUANTIFICAGAO DE LIPIDOS ....eeteeteinieaiiesitesteesteesteeteastesseesseesteesteesaeansesnsesssesssessessseessesssesssnsssesses 38

5. CONCLUSAO E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......cocoviviieieeeeieeeeeeeeee s 41
REFERENCIAS ..ottt ettt sttt sttt sttt ettt 43
AN L= 1 TSSO 49
ANEXO 1 — PROCEDIMENTOS ... oottt sttt e e ste e teeae e e anaesnaesteeteesaeaneenneas 51
ANEXO 2-CURVA DE CALIBRAGAO ..........coiiteeeeteeeeesee e tes e ses st sn s sasn s s e 53
ANEXO 3 - CONCENTRAGCAOQO DE PIGMENTOS........cooiiieiieeteiieeeseeteseieeiesssesaesn e 55
ANEXO 4 - DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA NA BIOMASSA ........oooveveeieereeeeeeeeeeeeennens 57



Indice de Figuras

Figura 1 - Diagrama de aplicac6es das microalgas (Chew et al., 2017; Rizwan et al., 2018;

SPOIaore et al., 2006).........ceiieiiiieiieie e e 4
Figura 2 - Processos de conversdo da biomassa em energia (Chew et al., 2017)................ 7
Figura 3 - Etapa de processamento a jusante (Dixon and Wilken, 2018) .............ccccovennne. 8

Figura 4. Representacdo do crescimento da cultura e concentragdo dos nutrientes
(adaptado de Mata et al., 2010; ReiBer, 2007) .....cccoevieeriereneeneeie e 14

Figura 5. Reacdo transesterificacdo de triglicerideos (adaptado de Mata et al., 2010). ......18

Figura 6. Chlorella vulgaris (a), Acutodesmus obliquus (b), InoculacGes em tubos de
T4 {0 I () IS SRS 23

Figura 7. Imagens ao microscopio de (a) Acutodesmus obliquus, (b) Chlorella

zofingiensis, () Chlorella VUIQAris ..., 24
Figura 8. Aspeto das amostras ap0s 0 Procedimento ..........cccecvveveiiereeiesiese e 27
Figura 9. Amostras apds procedimento com formacgao de 3 fases .........cccovvevvevvieevirenene, 28

Figura 10.Observacdo microscdpica de Acutodesmus obliquus e a forma como esta se

210 | (U] 0L TSRO TPR PR 29
Figura 11. Curva de crescimento ABS (685 nm) vs Dia para Acutodesmus obliquus......... 30
Figura 12 Curva de crescimento ABS (680 nm) vs Dia para Chlorella zofingiensis.......... 30
Figura 13 Curva de crescimento ABS (685 nm) vs Dia para Chlorella vulgaris................ 31

Figura 14 Curva de crescimento ABS (685 nm) para Chlorella vulgaris em biorreatores
dE VOIUME SUPETION ...ttt ettt be e steeee e e nre s 32

Figura 15. Observacdo ao microscopio de contaminagfes nos ensaios com glicose. ......... 33

Xi






Indice de Tabelas

Tabela 1 Compostos produzidos por MICroalgas. ........c.ccvereeieieereiiie e 3

Tabela 2 - Comparacdo da producdo de Biodiesel entre microalgas e outras matérias
primas (Mata et al., 2010) .....ccooiiiiiiie e 5

Tabela 3 Comparacdo entre alguns métodos de colheita (Mathimani and Mallick, 2018) .16

Tabela 4 Conteudo lipidico em géneros/espécies diferentes de microalgas (Mata et al.,

2010; Tan et al., 2018; Zhu et al., 2015) ......ccceiieiieiecicceee e 18
Tabela 5.Composicdo do meio de cultura BBM..........cccoovoiiiiiiiieie e 22
Tabela 6. CENATIOS 08 SEIESS ......veuverieieieiiecie ettt ettt e e e st sresreere e e eneeneas 25
Tabela 7 Teor lipidico para cada CONAIGAD. .........cceevviieeiieiicieiee e 39
Tabela A 1. Concentraces e dilui¢Oes realizadas para a curva de calibracéo..................... 53
Tabela A 2. Biomassa apis lIOfilizagao ..........ccccuveiiiiiiiieceee e 57

Xiii






1. Introducao

1.1. Panorama atual

Nunca anteriormente na Histdria da humanidade houve um nivel de preocupacao tdo elevado
como nos dias de hoje, no que toca a assuntos de sustentabilidade ambiental. Cada vez mais,
com o crescimento econdmico, o desenvolvimento tecnoldgico e a pressao das grandes
corporagdes em querer produzir e escoar mais produto, o estado dos recursos naturais e

qualidade do meio ambiente tém vindo a deteriorar-se em consequéncia da a¢do humana.

A forma mais facil de obtencdo de energia sdo os combustiveis fosseis, porém, é uma das
principais causadoras de muitas das problematicas ambientais, entre as quais, aquecimento
global, poluicdo do ar e acidificagdo dos oceanos, situacdo que se comeca a tornar
contraproducente e cada vez mais vista como um mau meio para atingir um fim. Nunca como
nos dias de hoje foi tdo imperativa a procura por novas formas, mais eficientes e limpas de

produzir energia e materiais, de forma a manter o fluxo das necessidades humanas atuais.

E neste contexto que surgem as energias sustentaveis, energias conscientes ecologicamente
que vdo de encontro com a definicdo de um desenvolvimento sustentavel, e que procuram
obter energia a partir de recursos que nao se esgotam ou mesmo até pela procura de formas
mais eficientes de produzir e usar energia. Tendo em conta programas e iniciativas como a

Agenda 21 e o Portugal2020, com objetivos de aumentar a percentagem de energia



produzida e consumida através de fontes renovaveis, assim como o aumento da eficiéncia

energeética, esta € a altura indicada para apostar em novas fontes de energia.

Uma das novas formas, e exemplo de um processo desejavelmente sustentavel com um
grande potencial de produtos e mercado, € a utilizacdo de microalgas em biorrefinarias onde
sdo cultivados os microrganismos e extraido da biomassa todo o tipo de produtos com
diferentes aplicacbes, desde utilizacbes na cosmética, medicina até a produgdo de

biocombustiveis.

Este tipo de biocombustiveis produzidos através da biomassa de microalgas, chamados de
biocombustiveis de terceira geragdo, representa um substituto serio e promissor face aos
outros tipos de biocombustiveis mais utilizados atualmente. Apesar de ser um
biocombustivel, em comparacdo com outros ainda recente, apresenta argumentos fortes e

validos na substituicdo de biocombustiveis de primeira geracao.

Estes biocombustiveis de primeira geracdo sdo produzidos a partir de dleos vegetais como o
de soja, colza, girassol e o 6leo de palma que ndo sé utilizam matéria prima alimentar, como
também exploram solos araveis étimos para suprir as dificuldades e necessidade na procura
de produtos alimentares, para além de que este tipo de culturas consomem grande quantidade
de &gua e sdo normalmente instaladas em zonas florestais, acabando assim por contribuir
para destruir a fauna e flora e posteriormente acabando com a capacidade dos solos em

produzir, tornando-os estéreis.

A producdo de Oleo para a producdo de biocombustiveis, através da biomassa das
microalgas, em comparagdo com fontes convencionais como as plantagfes de oleaginosas,
€ 15 a 300 vezes superior por unidade de area, além disso, ndo necessita de utilizar areas de

solo aravel nem quantidades tao elevadas de fertilizantes e nutrientes (Schenk et al., 2008).

1.2. Microalgas

Microalgas sdo organismos microscopicos unicelulares, presentes tanto em ecossistemas
aquaticos como terrestres, apresentando uma grande variedade de espécies que se foram
adaptando ao longo dos tempos e podem ser encontradas em diversificados meios ambientes

numa larga gama de condicoes.

Existem mais de 200 000 espécies das quais 20 000 sdo conhecidas e estima-se que sao

responsaveis por 50 por cento do oxigénio existente na atmosfera terrestre (Chapman, 2013).



As microalgas, na sua generalidade apenas necessitam primariamente de agua, luz e de uma
fonte de carbono para serem capazes de produzir compostos organicos, sdo seres muito
simples que se dividem binariamente com uma taxa de crescimento elevada, conseguindo

duplicar a sua biomassa diariamente (Singh et al., 2014).

As microalgas sdo organismos capazes de, fotossinteticamente e através da utilizacdo da
energia da luz, captar, fixar e transformar dioxido de carbono em compostos organicos
produzindo assim biomassa que pode ser utilizada como fonte de energia, como forma de
alimento, e até mesmo para extrair compostos quimicos com um diversificado leque de
aplicacBes. Todas estas caracteristicas fazem das microalgas o organismo perfeito para a

utilizacdo de novas tecnologias e formas de produzir matérias-primas de valor.

Das muitas espécies conhecidas atualmente, as mais exploradas na producdo de produtos
comerciais sdo as espécies dos géneros Chlorella, Arthrospira, Dunaliella, Haematococcus
e Isochrysis (Lee, 1997). Na Tabela 1 s&o ilustrados alguns dos compostos produzidos por

estes géneros de microalgas:

Tabela 1 Compostos produzidos por microalgas.

Microalga Composto Referéncia

Chlorella Lipidos (Vanthoor-Koopmans et al., 2013),
Aminoacidos (Gouveia et al., 1996; Lemoine and
Pigmentos (Carotenoides) Schoefs, 2010), (Tang, 2011)
Vitaminas

Arthrospira Aminoéacidos (Vanthoor-Koopmans et al., 2013),
Vitaminas (Tang, 2011)

Dunaliella Pigmentos (Carotenoides) (Gouveia et al., 1996; Lemoine and
Vitaminas Schoefs, 2010), (Tang, 2011)

Haematococcus (Gouveia et al., 1996; Lemoine and

Pigmentos (Carotenoides) Schoefs, 2010), (Boussiba and
Vonshak, 1991)
Isochrysis Acidos Gordos (Lee, 1997), (Balavigneswaran et al.,
2013)

Polissacarideos

1.3.  Produtos e aplicacoes das microalgas

As microalgas representam um grande potencial como matéria-prima alternativa de varios
produtos, obtidos através de processos de biorrefinaria, que encaixam na perfeicdo com a
procura de novas formas naturais de obtencdo de energia, recursos alimentares e produtos

de elevado valor comercial.



Tendo em conta que a luz solar é um dos tipos de energia mais importantes a nossa
disposi¢do, com um input elevado de intensidade energética, a utilizacdo da capacidade
fotossintética das microalgas permite utilizar esse recurso abundante com taxas de eficiéncia
fotossintéticas elevadas, quando comparadas com os processos de fixacdo de carbono das

plantas terrestres (Zhu et al., 2008).

Sendo assim as microalgas transformam a energia proveniente do sol através dos seus
processos bioldgicos e bioquimicos para se desenvolverem e crescerem até apresentarem
suficiente matéria-prima exploravel que consiste em biomassa, metabolitos primarios e
secundarios. Estes metabolitos consistem em carboidratos, lipidos, proteinas, antioxidantes,
amino&cidos, vitaminas, acidos nucleicos, fibras, clorofilas, carotenoides, astaxantina, sais
minerais e acidos gordos (Williams et al., 1989), tendo em conta que os valores variam de
acordo com a espécie, condicdes do meio e processos bioldgicos, acumulando todos os
produtos dentro da célula. Muitos dos produtos produzidos pelas microalgas, assim como as
suas capacidades de remover nutrientes de guas residuais podem ser utilizados em inimeras

aplicacdes como mostra o diagrama da Figura 1.

Aplicagdes
s
| | | | 1
Comercial Industrial Ambiental Moléculas de alto Medicina
valor
Sequestro de - .
— Saude publica |— Farmaceuticos ' |—  Dioxido de Acidos Gordos | |— Actmdac{e Anti-
cancerigena
Carbono
1 Nutricio | Agquacultura | Tratamento de Pigmentos | Actividade Anti-
¢ q Efluentes g Inflamatdria
- . - Remogo de Controlo de
—  Cosméticos — Biofertilizantes L— poluentes
. Doengas
organicos
Pigmento | Alimentagdo
fluorescente animal
— Isétopos estaveis — Biocombustiveis

Figura 1 - Diagrama de aplicacBes das microalgas (Chew et al., 2017; Rizwan et al., 2018;
Spolaore et al., 2006).



Das muitas aplica¢cBes associadas as microalgas, uma das mais estudadas e onde o seu
principal potencial se localiza, é na producdo de produtos de valor elevado como pigmentos,
suplementos e cosméticos. InUmeros estudos foram feitos que nos mostram o seu grande
potencial e vantagens que passam pela capacidade de produzir quantidades superiores de
lipidos numa area muito inferior de terra quando comparadas com planta¢des de soja e de
palma (Mata et al., 2010), o que permite a desocupacao de areas araveis de solo, oferecendo

assim uma proposta de substitui¢do dos atuais grandes produtores de biocombustiveis.

Podemos ver na Tabela que o fator de diferenciacao entre estes tipos de culturas tem a ver
com a diferenca entre a produtividade de biomassa devido ao facto de as microalgas poderem
ser recolhidas para processamento apenas passado uns dias devido ao seu rapido ciclo de
vida quando comparadas com as outras culturas terrestres que sdo recolhidas para

processamento entre uma a duas vezes por ano (Alam et al., 2012).

Tabela 2 - Comparacao da producdo de Biodiesel entre microalgas e outras matérias primas
(Mata et al., 2010)

Fonte de Oleo % Oleopor  Producdode  Area utilizada Biodiesel
peso de 6leo (Litrosde  (mPano/kg produzido (kg
biomassa 6leo/ha ano) biodiesel) biodiesel/ha ano)

Milho 44 172 66 152

Soja 18 636 18 562

Jatropha 28 741 15 656

Colza 41 974 12 862

Girassol 40 1070 11 946

Oleo de Palma 36 5366 2 4747

Microalgas (baixo 30 58 700 0.2 51 927

teor de 6leo)

Microalgas (alto 70 136 900 0.1 121 104

teor de 6leo)

As microalgas sdo, de um ponto de vista geral, faceis de cultivar e tém a opc¢édo de, como
meio de cultivo poderem ser utilizados efluentes impréoprios para consumo humano, tratando
assim por exemplo um efluente domeéstico, industrial ou agricola. Ao mesmo tempo que séo
utilizadas para tratar este tipo de efluentes, removendo nutrientes organicos, é produzida

biomassa algal que é utilizada na producédo de biocombustivel.

As microalgas também sdo capazes de produzir produtos de elevado valor comercial, dos
quais se destacam os pigmentos, principalmente os carotendides responsaveis pela coloragdo

laranja, amarela e de alguns tons de vermelho em algumas plantas, algas e bactérias,



conhecidos como importantes nutracéuticos pelos seus efeitos anti-oxidativos, anti-

inflamatorios, anticancerigenos, antidiabéticos entre outros (Zhang et al., 2014).

Por todas estas importantes fungdes bioldgicas e impacto na saide humana este tipo de
compostos assumem elevado valor comercial ndo sé por serem um produto de origem
natural, mas também devido a atual baixa produtividade das microalgas para cumprir 0s

requesitos para se poderem assumir projetos industriais de grande escala.

1.4. Processos de biorrefinaria

Muito a semelhanca das refinarias de petréleo, funciona o conceito de biorrefinaria onde em
ambos é convertida a matéria-prima num conjunto diversificado de produtos e, através de
equipamento e processos de conversdo, a matéria-prima € convertida numa vasta gama de
produtos, sendo a principal diferenga entre ambos o tipo de matéria-prima utilizada na

obtencdo dos produtos.

Dependendo do tipo de aplicacdes ou produtos que se pretende obter, existem indmeros
métodos e tecnologias utilizadas para converter a biomassa e separar 0S seus principais
componentes que posteriormente podem ainda passar por outro tipo de processos de forma
a obter produtos de elevado valor especifico, tais como pigmentos, polimeros, cidos gordos,

antioxidantes, entre outros.

Os principais métodos de conversdo podem ser divididos em quatro categorias: conversao
termoquimica, bioquimica, transesterificacdo e células de combustivel microbiano

fotossintéticas (Gonzalez-Delgado and Kafarov, 2011), conforme representado na Figura 2.
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Figura 2 - Processos de conversdo da biomassa em energia (Chew et al., 2017)

Uma das problematicas com alguns destes tipos de processos é ndo serem economicamente
viaveis para a producdo dos principais compostos de baixo valor como o biodiesel (Brasil et
al., 2017), em comparagdo com 0s seus similares que utilizam combustiveis fosseis como
matéria-prima e dominam o mercado produzindo um produto muito mais economicamente

competidor.

Uma forma de rentabilizar estes processos € no investimento na produgdo simultanea de
produtos de elevado valor, recuperando-os através de biorrefinaria na obtencao de produtos
que paralelamente possam tornar economicamente sustentavel a exploracdo desta matéria-
prima, apos a extracdo do Oleo a biomassa restante pode ser utilizada para produzir bio-

etanol, lipidos, pigmentos, nutrientes, proteinas, carboidratos entre outros.

A obtencéo de produtos no processamento a jusante passa por quatro etapas compreendendo:
rutura das células/pré-tratamento; extracdo; conversdo bioquimica e/ou fracionamento,

purificacdo; composi¢éo do produto final (Dixon and Wilken, 2018) - Figura 3.
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Figura 3 - Etapa de processamento a jusante (Dixon and Wilken, 2018)



1.5.  Objetivos da dissertacao

Considerando a importancia das microalgas e as dificuldades associadas a sustentabilidade
da sua utilizagdo como matéria-prima apenas para a producdo de energia, revela-se
importante identificar quais os produtos de maior valor que podem ser obtidos
simultaneamente com os produtos de menor valor (biocombustivel), bem como as condigdes

de cultivo conducentes a alteracdo da composic¢ao da biomassa microalgal.

Pretendeu-se assim estudar a influéncia das condi¢fes de cultivo em regime mixotréfico
(através da adicdo de glicose ao meio de cultivo, BBM), bem como o efeito do stress
induzido por diferentes adicGes de nitrato e ferro ao referido meio de cultura de forma a
identificar, dependendo das condig¢des do meio, quais os produtos de valor afetados e de que
forma, positiva ou negativa. O estudo iniciou-se com a identificacdo da microalga objeto de
estudo, selecionada de entre trés espécies distintas, por ser a de crescimento mais rapido e

estavel.

1.6.  Organizacao da dissertacao

A dissertacdo encontra-se assim organizada do seguinte modo: No primeiro capitulo, faz-se
uma breve introducdo a probleméatica das microalgas. No segundo capitulo, faz-se a
apresentacdo do estado da arte referente a producdo e utilizacdo de microalgas,
particularmente em condicdes que potenciem a sua utilizacdo em biorrefinarias. No terceiro
capitulo apresenta-se a descricdo técnica do trabalho realizado. No quarto capitulo
apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos, seguindo-se o capitulo das conclusdes e
sugestdes para trabalhos futuros. Apos a listagem das referéncias bibliograficas, apresentam-

se ainda em anexo o0s elementos auxiliares necessarios a execucao da dissertacao.






2. Estado da arte

2.1. Microalgas em estudo

Foram utilizadas neste trabalho trés microalgas da divisdo Chlorophyta das espécies
Chlorella vulgaris (SAG 211-12), Acutodesmus obliquus (SAG 276-3d) e Chlorella
zofingiensis (SAG 211-14).

2.1.1. Acutodesmus obliquus

Acutodesmus obliquus anteriormente conhecida como Scenedesmus obliquus, é uma alga
verde de tamanho microscopico pertencente ao filo das cloréfitas. E uma microalga que
forma coldnias de 4 organismos unicelulares conhecida por apresentar polos celulares
pontiagudos (Trainor et al, 1976), paredes celulares mais resistentes quando em comparagao
com outras espécies de microalgas (Takeda, 1993), fator importante em sistemas de cultivo
que utilizam agitacdo ou processamento com gas. A sua conhecida resisténcia e versatilidade
faz com que seja escolhida para a remocao de alguns dos principais nutrientes envolvidos
em processos de eutrofizacdo, nomeadamente nitrogénio e fosforo (Martinez et al., 2000;
Voltolina et al., 2005) apresentando assim um papel importante em processos de

biorremediagdo.

2.1.2. Chlorella zofingiensis

Chlorella zofingiensis conhecida também por Chromochloris zofingiensis e anteriormente
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chamada Muriella zofingiensis, € uma alga verde de tamanho microscépico pertencente ao
filo das clordfitas, apresenta células imdveis unicelulares de forma esférica com tamanho a
variar entre 0s 2 e 15 um de didmetro. Esta microalga reproduz-se assexuadamente por
divisdo celular, produzindo células filhas a partir de células parentais imoveis, passando por

um processo de crescimento, amadurecimento e divisao (Liu et al., 2014).

Devido a taxas elevadas de crescimento e de acumulacdo de lipidos, assim como a
versatilidade em crescer em meios autotroficos, heterotroficos e mixotroficos (Liu et al.,
2011) é uma microalga normalmente procurada para a producdo de biodiesel e para a
producdo do pigmento astaxantina (Hu et al, 2005) um carotendide de alto valor comercial

a nivel cosmético, alimentar e farmacéutico.

2.1.3. Chlorella vulgaris

Das cerca de 40.000 espécies de microalgas conhecidas e analisadas, esta espécie de
microalga Chlorella vulgaris é uma das espécies mais notaveis e melhor documentadas. E
uma alga verde de tamanho microscépico que pertence ao filo das clordfitas, apresenta
celulas imoveis unicelulares de forma esférica com tamanho a variar entre os 2 a 10 um de
diametro. Esta microalga reproduz-se assexuadamente a uma taxa elevada por auto
esporulacdo produzindo quatro células filhas por cada célula-mée que apds maturacédo sédo

libertadas aquando da rutura da parede celular da célula-mae (Safi et al., 2014).

E uma microalga polivalente cresce em meios heterotroficos, autotréficos ou mixotréficos,
e tem um grande potencial na produtividade de biomassa seca e em acumular lipidos
especialmente sob condi¢Ges mixotréficas (Yeh and Chang, 2012). Apresenta também um
perfil de acidos gordos apropriado para a producdo de um biodiesel estavel e um contetido
em amido que prova ser uma boa fonte na producdo de bioetanol (Hirano et al., 1997).

2.2. Cultivo
2.2.1. Condicoes de cultivo

O cultivo de microalgas é a produgdo e acumulacdo de biomassa algal, constituida por
moléculas alvo com interesse para exploracdo. Esse crescimento € influenciado pelas
condi¢des do meio a que as microalgas estdo expostas, que tem em conta a luminosidade
utilizada, arejamento, agitacdo, temperatura, nutrientes, pH, concentracdo de CO2 e Oy,
competicdo por parte de outras microalgas e a existéncia de organismos patogénicos
(bactérias, fungos) (Mata et al., 2010).
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Existem quatro principais tipos de formas de cultivo que variam nas condi¢des do meio em

que as microalgas podem ser cultivadas (Chen et al., 2011; Mata et al., 2010):

Fotoautotroficamente onde as microalgas utilizam carbono inorganico como fonte
de carbono e a luz como fonte de energia que é convertida bioquimicamente através
dos processos de fotossintese.

Heterotroficamente as microalgas utilizam carbono organico como fonte de carbono
e fonte de energia.

Mixotroficamente as microalgas realizam a fotossintese assim como utilizam
compostos organicos e carbono inorganico como fonte de carbono para o
crescimento sendo assim capazes de viver em condicOes autotroficas, heterotréficas
ou as duas em simultaneo.

Fotoheterotroficamente é necessaria a presenca de luz para poder utilizar compostos
organicos como fonte de carbono, a principal diferengca entre o metabolismo
mixotréfico e o fotoheterotréfico é que o cultivo mixotréfico consegue utilizar os
compostos organicos como fonte de energia enquanto que o fotoheterotrofico

necessita da luz pra esse fim.

Quando consideramos um cultivo de microalgas em modo batch, um método de cultivo que

consiste simplesmente em fazer uma inoculacdo num meio de cultura apropriado num

recipiente fechado sem entradas nem saidas de matéria, a cultura de microalgas apresenta

um comportamento de crescimento conhecido que consiste num crescimento exponencial da

cultura até ao esgotamento de nutrientes no meio onde a partir dai a cultura entra numa fase

de morte. Neste tipo de sistema a cultura apresenta um crescimento segundo uma curva

sigmoide dividida por seis fases diferentes caracterizadas pelas diferentes taxas de

crescimento (ReifRer, 2007):

Fase 1 é a fase ap0s a inoculacdo da cultura no meio onde as microalgas passam por
um processo de adaptacao as novas condicdes e o crescimento € nulo.

Fase 2 é a fase ap0s a adaptacdo da cultura as condigdes do meio onde o crescimento
comeca.

Fase 3 é a fase de crescimento exponencial da cultura, as microalgas multiplicam-se
ao mesmo tempo que continuam a consumir 0s nutrientes do meio.

Fase 4 é a fase de desaceleracdo do crescimento onde a taxa de crescimento vai

diminuindo devido a fatores como a diminuicdo de nutrientes no meio, dificuldade
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na obtencdo de luz para realizar eficazmente o processo de fotossintese devido a
densidade da cultura, ou mesmo por uma alteragao de ph.

e Fase 5 é a fase estacionaria no crescimento da cultura onde o crescimento estagna, é
nulo.

e Fase 6 é a fase onde as microalgas comegcam a morrer por falta de nutrientes e toxicos

existentes no meio de cultivo.
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Figura 4. Representacéo do crescimento da cultura e concentracdo dos nutrientes (adaptado de
Mata et al., 2010; ReilRer, 2007)

2.2.2. Técnicas de cultivo

Existem inUmeras técnicas de cultivo de microalgas com uma grande variabilidade entre
elas, e o tipo de técnica de cultivo a implementar depende de certos fatores como por
exemplo, a biologia da microalga a explorar, o custo de investimento, o tipo de produtos que
se gquerem obter, a fonte de nutrientes a utilizar e a captura de dioxido de carbono (Klinthong
et al., 2015).

Os sistemas de cultivo podem ser categorizados em sistemas abertos e sistemas fechados, os
sistemas abertos consistem em instalacGes ao ar livre como lagoas, canais simples, canais de
recirculacdo mecénica, entre outros. Os sistemas fechados normalmente funcionam por

tubos de materiais transparentes sob luz natural ou artificial (Razzak et al., 2013).

Os sistemas de cultivo abertos s&o normalmente utilizados para o cultivo de microalgas em
larga escala, sdo sistemas mais baratos de simples construcéo e facil operacdo, porém para
produzir quantidades elevadas de biomassa necessitam de ocupar grandes areas pois o nivel

de agua deve ser apenas aquele que permita a penetracdo da luz solar para a cultura poder
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crescer. O facto de serem sistemas abertos faz com que estejam expostos e dependentes das
condigOes externas que ndo permitem controlar fatores como por exemplo temperatura, luz,

evaporacdo da agua, contaminacdes de bactérias e outros microrganismos.

O sistema aberto mais conhecido e utilizado € o chamado “raceway pond”, um canal artificial
raso com curvatura com cerca de 15 a 25 cm de profundidade onde a circulagdo do meio é
feita através de pas para manter um movimento do meio e impedir a sedimentacdo e
agregacdo das células assim como favorecer as trocas entre os seres unicelulares e os
nutrientes do meio. Além deste sistema existem outros como as lagoas circulares com

circulacdo ou simplesmente as lagoas sem circulagéo, a opgdo mais barata.

Quando se quer cultivar uma monocultura os sistemas fechados sdo os ideais, sdo mais
flexiveis podendo adaptar-se e otimizar de acordo com as caracteristicas da espécie de
microalga com que se quer trabalhar, é possivel controlar as condi¢bes do meio como a
utilizacdo da luz (natural/artificial, quantidade e qualidade), concentragcdo de dioxido de
carbono e nutrientes, area, temperatura, entre outros, porém sao sistemas de mais cara

construcdo e operacdo com dificuldade em operacdo em largas escalas (Mata et al., 2010).

2.3. Colheita

A colheita da cultura deve ser feita quando esta se encontra na fase estacionaria onde o
crescimento da cultura estagna e atinge o seu pico, a colheita tem o0 objetivo de separar o
solido (biomassa) do liquido (meio de cultura).

Esta etapa pode representar cerca de 20-30% dos custos totais (Mata et al., 2010) tornando-
se um dos passos mais dispendiosos que muitas vezes pdem em causa a sustentabilidade
econdmica da utilizacdo de microalgas, existem diferentes processos para fazer essa
separagdo dos quais centrifugacdo, floculacdo, filtracdo, eletrocoagulacdo, flotacdo e
utilizacdo de ultrassons (Brennan and Owende, 2010; Tan et al., 2018) - Tabela 3 - ou até
mesmo uma combinacdo entre eles. Entre estas, as técnicas mais utilizadas sdo a

centrifugacdo a filtracdo e a floculagdo.
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Tabela 3 Comparacéo entre alguns métodos de colheita (Mathimani and Mallick, 2018)

Método de Vantagens Desvantagens Concentracdo Recuperagdo
Colheita sélidos (%) sélidos (%)
Centrifugacéo e Rapido e Utilizacdo 10-22 > 90
e Independente Intensiva de
da estirpe energia
e Alta e Custo elevado de
recuperacgdo de Operagao
solidos e Operacdo longa
para cultura
volumosa
e NA&o pertinente
para produtos de
baixo valor
Sedimen?agéo e Custo-Eficacia e Processo 0,5-3,0 10-90
por gravidade o Simples e facil demorado, )
sedimentacdo lenta
e Pouco eficaz
e Qualidade de
biomassa
questionavel
e Desprovido de e Custo elevado de 5-27 70-90
Filtrago suplementos operagéo
quimicos e Necessidade de
e Baixo bombeamento e
consumo de troca de
energia membranas
e Baixo impacto e Tempo de vida de
na qualidade membrana curto
da biomassa e Seletividade baixa
e Facil de de membrana
adaptar a larga
escala
e Alta
recuperacgéo de
biomassa
e Tempo curto e Altoinvestimento <7 50-90
Flotacdo de operacao e Energia intensiva
e Flexibilidade e Recuperacdo pode
e Possibilidade ser prejudicada
de utilizagdo a devido a bolhas
escala mais largas
industrial e Incapacidade de
e Menor utilizagdo para
requisito de estirpes marinhas
area
2.4. Extracao de lipidos

Na utilizagdo da biomassa microalgal para a conversdo em combustiveis sdo utilizados
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extratos presentes nas microalgas como os lipidos para a producdo de biocombustivel. A
extracdo dos lipidos da microalga é crucial para a producéo de biodiesel e esta extragdo é
normalmente realizada por métodos quimicos através de extracdo com a utilizacdo de
solventes e através de métodos fisicos, ou entdo por uma combinacéo dos dois (Rawat et al.,
2011).

A extracdo por solventes e a extracdo com fluido supercritico sdo os métodos mais comuns
para a extracdo de lipidos (Halim et al., 2012), esta etapa de extracdo deve ser rapida, efetiva
sem destruir o contetdo lipidico e com possibilidade de adaptar a larga escala. Uma das
formas de poupar energia durante estes processos € utilizar métodos que consigam separar e
extrair os lipidos com biomassa himida, o processo de remover 4gua da biomassa envolve a

utilizacdo intensiva de energia (Pragya et al., 2013).

Tendo em conta os requisitos para um método de eleicdo para a extracdo e quantificacdo de
lipidos 0 método modificado de Bligh and Dyer (Bligh and Dyer, 1959) descrito € um dos
mais utilizados. E um método padréo, simples que consegue determinar os lipidos totais e
que permite fazer as analises sem necessidade de pré tratar a biomassa secando-a, embora
utilize cloroférmio, um solvente com efeitos adversos para o ambiente (Enamala et al.,
2018), este método pode ser utilizado para qualquer tecido que contenha até cerca de 80 %
de agua, requer a utilizacdo de dois solventes misciveis, um solvente organico e um alcool,

respetivamente cloroférmio e metanol.

Este método envolve duas fases, numa primeira fase a extracdo € feita através de cloroférmio
e metanol nas proporcdes de 1:2, sem a adi¢do de &gua nesta primeira fase se for utilizada
biomassa humida, ou seja, sem ter passado por processos de secagem como por exemplo
secagem ao sol ou liofilizacdo, para biomassa himida é necessario quebrar as paredes
celulares por aplicacdo de ultrassons de forma a libertar os lipidos das estruturas celulares
das microalgas. De seguida é feita a extracdo uma segunda vez com cloroférmio/metanol/
agua nas proporgdes 2:2:1 e apos centrifugacdo sdo formadas trés fases diferenciadas: uma
fase superior constituida por metanol e 4gua, uma fase intermédia constituida por biomassa
e uma fase inferior constituida por lipidos e cloroférmio. A quantificagdo dos lipidos é feita

apos a evaporacdo do solvente, cloroférmio.

Como ja foi apresentado anteriormente, as algas sdo excelentes produtores de 6leo quando

em comparagdo com as fontes convencionais de plantacdes oleaginosas, e o contetdo lipido
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varia de acordo com a espécie, a forma como € cultivada, a forma como é feita a sua colheita
e 0s processos envolvidos na extracdo do 6leo. Na Tabela 4 podemos ver as diferencas no

conteddo lipidico entre diferentes espécies e géneros de microalgas:

Tabela 4 Contetdo lipidico em géneros/espécies diferentes de microalgas (Mata et al., 2010; Tan
etal., 2018; Zhu et al., 2015)

Género/Espécie Teor lipidico (Ypeso seco)
Chlorella vulgaris 5.0-58.0
Chlorella zofingiensis 26.69
Haematococcus pluvialis 25.0
Acutodesmus obliquus 11.0-55.0
Spirulina maxima 4.0-9.0
Chlorella pyrenoidosa 2.0
2.5. Transesterificaciao

Transesterificacdo é o processo quimico que faz a conversdo dos lipidos extraidos da
biomassa das microalgas num combustivel renovével, biodegradivel e ndo toxico, o
biodiesel. Essa conversao envolve a utilizacdo de um alcool de baixo peso molecular como
por exemplo o metanol ou o etanol sendo o metanol o mais eficiente e utilizado, e um
catalisador, convertendo assim os triglicerideos em ésteres(biodiesel) e glicerol (Rawat et
al., 2011; Tan et al., 2018). A reacdo de transesterificacdo é representada na Figura 5, e 0s
radicais representados por R1,R2,R3 representam cadeias longas de hidrocarbonetos

conhecidas como acidos gordos (Mata et al., 2010).
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CH; —0—C—R, R, — C— OR' CH; — OH
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. L]
CH —0—C—R; 4 3ROH —* g, —C—oOrR + CH —oOH
E o 0 a
: i | :
CH; —0—C—R, Ry —C— OR’ CHy — OH
Triglicerideos Alcool Esteres Glicerol

Figura 5. Reacdo transesterificacdo de triglicerideos (adaptado de Mata et al., 2010).

Na reacdo de transesterificacdo podem ser utilizados diferentes tipos de catalisadores, a

catalise pode ser acida, alcalina ou através do uso de lipases, enzimas responsaveis por
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acelerarem ou inibirem reacGes quimicas sobre lipidos embora ndo sejam muito utilizadas

devido ao seu elevado custo (Murty et al., 2002).

Dos catalisadores alcalinos mais utilizados temos o hidroxido de sodio (NaOH) e hidrdxido
de potassio (KOH) que podem ser utilizados a uma baixa temperatura e pressao com uma
conversdo em biodiesel de 98%, mas estes catalisadores serdo inibidos se o 6leo apresentar
um conteldo alto de acidos gordos (cerca de 2-5%), nesse caso a reagdo que ocorrera sera
uma saponificacdo que consumira o catalisador tornando o processo de recuperacdo a
jusante mais dificil (Rawat et al., 2011; Tan et al., 2018).

Quando comparada com a catalise alcalina a catélise acida apresenta um tempo de reacdo
mais prolongado e utiliza &cidos como o &cido sulfdrico ou o &cido cloridrico, deve ser
utilizada para 6leos com conteudos elevados de acidos gordos, e para isso, de forma a obter
uma boa reacdo de transesterificacdo é utilizada alta temperatura e pressdo de forma a obter
uma producdo mais elevada de biodiesel. Estes requisitos tornam esta via de
transesterificacdo ndo viavel para producdes em larga escala (Pragya et al., 2013; Rawat et
al., 2011; Tan et al., 2018).

Alguns processos de separacdo de componentes numa solucdo, através de fluidos
supercriticos (metanol e etanol) ndo necessitam da utilizacdo de catalisadores na reacao de
separacdo (Warabi et al., 2004).

19






3. Descricao Técnica

3.1.  Preparaciao do material

Um dos principais problemas no trabalho e no manuseamento com culturas de microalgas
sdo as contaminacOes por bactérias, fungos ou mesmo outras espécies de microalgas que
possam competir pelo mesmo espaco, e de forma a eliminar essa condicionante, todo o
material utilizado para fazer as primeiras inoculagdes das culturas assim como material
utilizado para a preparacdo do meio de cultura e procedimentos necessarios foi esterilizado
por autoclavagem ( matrazes de diferentes volumes e tubos de ensaio assim como respetivas
rolhas de algod&o e borracha, tubos de vidro, gobelés , frascos de vidro), material de plastico
utilizado foi esterilizado por radiacdo UV. Todos os procedimentos, repicagens, analise das

culturas foram realizados numa camara de fluxo laminar sob condicdes estéreis.

3.2. Meio de cultura

Todos 0os macro e os micronutrientes sdo de qualidade analitica e foram pesados numa
balanga analitica (KERN), rotulados e acondicionados em frascos de vidro de 100 ml
armazenados num frigorifico para posterior uso na preparacdo da quantidade necessaria de
meio de cultura Bold Basal Medium (BBM) a usar. Quanto a preparacao do reagente sulfato
de ferro (1) (FeSO4) + Acido sulfarico (H2SOs) foi preparado numa hotte devido as

propriedades quimicas destes reagentes.
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ApoOs a preparacdo das solugdes mée de micro e macronutrientes foi preparado o meio de
cultura BBM necessario para proceder as inoculagdes das culturas das microalgas.

A composicdo do meio de cultura padrdo utilizado BBM encontra-se descrita na Erro! A

origem da referéncia néo foi encontrada..

Tabela 5.Composicdo do meio de cultura BBM

CMéssica
Reagentes (0/Lfina) |Elemento |mg/L
K 33,7
KoHPO, 0,075 P 13,3
K 50,3
KH2PO4 0,175 P 39,9
Mg 7,4
MgS04.7H.0 0,075 S 9,8
N 41,2
NaNO; 0,25 Na 67,6
Ca 6,8
CaCl,.2H,0 0,025 Cl 12,1
Na 3,3
NaCl 0,025 Cl 51
0 EDTA-Na; 0,05 C 16,1
2 * * N 3,7
'GC) KOH 0,031 Na 6,2
= K 21,6
g FeS04.7H20 0,0050 +|Fe 1,0
= + HSO4* 0,0010 mL |S 1,6
©
= HsBOs 0,0114 B 2,0
Zn
ZnS0,4.7H0 0,001412 |S
Mn
§ MnCl2.4H.0 0,000232 | CI
— Cu
= CuS0,4.5H20 0,000252 |S
5 Co
5 Co(NOs),.6H,0  |0,00008 [N
© Mo
> Na2:Mo004.2H,0 0,000192 |Na
H,0 destilada
* ChH2sos = 1,84 g/mL

3.3. Inoculacoes e condicoes de cultivo das microalgas

Foi feita a inoculacdo de trés espécies diferentes de microalgas: Chlorella vulgaris,

Acutodesmus obliquus e Chlorella zofingiensis. As duas primeiras aqui referidas foram
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adquiridas a algoteca SAG (Sammlung von Algenkulturen der Universitat Gottingen —
Colecéo cultura de algas, Universidade de Gottingen Alemanha), e a terceira microalga da
espécie Chlorella zofingiensis foi obtida a partir de inoculacdes de culturas ja em stock do
laboratdrio de microalgas do Instituto Superior de Engenharia do Instituto Politécnico do
Porto (ISEP).

Numa primeira etapa as microalgas Chlorella vulgaris e Acutodesmus obliquus foram
inoculadas em tubos de ensaio a partir das culturas preservadas em agar adquiridas da

algoteca SAG como se pode ver na Figura 6.

m12 §1
chiorella |y fodesm

wigaris B4 “opliquus

Figura 6. Chlorella vulgaris (a), Acutodesmus obliquus (b), Inocula¢bes em tubos de ensaio (c).

Foram feitas quatro inoculagdes em tubos de ensaio por cada uma destas duas espécies de
algas, foi feita a raspagem da cultura e inoculada em 12 ml de meio BBM. Os tubos de ensaio
foram agitados diariamente de forma a evitar que a cultura se depositasse no fundo dos tubos
e assim potenciar o seu crescimento. Ao fim de cerca de duas semanas estas culturas
apresentavam densidade suficiente nos tubos de ensaio para proceder a sua transferéncia
para matrazes de 250 ml onde o seu volume foi perfeito com meio BBM. Na Figura 7
encontram-se imagens de visualizacdo ao microscépio das microalgas usadas neste estudo.
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As culturas de Chlorella zofingiensis foram inoculadas a partir de culturas ja em stock em
laboratério, foi feita uma analise ao microscopio de forma a ver a presenca ou nao de
contaminac0es e de seguida foram preparados trés matrazes de 250 ml com 80% do volume

meio BBM e os restantes 20% do volume com indculo.

Figura 7. Imagens ao microscépio de (a) Acutodesmus obliquus, (b) Chlorella zofingiensis, (c)

Chlorella vulgaris

Todas as culturas foram mantidas sob as mesmas condicGes, de temperatura num clima
controlado com o auxilio de ar condicionado nos 24 + 2°C, de arejamento com o auxilio de
bombas de ar (BOYU-S4000p) e utilizacdo de filtros para filtrar o ar que entra nas culturas,
e iluminagdo com uma intensidade luminosa entre os 3700 lux e 0s 3900 lux com periodos
de 12h/12h de luz artificial. As diferencas nos valores de intensidade luminosa devem-se ao
facto de aproveitar 0 espaco na banca de laboratdrio e sendo assim intercaladamente os
biorreatores foram posicionados uns mais proximos da fonte de luz que outros e essas
posi¢Oes foram mudadas diariamente de forma a todos os biorreatores ficarem expostos as

mesmas condigdes.

O desenvolvimento das culturas das trés espécies diferentes de microalgas foi efetuado
separadamente, ou seja, monoculturas sem mistura entre as espécies, com a utilizacdo do
mesmo meio BBM. Numa fase posterior foi escolhida a microalga que apresentou um
crescimento mais adequado e uniforme para continuar o trabalho experimental. Depois de
ter volume suficiente de cultura para poder fazer repicagens multiplas e comecar os ensaios,
as culturas foram expostas a meios com condicdes diferentes. A espécie escolhida Chlorella
vulgaris foi exposta a trés cenarios diferentes de stress nutricional, cada um dos quais com
quatro condi¢es distintas incluindo o meio de referéncia, como se pode ver na Tabela 6.
Cenarios de stress
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Tabela 6. Cenarios de stress

Cenarios de stress

Referéncia Meio de referéncia (BBM)

(Ref) Glicose (CeH1206)  Ferro (1,0 mg/L) Nitrato (56,9 mg/L)
Condicao 1 (C1) C=0,5g/l 10 mg/L 170,7 mg/L

Condicao 2 (C2) C=1,04¢/l 50 mg/L 569,0 mg/L

Condicao 3 (C3) C=1,5¢/l 0,5 mg/L 28,4 mg/L

Estes cenérios foram preparados da mesma forma que a preparacdo do BBM com algumas
mudangas nas concentracOes de alguns reagentes. Na preparagédo da glicose foi preparado o
meio BBM e para cada condicdo (C1, C2, C3) foi adicionado glicose em concentracfes
diferentes. Na preparacdo das culturas com stress de ferro foi preparado uma condicédo (C1)
com 10 vezes mais ferro na amostra aumentando o volume do reagente FeSO4 10 vezes em
comparacdo ao meio BBM original, o mesmo procedimento foi feito para a condi¢cdo C2 mas
desta vez com 0 aumento em 50 vezes do volume do reagente FeSOa e por ultimo a condicéo
C3 que utiliza metade da concentracdo em FeSO4 quando comparada com o meio original
BBM como é possivel observar na Tabela 6. Para a prepara¢do dos meios com stress em
nitrato foi triplicada a quantidade de NaNOs para a condi¢do C1, aumentada em 10 vezes a
quantidade do reagente NaNOs na condicdo C2 e diminuida para metade a quantidade de
NaNOz na condicdo C3 em comparacdo com a formulacdo original do meio BBM como é

possivel observar na Tabela 6.

Para os meios com adicdo de ferro foi feito um controlo do pH dos meios com a adi¢éo de
hidréxido de sddio (NaOH) de forma a obter o mesmo pH para as 4 condicGes diferentes e

eliminar assim essa variavel.

3.4.  Avaliacao do crescimento das culturas

Ao longo de todo o crescimento das culturas foi sendo feita uma monitorizagdo ao

microscopio na procura de possiveis contaminagoes.

Numa primeira etapa foram cultivadas as trés espécies de microalgas e avaliado o seu
crescimento de forma a escolher a espécie que apresenta uma maior taxa de crescimento e
uniformidade para prosseguir os ensaios. A avaliacdo do crescimento das culturas das trés
microalgas foi avaliada através da sua densidade oOtica medindo a absorvancia por

espetrofotometria, para isso foi utilizado o espetrofotometro UV-1700 PharmaSpec.
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Antes de se fazerem as leituras das absorvancias foram determinados os picos de méxima
absorvéancia para as trés culturas que iriam determinar com qual comprimento de onda as
culturas iriam ser monitorizadas, sendo assim as espécies Chlorella vulgaris e Acutodesmus
obliquus foram monitorizadas a um comprimento de onda de 685 nm , e a espécie Chlorella

Zofingiensis a um comprimento de onda de 680 nm.

As absorvancias foram feitas em triplicado e amostras de 1,5 ml eram colhidas em cuvetes
préprias para utilizacdo no espetrofotometro, antes da recolha das amostras em cuvetes 0s

matrazes eram agitados de forma a homogeneizar as culturas.

Depois de escolhida a microalga Chlorella vulgaris para prosseguir os ensaios, estes foram
feitos em triplicado para cada uma das condi¢des dos trés diferentes cenarios.

3.4.1. Curva de calibracao

Para proceder a realizacdo da curva de calibracdo € utilizada biomassa seca (liofilizada), e
sendo assim, foi feita a colheita da biomassa de trés matrazes com culturas de chlorella
vulgaris, essa biomassa foi centrifugada durante 15 minutos a 3000 rpm, depois de retirada
aagua e transferida a biomassa dos trés matrazes para um so tubo foi centrifugada novamente

durante 15 minutos a 3000 rpm e congelada para armazenamento antes da liofilizac&o.

Para fazer a avaliacdo do crescimento microalgal foi realizada uma curva de calibracdo ABS
vs Biomassa seca (mg/L), com uma absorvancia de 685 nm uma vez que foi esse o pico de
absorvancia maxima detetada e com a qual foram feitas as medicGes para a microalga
Chlorella vulgaris. Foram feitas varias diluicbes de uma solucdo padrdo e medidas as suas

respetivas absorvancias de forma a poder construir a curva de calibracéo.

3.5. Determinac¢ao da concentracio de pigmentos na microalga

Depois de ser escolhida a espécie de microalga mais apropriada para os ensaios foram

tambem analisadas, assim como a absorvancia, as concentragdes de pigmentos na microalga.

Esta analise de pigmentos foi feita através de espetrofotometria, foram recolhidas amostras
de 1,5 ml em tubos de eppendorf, estas amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a
1200g numa centrifugadora de eppendorf. A biomassa centrifugada foi entdo suspensa em 5
ml de Dimetilsulfoxido (DMSO) e agitada durante 30 segundos, ap0s agitacdo foi aquecida

em banho de agua a 55 °C durante 30 minutos (Orosa et al., 2005).
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Apos ser centrifugada novamente a amostra, o sobrenadante (Figura 8) foi analisado em
espetrofotdmetro a trés comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm e através da utilizacdo das
equacOes de Wellburn (Wellburn, 1994) foram determinadas as concentracdes de clorofila a
(Ca), clorofila b (Cb) e carotenoides totais (Car):

Ca=12.19%Aes5 -3.45% Agag

Ch=21.99%Ag49 -5.32%As65s

_1000xA480—2.14XCa—70.16XCh
220

Car

g - - 7 )

@' e NININE VPP e e e'e

—

T e ia,l o " .
P .y, o ¥ - VY Y ok

Figura 8. Aspeto das amostras apés o procedimento

3.6.  Extracio e quantificacio dos lipidos

Para a extracdo e quantificacdo de lipidos o método utilizado foi o de Bligh and Dyer (Bligh
and Dyer, 1959)(Anexo 1). Neste método foi pesada a biomassa de cada um dos cenérios de
stress em tubos de vidro e foram entdo adicionados os solventes cloroférmio e metanol na
proporcdo de 2:1, nesta fase ndo foi adicionada &gua uma vez que se trata de biomassa

hamida.

De seguida a solugdo foi levada ao aparelho de ultrassons durante 30 minutos, apos esse
periodo foram adicionados cloroférmio/metanol/agua nas proporgées de 2:2:1 e as solucGes
sdo novamente levadas ao aparelho de ultrassons durante 30 minutos. Apos a rutura das
células e libertagéo dos lipidos pela utilizagéo dos ultrassons as solu¢des foram centrifugadas
durante 15 minutos a 3000 rpm, a centrifugacgdo faz com que se criem 3 fases visiveis, uma
fase superior rica em agua e metanol, uma fase intermedia constituida por biomassa e uma

ultima fase inferior que contem os lipidos e cloroférmio. A ultima fase é recuperada para um
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tubo previamente pesado com a ajuda de uma micropipeta e o cloroférmio evapora ao ar
permitindo fazer a quantificacdo dos lipidos extraidos.

Figura 9. Amostras ap6s procedimento com formacao de 3 fases

3.7.  Transesterificacdo

Depois de extraidos os lipidos foi feita a transesterificacdo dos mesmos através do método
de Lepage e Roy (1984) utilizado por Abou-Shanab (Abou-Shanab et al., 2011), ligeiramente
modificado (Anexo 1). Os lipidos extraidos anteriormente foram dissolvidos por uma
solucdo com uma mistura de cloroférmio/metanol na razdo (2:1), com a adi¢do desta mistura
de 2ml por cada 10 mg de 6leo. Apos esta dissolucao foi adicionado acido sulfarico 95-97%
(catalisador) e metanol (reagente) com a adi¢do por cada 10 mg de 6leo de 1ml metanol e
0,3 ml de &cido sulfarico.

De seguida a mistura foi agitada, pesada e colocada num digestor a 100 °C durante 10
minutos. Apds a reacao foi adicionada agua de forma a criar a formacéo de duas fases, uma
superior rica em agua, acido sulfarico e metanol e uma inferior rica em cloroférmio e ésteres.
A separacdo das fases com a adicdo de agua foi realizada mais duas vezes descartando a fase
superior e apos estas separagdes a fase inferior foi filtrada com a ajuda de uma seringa e foi

deixado o cloroférmio evaporar.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Crescimento das culturas das diferentes estirpes
Foram cultivadas as trés estirpes de microalgas e de acordo com 0 seu crescimento,
comportamento e uniformidade visivel nos biorreatores foi escolhida a estirpe mais

apropriada.

A espécie Acutodesmus obliquus apresenta propensdo para se agrupar em grupos celulares
de quatro a mais células individuais, esta tendéncia a se agrupar aliada a agitacdo do meio
insuficiente provocada pelo arejamento dos biorreatores fez com que as culturas desta
espécie se agrupassem em grupos cada vez maiores conforme o seu crescimento ao longo do
tempo, acabando por se depositarem na base dos biorreatores. Esta manifestacdo faz com
que a avaliacdo do crescimento desta espécie se torne mais dificil e inconclusiva quanto &

massa real de biomassa presente nos biorreatores.

¥y
o -
’

Figura 10.0Observacao microscopica de Acutodesmus obliquus e a forma como esta se agrupa.
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Na Figura 11 é possivel observar o crescimento desta espécie que de alguma forma retrata a
inconsisténcia dos resultados obtidos do seu crescimento devido & sua deposicdo, e onde

podemos ver a queda na leitura das absorvancias assim como o0s baixos valores obtidos.
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Figura 11. Curva de crescimento ABS (685 nm) vs Dia para Acutodesmus obliquus
Na Figura 12 podemos ver as diferentes fases de uma curva de crescimento da Chlorella
zofingiensis, com o crescimento a atingir um pico aos primeiros 8 a 10 dias para os dois
biorreatores seguido de um decréscimo rapido com deposi¢do da biomassa e com algumas
formacdes de grupos de células. No entanto, ndo apresentava contaminacdes por outras

estirpes ou bactérias, observaveis ao microscopio.
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Figura 12 Curva de crescimento ABS (680 nm) vs Dia para Chlorella zofingiensis

Quanto as culturas de Chlorella zofingiensis e de Chlorella vulgaris registaram um

crescimento mais caracteristico deste tipo de culturas embora a espécie Chlorella
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zofingiensis em comparagdo com a Chlorella vulgaris regista um pico de crescimento mais
baixo e mais rapido. A Chlorella zofingiensis teve uma maior propensao para se depositar
nos biorreatores registando assim a espécie Chlorella vulgaris um crescimento mais
homogéneo, estavel e com muito poucas variacdes na forma como as culturas cresceram em
diferentes biorreatores com volumes diferentes como podemos observar nas curvas de

crescimento da Figura 13.
1,5
1,3

1,1

o= Bijorreator 1
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Figura 13 Curva de crescimento ABS (685 nm) vs Dia para Chlorella vulgaris

Na Figura 13 podemos ver dois biorreatores com um crescimento quase exatamente paralelo
com uma diferenca em relacdo & quantidade inicial de inoculo. Esta diferenca pode ser
explicada através de uma possivel concentracdo superior de células por volume que foram

inoculadas nos dois biorreatores apesar de o volume de inoculacao ser o mesmo.

Na Figura 14 podemos ver uma repicagem de uma cultura de Chlorella vulgaris para um
biorreator de volume superior e 0 seu crescimento estavel sem anomalias ou contaminacdes,
e um paralelismo entre o crescimento dos dois biorreatores o que mostra que se trata de uma
microalga com caracteristicas perfeitas para fazer repicagens mdltiplas e de fiavel

comportamento para usar em ensaios.
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Figura 14 Curva de crescimento ABS (685 nm) para Chlorella vulgaris em biorreatores de

volume superior

Sendo assim e tendo em conta 0 comportamento das trés diferentes espécies de microalgas
guanto ao seu crescimento, contaminacg6es, variacdes quanto & homogeneidade das culturas
e coloracdo desde as primeiras inoculacdes até as ultimas repicagens, a microalga escolhida

para continuar com os ensaios foi a espécie Chlorella vulgaris.

4.2. Avaliacao do crescimento da Chlorella vulgaris sob cenarios de
stress por macronutrientes

Como ja referido no ponto 3.3 da descricdo técnica a microalga Chlorella vulgaris foi
exposta a trés cenarios de stress com Glicose, Nitrato e Ferro, cada um com quatro condicdes
diferentes (Ref; C1; C2; C3).

4.2.1. Glicose

O primeiro cenario de stress executado foi com a adig@o de glicose em trés concentracfes
diferentes, uma condicdo 1 (C1) com uma concentragéo de glicose em meio BBM de 0,5 g/L,
uma condicdo 2 (C2) com uma concentragédo de 1,0 g/L e uma terceira condi¢do (C3) com

uma concentragéo de 1,5 g/l.

32



Os ensaios foram realizados em triplicado para cada concentracdo que resulta num total de
doze matrazes (Biorreatores), todos os matrazes a que foi adicionada glicose,
independentemente da concentragdo, nos primeiros dias foi possivel observar a mudanca de
cor dos biorreatores para uma cor neutra e a formacdo de agrupamentos das microalgas,

anomalia tal que se retrata no crescimento nulo destas culturas devido a contaminagao.

Os ensaios realizados com a adi¢do de glicose ao meio foram realizados uma segunda vez
observando-se novamente a formacdo de aglomerados de microalgas apresentando da
mesma forma mais uma vez contamina¢Ges como apresentado na Figura 15, embora na

segunda tentativa tenham apresentado algum crescimento inicial.

Figura 15. Observacao ao microscopio de contaminagdes nos ensaios com glicose.

Na Figura 16 podemos ver o primeiro ensaio com adicdo de glicose e a forma como a

aglomeracédo da biomassa devido a contaminagdes afetou o seu crescimento.
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Figura 16 Curva de crescimento Biomassa (mg/L) vs Dia para Chlorella vulgaris com a adigéo

de glicose
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Na Figura 17 podemos ver os conglomerados de microalgas devido a contaminacgdes que
resultam na sua deposic¢ao devido ao peso influenciando assim o seu crescimento e no registo

da densidade otica, sendo assim os ensaios com glicose ndo foram levados em conta nos

ensaios seguintes.

Figura 17 Efeito de conglomeracdo das microalgas devido a contaminacao.

4.2.2. Ferro

O segundo cenério de stress efetuado foi com o nutriente ferro em trés condic6es diferentes,
uma condicéo 1 (C1) com 10 vezes mais FeSO4 (10 mg/L) que o meio referencia BBM (1,0
mg/L), uma condicdo 2 (C2) com 50 vezes mais FeSO4 (50 mg/L) e uma condicdo 3 (C3)

com metade da concentragdo em FeSOg4 (0,5 mg/L).

Na Figura 18 é possivel observar que o crescimento inicial das culturas ndo é muito diferente
para a primeira fase de crescimento exponencial, as condi¢fes C1 e C3 depois de atingirem
0 seu pico de crescimento entram em decadéncia enquanto que a referéncia e a condicéo C2,
a condicdo com a maior concentracdo de ferro, continuam o seu crescimento observando até

um maior crescimento para a condi¢do C2.

ApoOs atingir o seu pico de crescimento a condi¢do C2 decresce observando-se entdo a
continuagdo do crescimento das culturas de referéncia em meio BBM.
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Figura 18 Curva de crescimento Biomassa (mg/L) vs Dia para Chlorella vulgaris com stress de ferro.

No geral ndo é possivel dizer que aumentando a concentracdo de ferro aumenta o
crescimento de biomassa, mas por outro lado podemos observar que inibe a continuacéo do
crescimento da microalga ao fim de 10 a 15 dias registando valores mais elevados de

biomassa com o passar do tempo para um meio de cultura “normal” com o meio de referéncia

BBM.

4.2.3. Nitrato

Para os ensaios com stress de nitrato foram preparadas trés concentracées, uma condicéo C1
com trés vezes mais quantidade de nitrato (170,7 mg/L) quando comparado com o meio de
referéncia BBM, uma condicdo C2 com dez vezes mais nitrato (569,0 mg/L) e uma condicao
C3 com metade da quantidade de nitrato (28,4 mg/L) em comparacdo com 0 meio de
referéncia BBM (56,9 mg/L).

Na Figura 19 é notoria a diferenca no crescimento das culturas em que a concentracdo de
nitrato € maior, é possivel observar que para 0s meios com uma concentracao de nitrato C1
e C2 superior a de referéncia, o crescimento consegue ser duplicado (800 mg/L de biomassa),
isto deve-se & assimilacdo das microalgas do nitrato convertendo-o em biomassa, sendo o

nitrato um dos principais macronutrientes para o cultivo de microalgas.
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Figura 19 Curva de crescimento Biomassa (mg/L) vs Dia para Chlorella vulgaris com stress de Nitrato.

Assim como um aumento notério do crescimento para as culturas com maior adicdo de
nitrato foi possivel observar uma variacdo na coloracdo das culturas registando uma
coloragdo mais intensa para as culturas com mais nitrato respetivamente para as condic¢oes

C1 e C2 como podemos observar na Figura 20.

Figura 20. Diferenca na coloragéo das culturas, a) C1-3N, b) C2-10N, c) C3-0,5N.

4.3. Avaliacao da producio de pigmentos

Outro parametro avaliado assim como o crescimento das culturas foi a concentragdo de
pigmentos nas microalgas, esta avaliacdo foi sendo feita ao longo dos ensaios para as
condicBes de stress, de ferro e nitrato segundo o método ja explicado no ponto 3.5 da
descricdo técnica, o registo das absorvancias foi feito em triplicado e as concentragdes de
Clorofila a (Cca), Clorofila b (Ccb) e Carotenoides (Caro) determinadas.
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4.3.1. Ferro

Através da Figura 21 podemos observar um grande aumento na concentracdo dos trés
pigmentos do dia 2 para o dia 4 que retrata a necessidade de nos primeiros dias ser utilizada
a capacidade fotossintética dos pigmentos para o crescimento das microalgas. Ao longo do
registo dos pigmentos durante o ensaio a concentracdo de Clorofila a é sempre superior a
concentracéo de clorofila b e carotenoides que registam valores semelhantes na totalidade

do ensaio.
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Figura 21 Concentragdo dos pigmentos (mg/L) vs Dia-Ferro.

E possivel também observar que para a clorofila a (Cca) em mais de metade do ensaio sio
registadas maiores concentracdes em especifico para a cultura C3 que corresponde a cultura
com menor quantidade de ferro (0,5 mg/L) atingindo valores entre os 0,2 mg/L e os 0,55

mg/L de clorofila-a.

Ao fazer uma comparagao entre 0s meios com mais concentracao de ferro respetivamente o
meio de referéncia (ref) e 0 meio C3 e 0s meios com maior concentracdo de ferro
respetivamente as condicdes C2 e C3 é possivel concluir que a adicdo de ferro nédo

impulsiona uma maior concentracdo de pigmentos por parte das microalgas.

4.3.2. Nitrato

Quanto & concentracdo dos pigmentos nos ensaios com stress de nitrato como podemos
observar na Figura 22 é notoria a elevada producdo de clorofila a (Cca) para a condigédo C2,

a condicdo com a concentragcdo mais elevada de nitrato no meio de cultura.
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Quanto as concentragdes de clorofila b (Ccb) e carotenoides (Caro), apesar de ser em

concentragdes muito mais baixas que a clorofila a (Cca) continua a ser registadas as maiores

concentragdes para as culturas em meio C2 (meio com maior concentracdo de nitrato).

Cca

4.4.

Apods ser feita a extracdo dos lipidos através do método descrito no ponto 3.6 da descri¢do
técnica e ap0s a evaporacao do cloroférmio, estes foram quantificados através da pesagem

dos tubos onde foram realizadas as extracBes e o seu teor lipidico por biomassa seca

Ccb

Caro Cca Ccb Caro Cca Ccb Caro Cca Ccb Caro Cca

mref mC1 mC2 m(C3

Figura 22. Concentracdo dos pigmentos (mg/L) vs Dia-Nitrato.

Quantificagao de lipidos

determinado para as condicdes sob stress de nitrato e ferro.

A quantidade de biomassa seca é determinada sabendo o teor de agua que a amostra
centrifugada de biomassa humida contém, esse teor de agua foi determinado sabendo a
percentagem de biomassa seca que as amostras de biomassa humida contém atraves do

processo de secagem por liofilizagdo, a determinacdo desse teor de agua (88,2 %) é

especificada no Anexo 5.
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Na Tabela 7 podemos observar o teor lipidico para cada condig&o:

Tabela 7 Teor lipidico para cada condicao.

Biomassa Biomassa Massa de Teor de
Humida(g) seca () lipidos (g) lipidos (%)
Ref (56,9 mg/L) | 0.339 0.040 0.01 25
) C1(170,7mg/L) | 1.303 0.154 0.03 19
Nitrato
C2(569,0mg/L) | 1.252 0.147 0.024 16
C3 (28,4 mg/L) | 0.222 0.026 0.011 42
Ref (1,0 mg/L) | 0.426 0.050 0.014 28
- C1 (10 mg/L) 1.115 0.132 0.022 16
erro
C2 (50 mg/L) 1.987 0.234 0.029 12
C3 (0,5 mg/L) 0.904 0.107 0.016 15

Sabendo a quantidade de lipidos presente por cada grama de biomassa seca é possivel

calcular o teor de lipidos para cada amostra (Massa de lipidos / Biomassa seca de microalga

x100), e sendo assim podemos observar que para 0S ensaios com stress de nitrato a

acumulacdo lipidica pelas microalgas é acentuada para meios com limitagdo de nitrato.

Quanto aos ensaios com stress de ferro ndo € possivel concluir que a adi¢cdo ou limitacao

deste nutriente ao meio influencia a acumulacao lipidica pelas microalgas, e como se verifica

uma producdo superior para o ensaio de referéncia, este é aceite como o melhor meio com a

concentracdo adequada de FeSOs para um crescimento normal a nivel lipidico das

microalgas.
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5. Conclusao e sugestoes
para trabalhos futuros

Neste estudo foi primeiramente realizado o crescimento de trés espécies de microalgas de
agua doce, Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis e Acutodesmus obliquus, cultivadas em
meio de cultura BBM. Foi possivel observar que a microalga Chlorella vulgaris registou um
crescimento superior em comparagao com as outras espécies, mais estavel e fiavel para poder
replicar e continuar com 0s ensaios, assim como a menos suscetivel a contaminacGes e

aglomeracéo das microalgas por falta de agitacdo mecéanica.

Os ensaios para os quais foi adicionada glicose (>0,5 g/L) ao meio registaram todos
contaminacgdes 0 que mostra que é um meio propicio a competicao pelo espaco e proliferacdo

por parte de fungos e bactérias, estes ensaios ndo foram entdo levados em conta neste estudo.

Quanto aos resultados obtidos é possivel concluir que para uma maior producéo de biomassa
por litro de cultura os ensaios com uma maior concentracdo de nitrato (>170,7 mg/L)
registam valores mais elevados (cerca de 800 mg/L biomassa), as microalgas através da
fotossintese e na presenca de nitrato assimilam este nutriente nos seus processos biologicos
0 que resulta num maior crescimento celular enquanto que para 0s ensaios com stress de

ferro ndo é possivel dizer que o crescimento é potenciado na limitacdo ou aumento deste
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nutriente, mas sim que na utilizagdo de concentragdes maiores de ferro( 10 e 50 mg/L) o pico

de crescimento das culturas € atingido mais rapido.

Relativamente & influéncia do stress nutricional na concentracdo de pigmentos é muito mais
vantajoso para obter uma maior producédo de, nomeadamente, clorofila-a e carotendides, a
utilizacdo de meios mais ricos em nitrato (569 mg/L) enquanto que para 0S ensaios com
stress de ferro uma concentragéo inferior de ferro (0,5 mg/L) no meio de cultura regista
concentracdes de clorofila-a mais elevadas o que sugere uma combinacao destes dois fatores

num meio para poder obter uma maior producéo de clorofila-a.

Face aos resultados obtidos para o teor de lipidos podemos concluir que uma menor
concentragdo de nitrogénio (28,4 mg/L) no meio de cultura favorece a acumulacéo de lipidos
pelas microalgas atingindo um teor de 42 %. Fator importante para a producéo de biodiesel
embora uma menor concentracao de nitrogénio no meio também registe uma menor taxa de
crescimento das microalgas, quanto aos ensaios com stress de ferro é possivel concluir que
0 melhor meio se trata do meio de cultivo de referencia (1,0 mg/L) que sugere que uma

adicdo ou limitacdo deste nutriente ndo seja vantajosa para uma maior producao de lipidos.

Apés a realizacdo deste estudo surgem algumas ideias de alteracBes que possam ser feitas
de forma a obter conclusdes mais fiaveis assim como novas conclusdes:

e Utilizacao de agitagdo mecénica de forma a melhorar o contacto das culturas com o
meio assim como através do movimento de agitacdo evitar o aglomerar das
microalgas.

e Realizacdo das culturas com adicdo de glicose com maior cuidado de forma a evitar
contaminagdes e com concentracao abaixo dos 0,5 g/L.

e Realizar os ensaios para volumes de cultura maiores > 5L, de forma a obter
guantidades de biomassa e Oleo superiores, que facilitam na realizacdo dos
procedimentos e quantificacdo de massas.

e Realizar o estudo com outras espécies de microalgas.

e Fazer a combinacdo dos meios de cultura que obtiveram os melhores resultados
dependendo do produto que se quer obter (por exemplo: realizar um ensaio com um
meio rico em nitrato e limitado em ferro de forma a obter concentragGes superiores

em clorofila-a).
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Anexo 1 — Procedimentos

EXTRACAO DE LIPIDOS

A extracdo dos lipideos contidos nas microalgas foi feita usando o método de Bligh and Dyer
(1959) modificado:

1) Pesagem da biomassa num tubo utilizavel na centrifuga
2) Adicdo dos solventes na proporcéo (1;2;0,8), respetivamente, cloroformio, metanol e agua

(Nota: nesta fase ndo € necessario adicionar agua uma vez que a biomassa € himida, sendo

necessario determinar a quantidade de agua).

3) Levar ao aparelho de ultrassons durante 30 minutos

4) Adicéo dos solventes na proporc¢éo (2;2;1,8), respetivamente, cloroférmio, metanol e agua
5) Levar ao aparelho de ultrassons durante 30 minutos

6) Centrifugacéo a 3000 rpm durante 15 minutos.

(Nota: a esta altura formam-se 3 fases: a superior rica em agua e metanol, a intermediaria

constituida por biomassa e a inferior rica em cloroférmio e lipidos)

7) Descarte da fase superior

8) Recuperacdo da fase inferior para um tubo de vidro previamente pesado
9) Evaporacao do cloroférmio (ao ar)

10) Pesagem do tubo para quantificagdo os lipidos.
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TRANSESTERIFICACAO

Os 0leos extraidos sdo convertidos em ésteres metilicos usando o método descrito por

Lepage e Roy (1986), modificado de acordo com a descri¢do seguinte:

1) Redissolucéo dos lipidos extraidos: para 10 mg de 6leo, adicdo de 2 mL de uma mistura

de cloroférmio/metanol (2:1) (Adicao da quantidade adequada a massa de 6leo disponivel)

2) Adicdo de metanol e &cido sulfurico 95-97%, reagente e catalisador de transesterificacéo,
respetivamente: para 10 mg de 6leo adicao de 1mL de metanol e 0,3 mL de acido sulfurico.

(Adicédo da quantidade adequada a massa de 6leo disponivel)
3) Roscar a tampa. Agitacdo vigorosa durante 5 minutos

4) Pesagem do tubo com a mistura

5) Reacdo durante 10 minutos a 100°C

6) Adicdo de 1 mL de &gua para separacdo de fases

7) Agitacao

(Nota: por adi¢do de 4gua formam-se duas fases, a superior rica em agua, metanol e &cido

sulfurico, e a inferior rica em cloroférmio e ésteres).

8) Descarte da fase superior

9) Adicdo de 1 mL de agua para lavagem

10) (Separacdo das fases)

11) Descarte da fase superior

12) Adicionar 1 mL de &gua para lavagem

13) Filtrar a fase inferior com um filtro com poro 0,26 pm (com o auxilio de uma seringa)

14) Deixar evaporar o cloroférmio, em hotte.
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Anexo 2-Curva de calibracéao

Absorvancia (685 nm)

Tabela A 1. Concentracdes e dilui¢des realizadas para a curva de calibracao.

[Biomassa seca] mg/L
30 30,03
60 60,06
120 119,91
240 240,03
343 342,93
490 489,93
700 699,93
1000 1000,02
1500 1500,03

2,5000

2,0000

1,5000

1,0000

0,5000

0,0000

200 400 600

Concentragdo Biomassa (mg/L)

Concentracdo final (mg/L) Média ABS (685nm)

0,0967
0,1557
0,3013
0,6117
0,8413
1,1017
1,4777
1,9020
2,1937

800

Desvio Padrao
0,00153
0,00153
0,00153
0,00153
0,00115
0,00115
0,00208
0,00265
0,00404

y =0,0019% +0,1035
R?=0,9879

y =-7E-07x*+0,0026x +0,0115
R®=0,9996

1000 1200

Figura A 1 Curva de calibracéo para a Chlorella vulgaris

53






Anexo 3 - Concentracao de Pigmentos

Para a determinacdo da concentracdo de pigmentos as absorvancias sdo medidas a trés

comprimentos de onda, 480, 649 e 665 nm e calculadas através das seguintes equacdes:
Ca=12.19%Ass5 -3.45% Asag

Cb=21.99xAs49 -5.32%As65

_1000xA480—-2.14xCa-70.16XCh
220

Car
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Anexo 4 - Determinacao do teor de 4gua na biomassa

Através do processo de liofilizacdo realizada para a determinacédo da curva de calibracéo é
possivel saber qual o teor de dgua nas amostras de biomassa humida centrifugadas, na

seguinte tabela é possivel observar a desidratacdo da biomassa humida.

Tabela A 2. Biomassa apds liofilizacio

Peso tubo +  Peso Peso tubo + _
) ) ) Peso biomassa
Peso Tubo (g) ' Biomassa Biomassa Biomassa seca
- - seca (g)
hamida (g) hamida (g) (9)
14,0277 15,2532 1,2255 14,1722 0,1445
0,1445 X100
% Biomassa seca= =11.8%
1,2255

100% = % Biomassa seca + % Agua (=) % Agua = 88.2%
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