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“Se fiz descobertas valiosas, foi mais por ter paciéncia do que qualquer outro talento”
“Se eu vi mais longe, foi por estar de pé sobre ombros de gigantes”
“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um oceano”

(Isaac Newton)
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Resumo

Este trabalho teve como principal objectivo a producido de biomassa aquatica como fonte de

lipidos para biocombustiveis. O objectivo principal foi subdividido em dois pontos:

— Inoculacéo e controlo de possiveis contaminagdes das culturas de microalgas de agua
doce Chlorella vulgaris, Chlorella emersonii, Botryococcus brauni e Haematococcus
pluvialis, seleccionando-se a microalga de crescimento mais rapido (a estirpe que mais
rapidamente atingiu 1 L de cultura densa);

— Avaliagao do crescimento e optimizacdo das condicbes de cultivo de uma das estirpes
do grupo em estudo, em laboratério, de forma a conseguir maximizar a produtividade
lipidica.

Para a Chlorella vulgaris (estirpe seleccionada do grupo em estudo, por ser a de

crescimento mais rapido) foram efectuados trés conjuntos de ensaios, em erlenmeyers de 1

L (fotobioreactores fechados), em que se fizeram variar as fontes nutricionais:

a) Adigcao de Carbono (regime mixotrofico);
b) Reducgao da concentragdo de Azoto em regime mixotréfico;

c¢) Inducgéao de stress (aumento da salinidade) em regime mixotrofico.

Os resultados experimentais foram tratados de forma a darem resposta aos objectivos
propostos. Os melhores resultados de produtividade lipidica maxima resultaram dos ensaios
de cultivo em condigdes mixotroficas com 1,0ggicose/Lmeio 88M, reducdo em 80% de fonte de
azoto e com adigao de 750% e 1.000% de NaCl, correspondendo a uma taxa de produgao
de lipidos de 43,9mMQipicos/L.dia, 44,7Mgipidos/L.dia, 42,3MQpides/L.dia e 43,8mgiipicos/L.dia,
respectivamente. Estes resultados foram superiores, em mais de duas vezes, quando

comparados com o valor obtido para regime autotréfico, de 18,3mgiipigos/L.dia.

Deste modo considera-se que as condi¢des do ensaio em regime mixotrofico com adicéo de
1,09g1ucose/Lmeic BBM €M conjungdo com redugdo do teor de azoto em 80%, bem como a
aplicacao de condigbes de stress salino permitem incrementar substancialmente a produgao

lipidica para a estirpe de Chlorella vulgaris em estudo.

Considerando um fotobioreactor com um volume total de cultivo equivalente ao volume de
uma piscina de 1 ha com 15 cm de profundidade (V = 1.500 m®), sendo o valor de
produtividade lipidica maxima de 44,7 mgpiqos/L.dia, estima-se uma produtividade maxima
de lipidos de cerca de 27.200 L/ha.ano. Este valor & cerca de 23 e 34 vezes superior

quando comparado com a produtividade de 6leo em monoculturas de colza e girassol.

Palavras-chave: Chlorella vulgaris, cultivo autotrofico, cultivo mixotréfico, reducdo do teor

de azoto, stress salino.
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Abstract

The main objective of this work was the production of aquatic biomass as a source of lipids

for biofuels and was subdivided in two points:

— Inoculation and control of possible contamination of cultures of freshwater microalgae
Chlorella vulgaris, Chlorella emersonii, Botryococcus brauni and Haematococcus
pluvialis, selecting the fastest growing microalgae (the culture that first reached 1 L of
dense culture);

— Evaluation of growth and optimization of cultivation conditions in the laboratory in order to

achieve maximum lipid productivity.

For Chlorella vulgaris (strain selected from the algae working group for beeing the fastest
growing one) three sets of tests were carried out in 1 L Erlenmeyer flasks (closed
fotobioreactores), under different nutritional conditions:

a) Addition of carbon (mixotrophic scheme);

b) Reduction of nitrogen concentration in the mixotrophic scheme;

c¢) Induction of stress (increased salinity) under mixotrophic conditions.

The experimental results were treated so as to meet the proposed objectives. The best
results of maximum lipid productivity were obtained for the culture tested in mixotrophic
conditions with 1.0 ggiucose/LeaM medium, 80% reduction in nitrogen source and with the addition
of 750% and 1000% NaCl, corresponding to a lipid production rate of 43.9 mgli,ss/L.day, 44.7
MQiipias/L.day, 42.3 mg;ipiss/L.day and 43.8 mgiiss/L.day, respectively. These results were over

twice the values obtained for autotrophic system, 18.3 mgiqs/L.day.

Thus it is considered that the conditions of the test under mixotrophy with addition of 1.0
Jglucose/LBBM medium IN cONjunction with 80% reduction of nitrogen content and the application of
salt stress conditions can substantially increase the production of lipids for the strain of

Chlorella vulgaris under study.

Assuming a photobioreactor with a total volume of culture equivalent to the volume of a pool
of 1 ha and 15 cm deep (V = 1,500 m®) we expect that a maximum lipid productiviy of 44.7
MQipias / L.day corresponds to a maximum yield of about 27,200 L / ha.year. This value is
about 23 and 34 times higher when compared to the productivity of oil from rape and

sunflower monocultures.

Keywords: Chlorella vulgaris, autotrophic cultivation, mixotrophic cultivation, reduction of

nitrogen content, salt stress.
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Nomenclatura

Abs. Absorvancia
[Bio. secal Concentracdo de biomassa seca (mg/L)
cm centimetros
C concentragao (ppm, mg/L)
E Energia (BTU — British Termal Unit; 1BTU =1055,05585 J)
ha hectares
I Intensidade luminosa (lux)
m massa (mg, g, kg)
m/m  relacdo massa de composto por massa total
Qa, Caudal de ar (v.v.m. — volume de ar por volume de cultura e por minuto)
t tempo (s)
T Temperatura (°C, K)
Viot velocidade de rotagao (rpm — rotagdes por minuto)
viv relagdo volume de composto por volume total
Volume (mL, L, m®)

Vv

A Comprimento de onda (nm)
p massa volumica (g/mL, kg/L)
M

velocidade de crescimento

Siglas
ACOI Algoteca de Coimbra
Auto Regime de crescimento autotréfico
BBM Bold Basal Medium
Ccv Chlorella vulgaris
Epp Eppendorf
GC  Cromatografia gasosa
Gluc. Glucose
Mix. Regime de crescimento mixotréfico
N Azoto
NaCl Cloreto de sddio
Reagentes p.a. reagentes pro-analise
SAG Goettingen University Culture Collection, Alemanha
UTEX Universidade do Texas

uv radiagao ultravioleta
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l. Introducéo

I.1. Biomassa aquética

I.1.1. Algas

As algas englobam as macroalgas e as microalgas. As macroalgas sdo organismos
fotossintéticos que vivem na agua ou em locais humidos, pertencem ao reino vegetal e sao
classificadas como taldfitas, isto &, por apresentar uma estrutura simples nao vascularizada

desprovida de raiz, caule, folhas, sementes e flores (Lee, 2008).

Consideram-se microalgas as algas que s6 podem ser observadas com a ajuda de uma lupa
ou microscoépio, por apresentarem dimensées muito reduzidas (existem algas com apenas
0,001 mm de didametro); sdo em regra organismos simples, constituidos por uma célula ou
um numero relativamente pequeno de ceélulas. No entanto, algumas espécies de agua doce
de maior tamanho, mais complexas e visiveis a olho nu, sdo muitas vezes abrangidas por

esta designacgao (Guimaraes et al., 2009).

Consideram-se macroalgas as algas de maior tamanho, em geral marinhas e por vezes com
dimensdes consideraveis (podem atingir 50 m de comprimento), cujo corpo chega a

apresentar um elevado grau de complexidade (Guimaraes et al., 2009).

As algas podem ter uma estrutura celular procariotica (ndo possuem nucleo organizado nem
plastos) ou eucaridtica (nucleo organizado e um ou varios plastos). O pigmento
fotossintético primario das algas € a clorofila—a mas outros pigmentos, tais como
carotendides (caroteno, fucoxantina e astaxantina) e ficobilinas (ficocianina e ficoeritrina),

podem estar presentes ou ndo conforme o Filo ou Divisdo ao qual pertengam (Lee, 2008).

[.1.2. Microalgas

Estima-se que o niumero de espécies de microalgas esteja compreendido entre 22000 e
26000 (Vonshak, 2002).

Estes microrganismos encontram-se em praticamente todos os bidtopos, pela sua
diversidade ecolégica e adaptabilidade fisiolégica, sobretudo em meios aquaticos (aguas
doces, salobras e salgadas), mas também podem habitar outros meios tais como a

superficie humida de rochas, nascentes quentes, o ar, neve e desertos (Lee, 2008).
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As microalgas podem ser classificadas em cinco Filos, que se distinguem fundamentalmente
pela coloragao e pela natureza das substancias de reserva que apresentam (Guimaraes et
al., 2009):

Filo Cyanophyta ou Cyanobacteria (algas azuis)

Apresentam tonalidades azuis-esverdeadas, avermelhadas ou arroxeadas. Trata-se de um
grupo muito particular porque as células possuem uma organizagao procariética, ou seja,
nao existe um nucleo organizado nem plastos e, os pigmentos ocorrem em lamelas
fotossintéticas na periferia do citoplasma. Por este motivo as células tém uma tonalidade

mais ou menos homogénea.

Filo Chlorophyta (algas verdes)

Apresentam plastos verdes e a principal substancia de reserva € o amido intraplastidial
(acumulado no interior dos plastos sob a forma de granulos dispersos ou reunidos a volta de
uma zona diferenciada do plasto — o pirenside). O amido é facilmente identificado por corar

de azul-escuro com o soluto de Lugol (solugao iodada).

Filo Euglenophyta

Os plastos séo verdes e a principal substancia de reserva é o paramilo extraplastidial, que
se acumula no citoplasma sob a forma de anéis, discos ou bastonetes. O paramilo é uma
substancia quimicamente semelhante ao amido, que cora de amarelo-claro com o soluto de

Lugol.

Filo Rhodophyta (algas vermelhas)

Os plastos sao, em regra, avermelhados ou arroxeados, mas podem apresentar uma
coloracao azulada ou verde-azeitona; a principal substancia de reserva é o amido florideo
que se distribui pelo citoplasma e cora de acastanhado com o soluto de Lugol. As algas

incluidas neste filo sdo predominantemente marinhas.

Filo Chromophyta (algas castanhas, douradas e amarelo-esverdeadas)

Apresentam plastos castanhos, dourados ou amarelados, sendo os lipidos as principais

substancias de reserva.

De seguida apresenta-se uma tabela resumo (tabela |.1) onde se faz referéncia aos
pigmentos fotossintéticos e alguns produtos de armazenamento dos Filos acima

denominados.
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Tabela 1.1 — Pigmentos fotossintéticos e alguns produtos de armazenamento nos Filos

Cyanophyta, Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta e Chromophyta

- Pigmentos Produtos de
Filos o
fotossintéticos armazenamento
_ S Amido; cianoficina
Cyanophyta Clorofila -a; Ficobilinas

(proteina)

Clorofila -a e -b;
Chlorophyta . Amido, celulose
Carotendides

Clorofila -a e -b;
Euglenophyta _ Amido, celulose
Carotendides

Clorofila -a e -d;
Rhodophyta Amido
Ficobilinas; Carotendides

Clorofila -a e -c; o
Chromophyta _ Laminarina; 6leo
Carotendides

A produgdo comercial de microalgas teve inicio na década de 60 com espécies do género
Chlorella e Spirulina, como suplementos dietéticos (Lavens e Sorgeloos, 1996). Nesta
mesma década, as pesquisas em biotecnologia de microalgas concentravam-se na
reciclagem de aguas residuais e na obtencdo de fontes alimentares (Beneman, 1990;

Lavens e Sorgeloos, 1996; Olaizola, 2003).

Actualmente, os principais géneros cultivados a nivel comercial sdo a Chlorella sp. e
Arthrospira sp., para adicao em alimentos naturais e obtencao de clorofilas e ficobilinas,
respectivamente, a Dunaliella salina para obtencdo de betacaroteno, a Haematococcus
pluvialis para obtencédo de astaxantina e a Crypthecodinium cohnii para a produ¢cdo de DHA
(&cido docosahexaendico — acido gordo do tipo émega-3) (Becker, 2004). Além destas,
cultivam-se outras espécies de microalgas dos géneros Dunaliella, Tetraselmis, Isochrisis e
Chlorella para a aquacultura, como fonte alimentar de dafnias, larvas de crustaceos,
moluscos e peixes (Abalde et al., 1987; Balboa et al., 1987; Herrero et al., 1987; Lavens e
Sorgeloos, 1996).

I.1.3. Microalgas — produtos e aplicagcdes

O rapido crescimento populacional, a limitagdo de terras araveis disponiveis para cultivo de

vegetais alimentares e a necessidade de tornar os processos de producédo de biomassa
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sustentaveis sdo factores que exercem uma for¢ga no sentido de produzir compostos com
alto teor protéico, a partir de culturas bioldgicas de rapido crescimento, nas quais se incluem

diversas espécies de microalgas, fungos e bactérias (Rehm e Reed, 1995).

No ambito das microalgas, o género Arthrospira constitui uma fonte proteica de boa
qualidade, pois contém todos os aminoacidos essenciais, embora quando comparada com
outras fontes, tais como carne, ovos ou leite, o teor percentual de metionina, cistina e lisina
é inferior. Mediante o tipo de cultura e a estirpe deste género, o teor proteico varia
usualmente entre 55-70% (m/m) da biomassa seca (Phang et al., 2000). No cultivo de
Spirulina sp. em sistemas do tipo raceway (sub-capitulo 1.5.3.) e na utilizagdo da mesma
area de producao, pode-se obter cerca de 20 vezes e 400 vezes mais conteudo proteico, do

que no cultivo de soja e na produgdo de carne bovina, respectivamente (Henrikson, 1989).

A producgao microalgal apresenta diversas vantagens, tais como a possibilidade de utilizagao
de fontes de carbono inorganico e/ou organico no processo de cultivo, de permitir obter
taxas de crescimento de biomassa de algumas espécies, como por exemplo, do género
Chlorella, superiores a monoculturas vegetais terrestres e a homogeneidade da composigcao
de biomassa algal apds colheita, pois os compostos encontram-se todos inclusos em cada
célula pela inexisténcia de diferentes partes estruturais como raiz, caule, folhas, sementes e

flores como nas plantas superiores (Richmond, 1990; Richmond, 2004).

A produtividade primaria de biomassa algal corresponde a aproximadamente 50% da total
produzida na Terra, isto &, de 111-1 17x10° ton/ano (Behrenfeld et al., 2001).

Na tabela |.2 podem-se observar diferentes teores proteicos e lipidicos de algumas espécies
de microalgas e de outros produtos alimentares. Becker (2004) refere que se pode atingir os
71% em teor proteico e 22% em lipidos (% m/m), em massa seca, nas microalgas Spirulina

maxima e Chlorella vulgaris, respectivamente.

Em geral, as microalgas apresentam concentragdes lipidicas atractivas relativamente a
outros produtos alimentares (tabela 1.2). Os lipidos algais podem servir de matéria-prima
para a producao de detergentes, borracha, gorduras/éleos, tecidos, aditivos alimentares,
cosméticos e medicamentos. A utilizagao de lipidos algais podera reduzir o uso de derivados
do petréleo como fonte de energia e de gorduras animal e vegetal para o consumo humano
(Tokusoglu e Unal, 2003; Demirbas, 2009).
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Tabela 1.2 — Comparagao entre a composi¢cao de alimentos convencionais e a de diferentes

biomassas de microalgas (% massa seca) (Adaptado de: Becker, 2004)

Carne 43 34
Leite 26 28
Arroz 8 2
Soja 37 20
Chlorella vulgaris 51-58 14-22
Anabaena cylindrica 43-56 4-7
Chlamydomonas rheinhardii 48 21
Dunaliella salina 57 6
Porphyridium cruentum 28-39 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 12-14
Spirulina maxima 60-71 6-7
Synechococcus sp. 63 11

Na figura |.1 representa-se esquematicamente a relacdo entre as areas de -cultivo
necessario para a producao da mesma quantidade de lipidos em culturas de oleaginosas

convencionais e em culturas de microalgas.

Figura .1 - Oleaginosas vs Microalgas. Area de terreno cultivado com Colza e com

Microalgas para obtengdo da mesma quantidade de dleo.

Aproximadamente 75% da produgédo anual de biomassa microalgal tem sido usada como
matéria-prima na produgdo de suplementos alimentares, os quais sao comercializados

principalmente sob a forma de po, tabletes e capsulas (Belay, 1993; Becker, 2004).

Produgéo de biomassa aquatica como fonte de lipidos para biocombustiveis 5



Engenharia do Porto

-
Ils-lre n Instituto Superior de Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecgdo Ambiental
| |

De seguida apresenta-se na figura 1.2 um resumo com alguns dos compostos de valor

acrescentado que podem ser extraidos de microalgas e respectivas aplicagées.

Microalgas

Pigmentos

Clorofilas

Carotenoides

Ficobilinas

Produtos

Farmacéuticos /
Cosmética

Oleos para
Biodiesel

Produtos
Alimentares

Acidos gordos
(€16 —C20)

Proteinas Antioxidantes

Hidratos de

carbono
Redutores de

Vitaminas / Sais colesterol

minerais

Acidos gordos Inibidores de
polinsaturados apetite

Figura 1.2 — Compostos extraidos a partir de microalgas.
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[.2.  Avaliagdo do Crescimento Microalgal

O crescimento é definido como um aumento da matéria viva, usualmente o numero de
células para microrganismos unicelulares ou a biomassa total para organismos multicelulares
(Tomaselli, 2004). Em cultivos de microalgas, e de outros microrganismos, podem ser
aplicados determinados parametros de crescimento (uso de férmulas) e representacbes

graficas para ilustrar o desenvolvimento das culturas (Vonshak, 1990).

[.2.1. Curvade crescimento

Um dos métodos utilizados para a avaliagdo do crescimento de culturas de microalgas € a
curva de crescimento. Esta pode ser expressa como sendo a relagdo entre o incremento da
biomassa ou aumento do ndmero de individuos em fungdo do tempo. Numa cultura em
reactor fechado e em cultivo descontinuo, a curva de crescimento apresenta cinco fases

distintas (a terceira ndo esta representada na figura) (Figura 1.3).

o fase estacionaria
. ® 8" g

W b - L
=
= 1 L]
= .
= 1 . -
= fase exponencial fase de declinio
p” o
=
=] - -
T
L ]
g o
H] i -
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[ ]
o4 _'_._H T ™ T ™ T T T ™ T T ™ T T T ™ T T 1
]
tempo

Figura |.3 - Curva de crescimento de uma cultura microalgal em reactor fechado.

1 - Fase de Inducéo ou Fase Lag: ocorre logo apds a repicagem, nao existe um incremento
na populagdo devido a adaptacédo das células algais as novas condi¢cdes de cultivo. Nesta

fase pode ocorrer uma reducéo na densidade celular;

2 - Fase Exponencial ou Fase Log: nesta fase de crescimento a biomassa duplica-se
sucessivamente em intervalos regulares de tempo, ou seja, a cultura apresenta uma elevada

e constante (exponencial) velocidade (taxa) de crescimento;
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3 - Fase de Diminuicdo do Crescimento Relativo ou Desaceleragdo: o tempo requerido
para a duplicacdo celular aumenta, reduzindo assim a taxa de crescimento. Isto deve-se a
diminuicdo da quantidade de nutrientes disponiveis no meio (os quais foram assimilados
pelas microalgas na fase anterior) e, principalmente, a redugédo da actividade fotossintética
devido ao incremento da densidade microalgal e consequente sombreamento entre os
organismos, pelo que a quantidade de energia luminosa por célula microalgal torna-se inferior

a disponivel na fase exponencial;

4 - Fase Estacionaria: nesta fase ndo ha incremento liquido da populagdo (a densidade
celular permanece constante), a taxa de crescimento é compensada pela taxa de

mortalidade;

5 - Fase de Morte da Cultura: O declinio no numero de individuos por unidade de volume
resulta da falta de nutrientes, da reduzida quantidade de energia luminosa por célula
microalgal e da ocorréncia de um nivel toxico de metabolitos no meio, factores que, em

conjunto, impossibilitam o crescimento de biomassa algal.

Na auséncia de um modelo especifico para representar o crescimento das microalgas em
culturas descontinuas, o0 modelo logaritmico de analise de regressao (referido de seguida em
“Parédmetros de Crescimento”) pode ser aplicado (Guillard, 1972). No entanto, este modelo
de regressdo somente pode ser utilizado como ajuste para representar a curva de

crescimento microalgal até se verificar a entrada na fase de desaceleragao.

[.2.2. Parametros de Crescimento

O crescimento de uma populagao microalgal pode ser estimado por recurso a determinados
parametros, de entre os quais se pode destacar a densidade celular maxima obtida, o
tempo de cultivo e a velocidade (ou taxa) de crescimento. A densidade maxima obtida
refere-se ao maior valor obtido, expresso em numero de células por unidade de volume, e o
tempo de cultivo é o periodo decorrido entre o inicio da cultura (in6culo) e 0 momento no qual
a cultura alcangou a densidade celular maxima. A velocidade de crescimento (i) pode ser

calculada com base na equagéao (Guillard, 1972):

# =
b - L (1.2.1)
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Ni, N; — densidade celular inicial e final, respectivamente
t, tr— tempo de cultivo inicial e final, respectivamente

O numero de duplicacbes celulares da populacdo por dia obtém-se através da equacao
seguinte (Stein, 1973):

Duplicacdes

U
4ia ="/p,5931 (1.2.2)

em que 0,6931 corresponde a In 2.
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[.3. Classificagdo e morfologia da Chlorella vulgaris

A espécie Chlorella vulgaris € uma microalga do Reino Protista e Filo Chlorophyta (algas
verdes). As microalgas que pertencem ao Filo acima denominado tém como pigmentos
fotossintéticos predominantes a clorofila -a e -b, os quais estdo localizados em plastos
(Vonshak, 2002). Esta espécie habita em meios de agua doce e € uma microalga imovel
(sem flagelos), unicelular (ndo colonial), sem constricdo mediana (sinus) e de forma celular
esférica, de 2-10 ym de didmetro (Guimaraes et al., 2009). O processo reprodutivo deste
geénero consiste no crescimento, maturagao e divisdo. No processo de divisdo, a célula mae
reproduz-se assexuadamente pela formacéo de quatro, oito ou raramente 16 auto-esporos.
A figura 1.4 representa duas imagens obtidas por microscépio éptico que mostram a estirpe
de Chlorella vulgaris estudada, em ampliagdes de 400x (imagem da esquerda) e 1000x

(imagem da direita), respectivamente.

Figura 1.4 — Imagens de microscopio optico (ampliagao 400x e 1000x, respectivamente) da

estirpe de Chlorella vulgaris.

O nome Chlorella deriva do nome grego chloros (verde) e do sufixo diminutivo latino ella

(pequeno).

A primeira cultura pura de Chlorella vulgaris foi produzida em 1890 pelo microbiologista
M.W. Beijerink. Em 1931, Otto Heinrich Warburg recebeu o Prémio Nobel em Fisiologia e
Medicina pelo estudo da fotossintese do género Chlorella. Durante a década de 40, na
Venezuela, Jorgensen e Convit utilizaram sopa de concentrado de Chlorella em cerca de 80

pacientes numa instituicdo de tratamento contra a lepra, e os resultados clinicos obtidos

Produgéo de biomassa aquatica como fonte de lipidos para biocombustiveis 11



-
I S e [] nstituto Superior de Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecgdo Ambiental
Engenharia do Porto
| |

com a utilizagdo de Chlorella como suplemento alimentar/farmacolégico foram promissores
(Bewicke, 1984).

Também na década de 40, técnicas de cultivo em continuo do género Chlorella tiveram
inicio na Alemanha. No inicio da década de 50, estudos relativos a sistemas piloto de cultivo
algal no Carnegie Institution em Washington, DC, mostraram que o conteldo lipidico e
proteico de células de Chlorella sp. podia ser modificado ao fazer-se variar as condigoes
ambientais de cultivo. Em 1957, Hiroshi Tamiya e os seus colaboradores do Tokugawa
Institute of Biology, Tokyo, associados ao Carnegie Institution, desenvolveram um projecto
de produgdo em massa de Chlorella. O Japéao foi o primeiro pais produtor e a comercializar
biomassa de Chlorella sp. como suplemento alimentar com o nome de “Chlorella growth
factor” (Vonshak, 2002).

A Chlorella vulgaris é considerada um suplemento alimentar completo devido ao seu
elevado teor em proteinas (contém todos os oito aminoacidos essenciais), minerais,
polissacarideos (galactose, xilose, ramnose e arabinose), fibras, vitaminas (rica no complexo

B, em particular na vitamina B-12) e clorofila (Bewicke, 1984).
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1.4. Meios de cultura, fontes nutricionais e de stress

I.4.1. Fontes nutricionais (carbono, azoto e fosforo)

Existem diversos meios de cultura apropriados a preservacao e producao de culturas de
microalgas. Regra geral, nas algotecas ou em locais de exploragéo de cultivos massivos de
microalgas de agua doce os macronutrientes fundamentais sdo o carbono, azoto, fosforo e
potassio. Para manutencao e estudo de culturas de microalgas a escala laboratorial utilizam-
se normalmente sais de pureza pro-analise; ja em cultivos de grande escala os meios podem
ser preparados a partir de fontes residuais e/ou comerciais, cuja composigao nutricional seja
conhecida, para que o meio final seja adequado a espécie a produzir. No caso de meios
salinos, que simulem uma agua salgada ou salobra, as principais diferencas relativamente
aos meios de agua doce sdo o aumento da concentracdo de cloreto de sodio e da de

magnesio no meio.

Nos sistemas de cultivo de microalgas, o carbono & considerado o macronutriente mais
importante, uma vez que constitui cerca de 50% da biomassa microalgal (Abalde et al., 1995;
Mirén et al., 2003; Grobbelaar, 2004).

Parte do carbono existente nos meios aquaticos encontra-se numa forma oxidada
(inorganica) e combinada com oxigénio molecular, sob as formas de dioxido de carbono
(CO,), hidrogenocarbonato (HCO3') ou carbonato (CO5?) (Falkowski e Raven, 1990).

O carbono inorganico é fundamental no processo de fotossintese / autotrofia e a sua
concentragdo no meio esta directamente relacionada com o pH. Para valores de pH
inferiores a 5,0, apenas o CO, é consumido; entre 7 e 9 o hidrogenocarbonato passa a ser
também utilizado como fonte de carbono no processo fotossintético; acima de 9,5 o

consumo de carbonato passa a ser predominante (Esteves, 1988).

As microalgas podem crescer em regime autotréfico, utilizando luz e diéxido de carbono;
podem ser cultivadas em regime heterotréfico, usando compostos organicos como fonte de
energia e fonte de carbono, ou ainda em regime de cultivo mixotréfico (Barclay et al., 1994).
Neste ultimo tipo de crescimento utiliza-se simultaneamente a fonte luminosa e o substrato
organico como fonte de energia, além de CO, e substrato organico como fontes de carbono
(Chojnacka e Marquez-Rocha, 2004).

O azoto é essencial para o metabolismo das microalgas na medida em que contribui para a
formacao de proteinas. A reducido na quantidade de azoto no meio de cultura leva a que

sejam sintetizados preferencialmente lipidos e hidratos de carbono (Rigano et al., 1998).
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Quando o azoto a fornecer as culturas algais se encontra sob a forma de nitrato, € reduzido
a nitrito pelas microalgas através da enzima nitrato-redutase e posteriormente este ultimo &
reduzido pela nitrito-redutase a amoénia (forma molecular de azoto utilizada pelas algas no

metabolismo) (Cornet et al., 1998).

O fésforo € também considerado um macronutriente e a quantidade existente no meio de
cultura pode limitar o crescimento de algumas espécies de microalgas. Em culturas de
Chlorella sp., com 0,25 mg.L'1 de fosfato, o valor de teor proteico obtido foi de 15,7%; com o
aumento da concentragdo de fosfato para 0,50 mg.L™, o teor proteico obtido foi de 37%;
deste modo a massa, de K;HPO, ou KH,PO,4, usada na preparacdo do meio de cultura

influencia a concentracao de proteina final da biomassa algal (Mahasneh, 1997).

A salinidade podera ser utilizada como fonte de stress e de prevengado de contaminacao
numa cultura microalgal e como exemplo de stress tem-se o caso de um estudo realizado
para uma microalga Dunaliella sp. em que ensaios com uma concentragdo de 0,5 M ou de
1,0 M de NaCl nos meios resultaram em teores lipidicos de 60% e 67% (m/m) relativamente
ao valor de biomassa seca, respectivamente. Além destes resultados, a adigdo de 1,0 M de
NaCl, ao meio com 1,0 M inicial, na fase exponencial de crescimento aumentou o teor

lipidico para 70% do valor de biomassa seca (Takagi et al., 2006).
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|.5. Processos de cultivo

[.5.1. Par@metros quimicos e fisicos de cultivo

A composicado bioquimica da biomassa das microalgas ndo é determinada somente pela
natureza de cada espécie algal, e depende de factores como, intensidade de luz,
temperatura, pH, nutrientes e agitacdo (Miao e Wu, 2004). O pH do meio também é
importante no processo de cultivo e varia de aproximadamente 7 a 9 para a maioria das

espécies de microalgas (Raven, 1990).

A luz é fundamental para o crescimento microalgal em regime autotréfico, pois actua como a
principal fonte de energia no processo de producdo de biomassa. O excesso de luz pode
provocar foto-oxidagao ou morte foto-oxidativa devido a formacgao de perdxido de hidrogénio

(substancia toxica para as microalgas) na presenca de oxigénio.

A temperatura pode influenciar o crescimento celular e a composicdo quimica das
microalgas, como por exemplo, no género Chlorella, quando a temperatura de cultivo
aumenta de 25 °C para 35 °C, o teor em proteina e em hidratos de carbono diminui e

aumenta, respectivamente (Ogbonna e Tanaka, 1996).

A agitacdo de culturas, em meio liquido, mantém as células em suspensdo e evita
parcialmente a deposicdo de células no fundo do fotobioreactor, favorece a
homogeneizacado de disponibilidade de luz a todas as células em suspensao e promove a
eliminagdo de excesso de oxigénio dissolvido no meio, o que diminui o risco de ocorrer

morte celular por foto-oxidagao (Becker e Venkatarman, 1984, Richmond et al., 1993).

I.5.2. Processos de cultivo de microalgas

Os reactores biolégicos podem operar em modo descontinuo, semicontinuo ou continuo.

Num processo descontinuo (em reactor fechado) de cultivo de microalgas verificam-se as
seguintes fases:
1°) Preparacdo do meio de cultura, de modo que este seja adequado a nutricdo e
desenvolvimento da estirpe, bem como a obtenc¢ao do produto desejado;
2°) Inoculagao de um fotobioreactor com o meio preparado e com o inéculo, o qual devera
advir de uma cultura microalgal densa; crescimento da cultura até a fase estacionaria

ou até a fase requerida para extracgao do composto pretendido;
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3°) Quando a cultura atingir a fase requerida procede-se a colheita total e a obtengao

do(s) produto(s).

Este tipo de processo € o mais indicado quando existem dificuldades de manutengédo de
condi¢des de assepsia, permite grande flexibilidade de operacdo e um controlo mais restrito

da estabilidade genética da estirpe de microalga (Borowitzka, 1997).

Neste processo podera ser efectuada a adigao periddica de meio nutricional, isto €, um ou
mais nutrientes sao adicionados ao fotobioreactor durante o periodo de cultura até a colheita.
Neste tipo de operacédo pode ou ndo ocorrer alteragdo do volume de cultura, a qual depende

da concentragéo do substrato e da taxa de evaporagéo do sistema (Lee e Shen, 2004).

No processo semicontinuo as fases de operagao seguem a mesma ordem que NO Processo
descontinuo, com a diferenca de que, o acto de colheita ndo corresponde a colheita total da
cultura algal, e o volume de cultura que fica no fotobioreactor serve de inoculo ao cultivo
sequente. A fracgdo de corte da cultura corresponde ao valor percentual do volume retirado
do reactor. No final da colheita é introduzido no reactor um volume aproximadamente igual a
fraccdo de corte utilizada. Deste modo, reinicia-se a sequéncia de operacbes até

eventualmente existir uma quebra na produtividade do sistema.

O processo continuo é realizado pela introdugdo continua de meio de cultura no
fotobioreactor. Este caudal de entrada devera ser equivalente ao caudal de saida, o qual
corresponde ao caudal para colheita de biomassa algal, de modo a manter-se o volume de
cultivo constante. Neste tipo de processo o objectivo é que o sistema atinja uma condicao de
estado estacionario, isto é, que a densidade da cultura se mantenha aproximadamente
constante (Fogg, 1975; Lee e Shen, 2004).

[.5.3. Fotobioreactores vs sistemas de cultivo a céu aberto

Os sistemas de producao de microalgas podem-se dividir em dois grandes grupos: sistemas

a céu aberto e sistemas fechados denominados de fotobioreactores.

Os sistemas a céu aberto sdo usualmente do tipo raceway pond (lagoas abertas tipo pista
de corrida), com pequena profundidade para assegurar a adequada incidéncia da luz solar

(Fig. 1.5). Estes sistemas podem ser de plastico, betao, fibra de vidro ou alvenaria. Durante o
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Inverno, os tanques devem ser cobertos para evitar variagdes de temperatura e impedir que
a camada superficial do meio de cultura congele durante a noite. Em regides temperadas e
subtropicais a cobertura também reduz as perdas do meio por evaporagao e diminui a
contaminagdo da biomassa colhida por insectos. A desvantagem dos cultivos cobertos
reside na diminuigdo da penetracido da luz no sistema de cultivo, tanto pela existéncia da

cobertura, como pela condensagao de agua na superficie interna (Becker, 1981).

No cultivo de microalgas a céu aberto existe o risco de contaminacéo por parte de outros
organismos; no entanto a contaminagao pode ser controlada pela variagdo da concentracao

salina, aumento do pH e variacao da temperatura (Vonshak, 2002).

Centrifugas e sistema
de circulagdo Estocagem de
microalgas

Piscinas de colheita
de microalgas

Piscihas de crescimento
de microalgas

Parque de piscinasllageas abertas
para crescimento de microalgas

Figura 1.5 — Sistemas de produgao de microalgas a céu aberto do tipo raceway pond

(www.was.org/Meetings/AbstractData.asp?Abstractld=10854).

Os fotobioreactores podem ter diversas concepgdes estruturais. Sdo usualmente
construidos com tubos/superficies de plastico transparente, vidro ou policarbonato. A

estrutura pode ser do tipo tubular (Fig. 1.6), em coluna (forma cilindrica) ou em painéis.

Nos fotobioreactores é possivel controlar paradmetros de cultivo como a temperatura,
iluminacdo e pH. Estes tipos de sistemas viabilizam o controlo de intervalos éptimos dos
paradmetros descritos o que pode levar a um acréscimo de produtividade de biomassa algal,

relativamente aos sistemas a céu aberto.
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Figura I.6 — Sistemas de producao de microalgas em fotobioreactores tubulares
(http://brae.calpoly.edu/CEAE/biofuels.html).

Na tabela .3 resumem-se as vantagens e desvantagens destes dois tipos de sistemas de

cultivo.

Tabela I.3 — Vantagens/desvantagens dos sistemas de cultivo (adaptado de: Pulz, 2001)

Parametros

Risco de contamina¢ao

Areade implementacio

Custo de implementagdo

Perdas por evaporacao
Possibilidade de injeccao de (02
Qualidade da hiomassa

Variabilidade de espécies a
cultivar

Flexibiliclacle na produgao
Parametros de cultivo

Dependéncia de factores
climaticos

Periodo parainiciar a producao
apos o inicio eu
interrupgoesiex. limpeza}

Concentragao de hiomassa

Eficiéncia da colheita

Sistemas a céu aberto

Bastante Elevado
Elevada

Idenor

Bastante elevada
Naoé possivel
Maoé controlavel
Muito haixa

Praticamente impossivel de
alterar a espécie a produzir

Dependente das condi¢ies
exteriores

Total

Pelomenos de seis a aito
semanas

De0,1a0,2g/l
Iais demoradae maior custo

Fotobioreactores

Baixo

Baixa

Maior

Baixa

Possivel
Controlavel
Praticamente todas

Possibiliclacle de alterar a espécie
acultivar

Possivel controlar

Com pouco significado

Até 2 semanas

De2 agg/l
lenos denmrafla e nmenor custo
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I.6. Métodos de colheita de microalgas e de extraccao de 6leo

Para a produgdo de alimentos, bem como, para a extracgdo de produtos de valor
acrescentado, € necessario separar a biomassa algal do meio de cultivo. O processo de
colheita (Fig. 1.7) envolve uma ou mais etapas de separagao solido-liquido, como por
exemplo, floculagéo, centrifugacéo e filtragdo. Apds a colheita e no caso do processo

produtivo sequente estar padronizado para utilizar a biomassa seca, entdo sera necessario

secar (ex. secagem ao sol) ou desidratar a biomassa (ex. liofilizacado) (Grima et al., 2003).

) b i ¢ =4 _.
Figura 1.7 — Colheita de microalgas (a) http://microalgas-producao.blogspot.com;

b) www.cyanotech.com).

Para a extracgdo dos compostos, as paredes das células das microalgas sao “rompidas” por

meio de métodos fisicos (ex. prensagem), ultra-sons, choque osmético, solventes e enzimas.

Os métodos utilizados para extrair 6leo das sementes oleaginosas, podem também ser
aplicados para a extrac¢ao de 6leo das microalgas (Folch et al., 1957; Bligh e Dyer, 1959;
Grima et al., 2003; Demirbas, 2009):

Prensagem: Processo fisico no qual a extracgao é realizada comprimindo-se as microalgas
confinadas num determinado volume, por meio da aplicagdo de uma pressdo mecanica
adequada. A quantidade de 6leo extraido podera ser de 70 a 75% do total presente na
biomassa. Podera ser utilizada uma combinagdo de pressdo mecanica e de solventes

quimicos para extracgao do dleo.

Extrac¢cdo por solventes: O dleo das microalgas pode ser extraido usando produtos

quimicos simples ou conjugados entre si, tais como:
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e etanol, metanol, hexano, n-hexano, cloroférmio
e 2:1 cloroférmio:metanol; 2:2:1,8 cloroférmio:metanol:agua; 7:3 metanol:agua (misturas

Viv)

A extraccdo com hexano pode ser usada isoladamente ou em conjunto com o método da
prensagem de Oleo. Apds a extracgdo, o 6leo e a polpa remanescente sdo separados por
destilagdo. Os processos de prensagem combinada com extracgdo com solvente permitem

extrair mais de 95% do dleo total contido nas microalgas.

Extrac¢cdo com CO, supercritico: Este método permite extrair quase 100% de todo o dleo.
Neste processo extractivo, o CO, é liquefeito sob pressdo e aquecido ao seu ponto
supercritico, em que tem as propriedades tanto de liquido como de gas. Este fluido liquido

actua entdo como um poderoso solvente para extracgao do dleo.

Extraccdo Enzimética: com o auxilio da agua (no papel de solvente), este método utiliza
enzimas para degradar a parede celular das microalgas, o que facilita a migracado do éleo

contido na mesma para 0 meio aquoso.

Choque Osmoético: trata-se de uma reducgao repentina na pressdo osmatica, que permite
causar a ruptura das paredes das células das microalgas em solugdo. O choque osmético é

usado para libertar componentes celulares, tais como o dleo e as proteinas.

Extraccdo por Ultrasons: a aplicagdo de ultrasons facilita o processo de extracgdo. No
banho de ultrasons as ondas sdo usadas para criar bolhas de cavitagdo no conjunto
microalgas - solvente. Quando essas bolhas rebentam perto das paredes da célula, criam
ondas de choque e jactos liquidos que causam a ruptura da parede celular e a libertagdo do

6leo no solvente.
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1.7. Biodiesel

Nos ultimos anos o biodiesel tem recebido uma atengdo consideravel como substituto do
diesel fossil, por diversos factores, de entre os quais se destacam a sua biodegradabilidade,
o facto de ser um combustivel ndo toxico e renovavel, e de a sua combustdo nao emitir
compostos de enxofre para a atmosfera, ndo contribuindo deste modo para a ocorréncia de
chuvas acidas e, no caso dos paises que nao detém reservas de petréleo, por permitir a
diminuicdo da dependéncia energética do exterior. A sua produgéo e utilizagdo apoiam um
sistema energético sustentavel e contribuem para alcangar metas como a assumida no
Protocolo de Quioto por diversos paises Europeus, de reduzir as emissbes de Gases com
Efeito de Estufa (GEE) em 8% relativamente a 1990, durante o periodo de 2008 a 2012.

A producdo de biodiesel a partir de matérias oleaginosas convencionais tem sido alvo de
criticas ja que, efectivamente ndo é razoavel desviar culturas do seu destino alimentar
habitual ou usar solo fértil para a produgao de matérias-primas, com substituicio de culturas
alimentares por outras bioenergéticas para a industria dos biocombustiveis, quando ha
escassez de alimentos, o que ainda tem o efeito perverso de induzir uma escalada no preco

dos bens alimentares.

As microalgas podem ser produzidas em solos considerados impréprios (ndo fertéis) para o
cultivo de oleaginosas ou cereais alimentares. Por outro lado, o teor de 6leo em algumas
espécies de algas €& muito elevado, pelo que a quantidade de biomassa e,
consequentemente, de dleo produzido por unidade de superficie € muito superior aquela

que se conseguiria obter em materiais oleaginosos convencionais.

A produtividade em 6leo de algumas espécies de algas pode ser incrementada mediante o
seu cultivo em condicbes optimizadas. Por outro lado, podem existir localmente
espécies/estirpes de microalgas mais adaptadas e que potenciem a producio de 6leos com

caracteristicas adequadas a producao de biocombustivel.

Na tabela .4 o volume de 6leo extraido por hectare e ano relativo a cultura de Microalgas*
foi estimado, com base na produtividade num sistema de cultivo fechado na Alemanha,
perto de Wolfsburg, de uma espécie do género Chlorella, de 130 toneladas de biomassa
seca por hectare e ano (Pulz, 2001). Foi também considerado um teor em 6leo na biomassa

algal seca de 30%.
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Tabela 1.4 — Oleo extraido de diferentes matérias oleaginosas convencionais e microalgas

(Pulz, 2001)
Cultura Oleo extraido Hectares para produgéo
(L/hectare.ano) de 1.000.000 litros de éleo
Soja 446 2.242
Colza 1.190 840
Girassol 810 1.235
Microalgas* 35.100 28

Pelo acima exposto, pode-se dizer que actualmente ainda nao existe um género de
microalgas, espécie ou estirpe definida como a preferencial para produgédo de éleo para
biodiesel. Um ponto comum nos estudos correntes € a necessidade de baixar os custos de
producdo de uma determinada estirpe e tornar viavel a sua producdo em massa, tendo em
conta as caracteristicas ecofisiolégicas da espécie requeridas. Uma forma de baixar os
custos de producido sera utilizar meios residuais como fonte de nutrientes no cultivo

microalgal.

[.7.1. Consideragdes genéricas sobre os 6leos para producéo de biodiesel

A avaliacdo qualitativa de 6leos extraidos de microalgas e de outros produtos vegetais &
importante, no sentido em que as percentagens de acidos gordos relativas aos lipidos totais,
da matéria-prima (6leo) antes de ser sujeita ao processo de transesterificagao (sub-capitulo
1.7.2), poderao tornar o combustivel biodiesel aceitavel ou ndo, segundo a Norma Europeia
EN 14214.

Acidos gordos e ésteres metilicos de acidos gordos com quatro ou mais duplas ligagdes
entre carbonos da cadeia principal sdo susceptiveis de oxidacido e este facto reduz a sua
aceitabilidade na produgdo ou quando presentes no biodiesel. Os &acidos gordos
polinsaturados com duas ou trés ligagées duplas entre carbonos sdo mais estaveis a
oxidagao que os anteriores (quatro ou mais ligagdes duplas). O teor de ésteres metilicos dos
acidos gordos polinsaturados € limitado na Norma Europeia EN 14214, e como exemplo
tem-se que, o limite superior de éster metilico do acido linolénico (acido linolénico — C18:3 n-
3) é de 12% (mol) e o limite superior de ésteres metilicos com quatro ou mais ligacées

duplas é de 1% (mol).
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No entanto, os ésteres metilicos de acidos gordos polinsaturados apresentam um ponto de
congelamento inferior aos monoinsaturados ou saturados. Este factor é indicativo da
necessidade de equilibrio no teor de ésteres metilicos presentes no biodiesel. Em geral, os
Oleos algais sao constituidos por mais acidos gordos polinsaturados que o éleo provenientes
de oleaginosas convencionais; o biodiesel produzido a partir dos éleos algais tera melhores

propriedades em climas frios (Demirbas, 2009).

No estudo efectuado por Tokusoglu e Unal (2003), o teor lipidico (% peso seco) das
espécies Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris e Isochrisis galbana foi de

aproximadamente 8,03%, 13,32% e 17,16%, respectivamente.

De seguida apresentam-se (tabela 1.5) as composi¢des percentuais de alguns tipos de
acidos gordos presentes em trés espécies de microalgas: a Arthrospira platensis, a Chlorella

vulgaris e a Isochrisis galbana.

Tabela 1.5 — Composicao (% massica) de acidos gordos, com cadeias de 16 a 20 atomos de
carbono, de trés espécies de microalgas, relativamente aos lipidos totais (Adaptado de:
Tokusoglu e Unal, 2003)

Acido gordo (%) Arthrospira platensis Chlorella vulgaris Isochrisis galbana

C16:0 27,19 15,41 28,37
C16:1 n-7 1,92 1,17 6,57

C18:0 6,66 6,24 5,82
C18:1 n-9 35,74 33,14 19,73
C18:1n-7 1,33 1,13 2,40
C18:2n-6 11,25 9,73 1,14
C18:3n-6 5,52 <0,10 0,54
C18:3n-3 0,71 1,93 0,46
C18:4 n-3 0,81 <0,10 0,48

C20:0 - 0,19 0,74
C20:4 n-6 0,41 <0,10 1,07
C20:5n-3 2,91 3,23 1,93
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Como se pode verificar na tabela 1.5, as trés espécies de microalgas sao particularmente
ricas nos acidos gordos C16:0 e C18:1 n-9, e a Arthrospira platensis e a Chlorella vulgaris

diferenciam-se essencialmente da Isochrisis galbana pelo teor em C18:2 n-6 e C16:1 n-7.

I.7.2. Transesterificacéo

O biodiesel é produzido industrialmente por transesterificagdo de 6leos com um alcool de
cadeia curta (geralmente o metanol). Os éleos e gorduras usados na producao do biodiesel
tém diversas origens: 6leos vegetais virgens, oleos residuais da industria alimentar ou do
pequeno proprietario de uma cadeia de restauracdo, gorduras produzidas nos lagares de
azeite e o agricultor produtor de oleaginosas. Esta origem é muito distribuida (o que
encarece a recolha dos oOleos/gorduras) e de dificil acesso as grandes unidades de

producao de biodiesel.

No processo de transesterificagdo juntam-se os 6leos a um alcool (metanol, etanol,
propanol, butanol) e catalisadores (que podem ser acidos, bases ou enzimaticos) para
acelerar a reacgao e obtém-se uma mistura de ésteres de acido gordo (biodiesel) e glicerina
como subproduto, sendo esta removida por decantacdo. A glicerina formada possui alto
valor agregado, e pode ser usada como matéria-prima nas industrias farmacéutica,

cosmeética e de explosivos.

Na figura 1.8 & apresentado um exemplo de uma reacg¢ao de transesterificagdo em que os
triglicerideos (provenientes de 6leo microalgal) reagem com metanol, na presenga de um

catalisador, produzindo glicerol (subproduto) e o éster metilico de acido gordo (biodiesel).

OCOR OH
OCOR + 3 H;C—OH — = OH + 3 RCOO—CH;
OCOR OH

Figura 1.8 — Reaccéo de transesterificagao.
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O biodiesel substitui total ou parcialmente o diesel de petrdleo (gaséleo) em motores ciclo
diesel de veiculos automédveis ou equipamentos electromecéanicos (ex. geradores de
electricidade e calor). Pode ser usado puro ou misturado com diesel em diversas

proporc¢oes.

O nome biodiesel muitas vezes é confundido com a mistura “diesel+biodiesel”, disponivel
em alguns postos de combustivel. A designagdo correcta para a mistura vendida nestes
postos deve ser precedida pela letra B (do inglés Blend). Neste caso, a mistura de 2% de
biodiesel ao diesel de petréleo é chamada de B2 e assim sucessivamente, até o biodiesel

puro, denominado B100.

I.7.3. Legislacao vigente

A Estratégia Nacional de Desenvolvimento Sustentavel (ENDS) até 2015, segundo
Resolugado do Conselho de Ministros n°109/2007, Diario da Republica, 12 Série n°159 de 20
de Agosto de 2007, tem como metas globais transversais colocar Portugal em 2015 num
patamar de desenvolvimento econdmico mais préximo da Unido Europeia (UE), entre os
primeiros 20 paises do indice de desenvolvimento humano do Programa das Nacdes Unidas
para o Desenvolvimento (PNUD) e com um défice ecoldgico global inferior ao actual de 25.
No plano de implementacdo da ENDS 2015 inclui-se como um dos instrumentos chaves o
Programa Nacional para Alteragdes Climaticas (PNAC), segundo Resolugédo do Conselho de
Ministros n°104/2006, que tem como objectivo especifico de controlar e reduzir as emissdes
de GEE, de modo a respeitar os compromissos de Portugal no admbito do protocolo de
Quioto e do Acordo de Partilha da UE, bem como antecipar os impactes das alteragdes

climaticas e propor as medidas e adapta¢des que visam reduzir os seus impactes negativos.

Algumas microalgas, pela sua elevada produtividade de biomassa relativamente a plantas
superiores de rapido crescimento, fazem parte do grupo de culturas bioenergéticas e por
este motivo poderao no futuro representar um papel importante na mitigagdo de CO,, como
também na biofixacdo de carbono e de outros elementos (ex. azoto e fésforo) de fontes

residuais organicas.

Com a publicagdo do DL n°® 62/2006, foi transposta para a legislacdo nacional a Directiva
2003/30/CE. O referido DL “visa a colocagcao no mercado de biocombustiveis e de outros

combustiveis renovaveis, em substituicdo dos combustiveis fosseis”. De acordo com o DL n°
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66/2006, as metas estabelecidas para a incorporacdo minima de biocombustivel no
mercado séo de 2% para o ano de 2006, 3% para o ano de 2007 e 5,75% (em média anual)
para o periodo de 2008 a 2010. A Resolu¢cdo do Conselho de Ministros n.° 21/2008 de 7 de
Janeiro ajustou estas metas para 1,75% em 2009, 4,25% em 2010, 6,5% em 2011 e 10%

em 2012. A necessidade de produzir biodiesel € evidente nas metas estabelecidas.

Em Portugal, esta legislacédo ja era ha muito aguardada por alguns potenciais produtores,
particularmente devido a expectativa pela possibilidade de isencdo de Imposto sobre
Produtos Petroliferos (ISP). No entanto essa isencdo s6 é aplicavel para pequenas
quantidades o que torna a producao de biodiesel para auto-consumo e com aproveitamento

de gorduras vegetais aparentemente menos nobres, mais apetecivel.

Face a todas estas consideragdes, o estudo da produgao de biomassa algal como fonte de
Oleo para biocombustiveis reveste-se de particular importancia, uma vez que a produgao de
microalgas permite satisfazer as necessidades de matéria-prima para a producido de
biocombustiveis (os lipidos sao usados para a produgdo de biodiesel, a biomassa residual
rica em hidratos de carbono pode ser usada para a producédo de bioetanol), contribuindo
para a mitigacdo das emissbes de CO,, para o tratamento de aguas residuais e nao

necessitando da utilizagdo de solo agricola fértil destinado a culturas alimentares.
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Il. Parte Experimental: Materiais, Reagentes e Métodos

O estudo experimental realizado visa optimizar as condi¢gdes de crescimento de biomassa
algal com vista a produgao de oleo para utilizagdo como matéria-prima na produgdo de

biodiesel.

Em fases distintas foram testadas diferentes estirpes. Assim, na fase de inoculagdo foram
usados tubos de ensaio e matrazes de 250 mL, tendo sido testadas quatro espécies
correspondendo a cinco estirpes de algas (Chlorella vulgaris, Chlorella emersonii,

Botryococcus brauni e Haematococcus pluvialis).

O estudo de optimizagdo do crescimento incidiu em particular sobre a Chlorella vulgaris,
devido ao facto de esta ser uma estirpe muito resistente, com rapido crescimento, e muito
comum nos ambientes aquaticos nacionais, tendo sido efectuado em matrazes de 250 mL, 1
Le5L.

O cultivo de Chlorella vulgaris nas condigdes optimizadas foi efectuado em matrazes de 1 L,
de modo a permitir obter uma quantidade de microalgas suficiente para a extracg¢éao de 6leo

para permitir a sua caracterizagao.

I1.1. Parametros fisicos fixados

Para a realizagdo do estudo foram fixados alguns parametros, de modo a permitir controlar
as condi¢des experimentais e a reproduzir o estudo. Deste modo, resumem-se na tabela Il.1

os parametros que foram fixados na realizagao do trabalho experimental.

Tabela Il.1 — Parametros fisicos fixados

Parédmetros Tubos de ensaio | Erlenmayers de 250 mL | Erlenmayersde 1e5L
Temperatura
. 28°C £ 2°C 28 £2°C 28 £2°C
ambiente
Intensidade
) 2000 lux 4500 lux 4500 lux
luminosa
Fonte de luz lampadas luz dia ldmpadas luz dia lampadas luz dia
Fotoperiodo 12:12h 12:12 h 12:12h
Arejamento 0,12 v.v.m 0,24 v.v.m
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[I.2. Inoculagcdo das microalgas de agua doce Chlorella vulgaris, Chlorella

emersonii, Botryococcus brauni e Haematococcus pluvialis

Conforme mencionado anteriormente, o estudo do crescimento e cultivo de microalgas
inicia-se pela inoculagdo das espécies/estirpes a estudar. No caso concreto, optou-se pelo

estudo de espécies adaptadas ao crescimento em agua doce.

I1.2.1. Identificacdo das microalgas estudadas

As microalgas usadas no estudo foram provenientes de duas algotecas, uma nacional, a
Algoteca de Coimbra (ACOI), e a outra Alema (SAG). A sua identificagdo e meios de cultura
usados no estudo (BBM - Bold Basal Medium e BBM 3N - Bold Basal Medium com o triplo de

concentragéo da fonte de azoto) encontram-se na tabela I1.2.

Tabela I.2 — Identificagao das microalgas estudadas

: Estirpe :
Espécie Meio de Cultura
Algoteca Cadigo

Chlorella vulgaris ACOI 879 BBM

Chlorella emersonii ACOI 516 BBM
Botryococcus brauni ACOI 1257 BBM 3N
Botryococcus brauni SAG 30.81 BBM 3N
Haematococcus pluvialis SAG 49.94 BBM 3N

[1.2.2. Preparagdo do material utilizado na inoculagéo / cultivo

a) Antes de cada inoculagéo / cultivo, todo o material usado (pipetas, provetas, ansas, tubos
de ensaio, erlenmeyers, etc.) foi lavado em agua corrente e detergente, passado por agua
destilada, esterilizado a 121 °C durante 20 minutos em autoclave (Memmert) e colocado em

camara de fluxo laminar (Cruma) sob radiagdo UV durante 60 minutos.

b) As tampas de borracha dos erlenmeyers com respectivos tubos para arejamento e
respiracdo e as tubagens de silicone foram sujeitas ao mesmo procedimento descrito na
alinea anterior, com excep¢ao da autoclavagem, devido a sua baixa resisténcia a elevadas

temperaturas. Este passo foi substituido por fervura a 100 °C durante 5 min.

¢) Para os tubos de ensaio foram feitas rolhas de algodao e gaze; estas foram desinfectadas
com alcool etilico 96% vol. e posteriormente colocadas numa estufa (WTC binder) a 80 °C

durante 60 minutos.
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11.2.3. Condicdes de Inoculacao / Cultivo

a) A inoculagao das microalgas (Figuras 1l.1 e 11.2) foi efectuada em sala climatizada, sobre
bancadas, com iluminagao proveniente de lampadas fluorescentes “luz dia”, posicionadas
lateralmente as bancadas. A intensidade de irradiacdo luminosa foi medida com um
luximetro (Lutron LX-1102) e os tubos de ensaio foram posicionados de forma a receberem
2000 lux num fotoperiodo de 12:12 horas, controlado por um temporizador automatico (Perfu
electric). A temperatura da sala foi mantida a 28 £ 2 °C por um aparelho de ar condicionado
do tipo Splitt (Samsung) de 18000 BTU.

Figura Il.1 — Inoculagdo em tubos de ensaio, na camara de fluxo laminar.

) 1|;h;ﬁ;ﬂ|d
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Figura ll.2 — Tubos de ensaio e matrazes inoculados.
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b) Das cinco estirpes inoculadas, a que primeiro se conseguiu cultivar em erlenmeyers de
1L foi a espécie Chlorella vulgaris (com taxa de crescimento mais rapido, observavel pelo
aumento de densidade optica, e que permitiu prosseguir com o estudo) sendo este o critério

de seleccgao da espécie para estudo como fonte de lipidos para biodiesel.

¢) Para uniformizar as condi¢cdes de cultivo nos matrazes, foi avaliada a curva de

intensidade luminosa a altura média das lampadas luz de dia.

Na Figura 1.3 apresenta-se a curva de 4500 lux tragada sobre as bancadas, bem como os

erlenmeyers de 1 L de cultura dispostos em fungado da mesma.

Figura 1.3 — Curva de intensidade luminosa a altura média das lampadas luz dia.

d) Calibragdo das bombas de ar (arejamento a v.v.m constante) (ver Anexo 1.)
Uma bomba de ar (Pacific AP6), com duas saidas para difuséo foi calibrada pelo método da
bolha de sab&o:
i) fixou-se, em posicao invertida e vertical, uma pipeta graduada de 20,0 mL a um
suporte com garra;
ii) colocou-se agua com sabao no interior de uma mini-pompete e esta foi posta no topo
(que se encontra invertido) da pipeta graduada e ligada através de tubagem de silicone a
bomba de ar;
iii) bombeou-se a agua com sabdo ao longo da pipeta;
iv) com recurso a um crondometro (SILVA, 1/100 sec. Precision) registou-se o tempo que

as bolhas de sab&o demoram a percorrer 15 mL;
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v) o procedimento foi repetido para todas as posigdes da bomba de ar;

vi) o procedimento de calibragdo foi efectuado para o conjunto das duas saidas de
difusdo de ar, pelo que o caudal debitado por cada saida sera metade desse valor;

vii) a aplicagdo de difusores (Rena) nas saidas de difusdo da bomba de ar, diminui o
caudal de ar na proporcéao inversa do n® de saidas de cada difusor (ex: Q4 saiga = 0,48
v.v.m implica que cada saida de um difusor com quatro saidas debite um caudal de 0,12

v.v.m).

e) No cultivo com vista ao aumento de biomassa algal, para determinacdo da curva de
calibragdo (Abs vs [biomassa seca] (mg/L)), nas condi¢des padrdo, para avaliagdo do
crescimento foram utilizados erlenmeyers de 1 L com 1 L de meio de cultura sob arejamento
constante a 0,24 v.v.m, feito através de bombas de ar (Pacific AP6) e difusores (Rena). O
arejamento tinha a duracédo de 12h/dia, coincidindo com o periodo luz dia do fotoperiodo, de

modo a assemelhar-se as condi¢des de iluminagao natural.

[1.2.4. Meios de Cultura

Todos os reagentes utilizados na preparagdo dos meios de cultura a seguir mencionados

sao reagentes p.a., para microbiologia.

a) Meio de cultura padrdo BBM
O meio de cultura padrao utilizado foi o Bold Basal Medium, UTex (BBM), cuja composicao

dos reagentes utilizados por cada litro de cultura se encontra na Tabela Il.3:

Todos os reagentes foram pesados numa balanca digital de precisdo + 5x10* g (OHAUS
Pionner TM).

Todas as solugdes concentradas e meio de cultura final foram misturadas com recurso a

placa de aquecimento e agitacido magnética (Labinco L-82) (Figura 11.4).

As solugcbes concentradas de FeS0O,.7H,O + H,SO, foram preparadas em hotte e as
solugdes concentradas de H;BO; foram as Unicas a necessitar de aquecimento a 70 °C,

além da agitacdo magnética.

Todo o procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar vertical (CRUMA) sob

condicdes assépticas. O pH do meio BBM é de 6,85 + 0,15.
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As solugdes concentradas foram rotuladas, com nome do meio de cultura, nome da solugao,
concentracao, data de preparagao e rubricadas. Foram armazenadas e refrigeradas a 5 + 2

°C num frigorifico (Teka) (Figura 11.4.).

Tabela 1.3 — Composicao do meio BBM, meio de cultura padrao para cultivo de Chlorella

vulgaris
CMéssica CMéssica Volume [elemento] (mg/L)
Reagentes Lina) @/leon) | (MLoone/Lina)
(g final g conc conc/ Lfinal Elemento mg/L
K 33,7
K,HPO, 0,0750 7,50 10,0
P 13,3
K 50,3
KH,PO, 0,1750 17,50 10,0
P 39,9
Mg 7.4
MgS0..7H,0 0,0750 7.50 10,0
9,8
41,2
NaNO, 0,2500 25,00 10,0
%) Na 67,6
o
S Ca 6,8
= CaCl,.2H,0 0,0250 2,50 10,0
= Cl 12,1
s
= Na 9,8
< NaCl 0,0250 2,50 10,0
= cl 15,2
16,1
EDTA-Na, 0,0500 50,00 N 37
+ + + 1,0
KOH 0,0310 31,00 Na 6,2
K 21,6
FeS0,.7H,0 0,0050 + 498 + 10 Fe 1,0
+ H,S0,* 0,0010 mL | 1,00 mL *
S 1,6
H,BO, 0,0114 11,42 1,0 B 2.0
ZnSO.7H,0 | 0,001412 1412 ZS”
(7]
% MnCL.4H,0 | 0,000232 0,232 '\érl‘
g CuS0,.5H,0 0,000252 0,252 1,0 %“
< Co
S Co(NO3),.6H,0 | 0,000080 0,080 3
S
Na,Mo0,.2H,0 | 0,000192 0,192 '\,\’l'g
H,O
destilada — E— E— 936

* CH2304 = 1,84 g/mL
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Figura Il.4 — Homogeneizagao dos meios de cultura (a esq.) e armazenamento dos meios

de cultura concentrados em frio (a dir.).

b) Meio de cultura BBM 3N

Conforme referido em 11.2.1. foi usado meio de cultura BBM 3N na inoculagdo de trés
espécies (quatro estirpes). A Unica variagdo relativamente ao meio BBM é o aumento de
volume de NaNO; que é trés vezes superior ao volume usado para o meio de cultivo BBM,
ou seja, por cada litro de cultura Vnanos = 30,0 mL e a consequente diminui¢gdo do volume de
agua destilada, que passa a ser de 916 mL. O pH do meio BBM 3N ¢é de 6,85 + 0,15.
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[1.3. Cultivo de Chlorella vulgaris

I1.3.1. Repicagens

As cinco estirpes de microalgas referidas em 11.2.1. foram todas repicadas para erlenmeyers

de 250 mL, com arejamento constante a 0,12 v.v.m.

A primeira espécie a ser repicada para erlenmeyers de 250 mL foi a Chlorella vulgaris
(Figura 11.5), conseguindo-se repicar em seguida para erlenmeyers de 1L aquando das
repicagens para erlenmeyers de 250 mL das outras quatro espécies. A Chlorella vulgaris foi
repicada do volume de 1 L para 5 L, sendo esta ultima cultura, a cultura mae para futuras

inoculagoes.

Figura I1.5 — Cultivo de Chlorella vulgaris em erlenmeyers de 250 mL.

11.3.2. Monitorizac&o de possiveis contaminac8es das culturas

A monitorizacao de possiveis contaminagdes das culturas, desde a fase de inéculo em tubo
de ensaio até erlenmeyers de 5 L, foi efectuada por controlo visual (microscopico) com o
apoio do guia de taxonomia de microalgas de agua doce ilustrado (Guimaraes et al., 2009)
da Algoteca do Departamento de Botanica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da

Universidade de Coimbra.
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[1.4. Curvas de crescimento da Chlorella vulgaris
I1.4.1. Metodologia para tracar a curva de calibracéo

A curva de calibragdo — Abs vs [biomassa seca] (mg/L) (ver Anexo 2.) — foi tragada para o

regime de crescimento autotréfico. Para tal foram observados os seguintes passos:

a) Crescimento de 1 L de cultura até a fase estacionaria (cultura densa);

b) Colheita da biomassa humida, por centrifugacdo a 4000 rpm durante 20 minutos,
numa centrifuga (Sorvall superspeed centrifuge SS-3 automatic);

c) Liofilizacdo da biomassa humida colhida (procedimento gentilmente facultado pela
Universidade Catdlica do Porto - Faculdade de Tecnologia)

d) Pesagem de diferentes quantidades de biomassa liofilizada numa balanca digital de
precisdo + 5x10®° g (Kern ALJ 220-4) para preparagdo de oito solugdes padrdo de
diferentes concentragdes. As absorvancias das amostras de concentragdo conhecida
foram lidas a 680 nm (pico de absorvancia maxima). A leitura das absorvancias foi
efectuada num espectofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-160A).

e) Todas as leituras foram efectuadas em triplicado.

I1.4.2. Avaliagdo do crescimento microalgal

Foram efectuados trés conjuntos de ensaios, em erlenmeyers de 1 L, em que se fizeram
variar as fontes nutricionais (aumento de Carbono e diminuicdo de Azoto) e de stress

(aumento da salinidade), de acordo com o esquema seguinte:

a) Cultura (em ftriplicado) em regime autotréfico e nove culturas (em ftriplicado) de
concentragoes distintas em regime mixotréfico, com adi¢cdo de carbono orgéanico, sob a

forma de glucose;

b) Cinco culturas (em triplicado) de concentragdes distintas, em regime mixotrofico com

adi¢éo de 1,0 ggiucose/L € com subtraccéo de azoto ao meio de cultura;

¢) Nove culturas (em triplicado) de concentragdes distintas, em regime mixotréfico com

adi¢édo de 1,0 ggucose/L € com adi¢ao de cloreto de s6dio ao meio de cultura.
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Todas as culturas foram efectuadas em ftriplicado, tendo sido inoculadas com 200 mL da
solugdo Mae referida em 11.3.1, ou seja, o inéculo inicial (dia zero) de todas as culturas
acima referidas era iniciado a partir do equivalente a uma fraccédo de corte de 80% de uma

cultura densa em fase estacionaria.

Figura I1.6 — Cultivos em triplicado para avaliagdo do crescimento microalgal.

A avaliacdo do crescimento das culturas (Figura I1.6) (ver Ill. Resultados experimentais e
Anexo 3) foi efectuada diariamente através de:

a) Leitura de pH e temperatura, feita com equipamento da marca Schott Instruments

(Figura 11.7), sendo usado um eléctrodo para cada estirpe;

Figura Il.7 — Avaliagédo do crescimento das culturas - medi¢ao de pH e temperatura.
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b) Leitura da absorvancia por espectrofotometria UV-Visivel. Para cada leitura era
recolhido um volume de 3 mL. Como a absorvancia para cada cultura era lida em
duplicado e os ensaios feitos em triplicado, no total retiraram-se 18 mL de cada cultura
distinta. O respectivo meio de cultura era reposto em volume.

A estabilizacdo dos valores de absorvancia indicava que a cultura entrou em fase

estacionaria.

11.4.3. Calculo da concentracéo de biomassa algal produzida

O calculo das concentragbes de biomassa algal para os trés conjuntos de ensaios referidos
em 11.4.2. foi feito com base na curva de calibragcdo Abs vs [biomassa seca] (mg/L) (ver
Anexo 2) obtida para o regime de crescimento autotrofico (11.4.1.). (ver valores nas tabelas

constantes do Anexo 3).
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[I.5. Extraccao de 6leo por solventes e quantificacdo por gravimetria

A avaliacao do crescimento microalgal para os trés conjuntos de ensaios referidos em 11.4.2.
cessava ap6s um a dois dias das culturas terem entrado em fase estacionaria. A biomassa
era colhida por centrifugacao, catalogada e armazenada em frio (-20 £ 5 °C), numa arca

congeladora (Teka).

Apds o término de todos os ensaios de avaliagdo do crescimento microalgal, a biomassa foi
descongelada e deu-se inicio a extraccdo do Oleo. A extraccdo foi feita com
cloroférmio:metanol:agua (2:2:1,8 em volume), de acordo com o procedimento abaixo
descrito e adaptado de Bligh e Dyer (1959), ap6s a realizagdo de alguns ensaios para

optimizac&o da extracgao:

a) Na balanga digital de preciséo + 5x10™° g (Kern ALJ 220-4) tarar tubos de centrifuga
(ECCO);
b) Nos tubos de ensaio tarados pesar as biomassas algais humidas;
c) Sabendo-se que cerca de 90% da biomassa algal humida é constituida por agua (ver
Anexo 4.), determina-se a massa de agua como Mggua = 0,9 * Mpiomassa hamida (9);
d) Como 90% da biomassa algal é agua e sendo psqua = 1 g/mL, pode-se considerar que
Poiomassa hamida = 1 g/mL, 0 que permite obter a aproximaga@o: Myiomassa himida (J) = Vbiomassa
hamida (ML);
e) A 12 extraccao é feita com (1:2:0,8) cloroférmio:metanol:agua. Como a fracgao de
agua na Mpyiomassa humida © de 0,9 a proporcao de solventes devera ser corrigida para (1,125;
2,25; 0,9) cloroférmio:metanol:agua:
i. Na hotte, com a extrac¢cado de ar ligada, adicionar no tubo de ensaio tarado com a
biomassa algal humida V orofsrmio = 1,125 * Vpiomassa hamida (ML);
ii. Em seguida adicionar Vietanol = 2,25 * Vpiomassa hamida (ML);
iii. Agitacdo em tubos fechados com tampa, a velocidade moderada, da mistura em
vortex (Snijders 34524) durante cerca de cinco minutos;
f) A 22 extracgao é feita com base na relacado (2:2:1,8) cloroférmio:metanol:agua, ou
seja, o volume dos solventes a adicionar a extracg¢ao anterior sera (y1: 0: y2):
i. 1 (cloroférmio) = Vietanol = Veioroformio (VOlumes da alinea e));
ii. y2(agua) = (Vmetano * 1,8) / 2 (volume de metanol da alinea e));
iii. Agitacdo, a velocidade moderada, da mistura em vortex, durante cerca de um
minuto;
g) Colocar os tubos de ensaio hum banho de ultra-sons (Crest), de modo a que os

tubos fiquem imersos na agua destilada até a altura do seu conteudo. O procedimento
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deverd ser feito a 25 °C durante 20 minutos;
h) Agitagédo a velocidade moderada, em vortex, durante 30 segundos;
i) Centrifugagao (Centrifuga marca Ecco) a 4000 rpm durante 20 minutos;
j)  Ap0s a centrifugacao distinguem-se nitidamente trés fases:

i. Superior (menos densa ou metandlica);

ii. Intermédia, constituida pela biomassa residual;

iii. Inferior (densa ou cloroférmica); os lipidos encontram-se dissolvidos nesta fase;
k) Com uma pipeta de Pasteur pipetar e rejeitar a fase superior; furar a fase intermédia
e recolher para um goblé previamente pesado a fase inferior;
) Deixar evaporar, na hotte, o cloroférmio presente na fase recolhida e pesar o
conjunto “goblé + lipidos” até que nao se verifiquem alteragbes de massa (Figura 11.8).
Esta assim encontrada a massa de lipidos para o ensaio em estudo;
m) Determinar a % de dOleo presente na biomassa algal (considerando que 10% dos

lipidos totais ficam retidos na biomassa residual).

Figura 11.8 — Quantificagéo gravimétrica de lipidos presentes na biomassa algal.

NOTA: A analise qualitativa da composi¢cdo do 6leo deveria ser feita por Cromatografia Gasosa,
sendo a identificagdo dos compostos obtida com base nos tempos de retengéo. Tal procedimento ndo
pode ser levado a cabo pois ainda ndo se encontra disponivel no local onde foi efectuado este estudo
uma matriz para GC de 6leos insaturados, saturados e polinsaturados.
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[ll. Resultados experimentais e sua discusséo

[1l.1. Monitorizacdo de possiveis contaminagdes do Cultivo

A monitorizagao de possiveis contaminag¢des das culturas desde a fase de inéculo em tubo
de ensaio até erlenmeyers de 5 L foi efectuada de acordo com o procedimento descrito em
[1.3.2. — Monitorizacdo de possiveis contaminagdes do Cultivo. Nas Figuras Ill.1.1 a 1l1l.1.5

apresentam-se imagens de microscopio 6ptico das estirpes estudadas.

Ao longo de todo o trabalho experimental ndo foram detectadas quaisquer contaminagdes
nos meios de cultivo, sendo que o controlo foi efectuado diariamente, por observacao ao

microscopio.

l11.1.1. Espécie: Chlorella vulgaris, Estirpe: ACOI, 879

Figura lll.1 — Imagens de microscopio éptico (ampliacao 400x e 1000x, respectivamente) da

estirpe de Chlorella vulgaris.
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[11.1.2. Espécie: Chlorella emersonii, Estirpe: ACOI, 516

Figura lll.2 — Imagem de microscopio optico (ampliagdo 1000x) da estirpe de Chlorella

emersonii.

[11.1.3. Espécie: Botryococcus brauni, Estirpe: ACOI, 1257

Figura lll.3 — Imagem de microscopio optico (ampliagdo 1000x) da estirpe de Botryococcus

brauni.
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[11.1.4. Espécie: Botryococcus brauni, Estirpe: SAG, 30.81

Figura lll.4 — Imagens de microscopio éptico (ampliacao 400x e 1000x, respectivamente) da

estirpe de Botryococcus brauni.

[11.1.5. Espécie: Haematococcus pluvialis, Estirpe: SAG, 49.94

Figura I11.5 — Imagens de microscopio optico (ampliagao 400x e 1000x, respectivamente) da

estirpe de Haematococcus pluvialis.
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O critério utilizado para seleccionar a estirpe a estudar baseou-se na observacdo do
crescimento e da sequente variagdo da coloragao (forma indicativa da densidade da cultura)
dos meios de cultivo das cinco estirpes, desde o0 momento de repicagem para tubos de
ensaio até a inoculacido de reactores de volume de 1 L. A estirpe que permitisse efectuar
mais rapidamente a inoculagdo de 1 L de volume seria a escolhida para o presente estudo

de optimizagao lipidica em diferentes meios de cultura.

Das cinco estirpes objecto de teste de crescimento, a Chlorella vulgaris ACOI 879 foi a
primeira a ser inoculada num reactor de 1 L com sucesso, e deste modo, mediante o critério

utilizado, a escolhida para o estudo em questao.
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[11.2. Avaliagao do crescimento da Chlorella vulgaris

A avaliacdo do crescimento microalgal para os trés conjuntos de ensaios, em erlenmeyers
de 1 L, em que se fizeram variar as fontes nutricionais (aumento da concentracao de
Carbono e redugdo de Azoto) e as condigdes de stress (aumento da salinidade) foi

efectuada de acordo com o procedimento descrito em 11.4.2.

[11.2.1. Cultura em regime autotréfico e nove culturas de concentracdes distintas em

regime mixotréfico, com adicado de carbono orgéanico, sob a forma de glucose

Os primeiros ensaios foram realizados em regime autotréfico e em regime mixotréfico com a
adicdo de 4,0 ggucese/Lmeio- Para este ultimo ensaio as trés culturas (réplicas) de Chlorella
vulgaris tiveram decréscimo populacional até a morte da cultura ao fim de 2 a 3 dias de

cultivo.

As Figuras 111.6 e IlIl.7 mostram uma das culturas de Chlorella vulgaris ao fim de 1 dia e 3
dias de cultivo, respectivamente, sendo evidente o decréscimo de populagéo algal na cultura

em condigbes mixotréficas com adigéo de 4,0 ggiucose/Lmeio-

Figura 111.6 — Culturas de Chlorella vulgaris em regime autotréfico (& esquerda) e em regime

mixotrofico com a adigcdo de 4,0 ggiucose/Lmeio (@ direita) ao fim de 1 dia de cultivo.
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Figura 1.7 — Culturas de Chlorella vulgaris em regime autotréfico (a esquerda) e em regime

mixotréfico com a adigdo de 4,0 ggiucose/Lmeio (& direita) ao fim de 3 dias de cultivo.

O pH do meio nesta fase era inferior a 5,0, o que ¢é indicativo do estado de morte da cultura.
Outro factor indicativo do declinio foi o aumento do odor a matéria organica putrefacta nas
culturas ao longo dos trés dias, o qual era cada vez mais intenso. Por este motivo
realizaram-se novos ensaios, reduzindo a quantidade de glucose adicionada ao meio BBM

desde 0,2 ggiucose/Lmeio até um valor maximo de 3,0 ggiucose/Lmeio-

Nas Figuras 1.8 e IIl.9 apresentam-se as curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia)
vs dias de cultivo e curvas de pH vs dias de cultivo, respectivamente para os regimes de

crescimento autotrofico (meio de cultura BBM padrao) e mixotroéfico.

O crescimento em regime mixotrofico foi efectuado com meio de cultura BBM ao qual foi
adicionado glucose. As concentragbes de glucose usadas no estudo variam de 0,20

ggluc/I—meio ate 310 ggluc/Lmeio-

48 Produgéo de biomassa aquatica como fonte de lipidos para biocombustiveis



Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecgdo Ambiental

1Sep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

|Biomassa seca] (mg/L)

600

500

400

300

200

100

6

Dia

10

12

—4—Avtotrofico
== Mix0,2.gluc
== Mix0,4.gluc
= Mix 0,6.gluc
e=fe V1% 0,8.gluc
—0—Mix1,0.gluc
—t—Mix 1,5.gluc
——=Mix2,0.gluc

Mix 2,5.gluc
=0=Mix 3,0.gluc

Figura Ill.8 — Curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs Dia.

Na figura 1ll.8 é patente que a adicdo de glucose ao meio potencia o crescimento da

microalga Chlorella vulgaris,

concentracdes de biomassa algal.

sendo atingidas muito mais

rapidamente elevadas

A adicao de glucose acelera o metabolismo das microalgas, o que leva a libertagao de CO,

para o meio de cultura, induzindo o abaixamento do pH do meio. Em consequéncia, o

abaixamento do pH contribui para a morte das microalgas. Na figura I1l.9 é patente que a

adi¢éo de glucose em niveis superiores a 1 gguc/Lmeic NGO € aconselhavel.
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Figura 111.9 — Curvas de variagao do pH ao longo do periodo de ensaio.
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Os ensaios realizados com adi¢do de 2,5 ggiucose/Lmeic € €OM 3,0ggiucose/Lmeio, @0 fim de trés
dias tinham o mesmo mau odor. Além disso, nestas culturas verificou-se de igual forma o
decréscimo de pH desde o inicio do cultivo (Figura Il1.9). As produtividades maximas num
periodo de 24h, para os ensaios “mix 2,5 gluc” e “mix 3,0 gluc” foram de 340,83 mgsecas/L.dia
e de 332,14 mgsecas/L.dia, respectivamente. Embora estes resultados tenham sido os mais
elevados em termos de produtividade, pela existéncia de mau odor e decréscimo de pH

verificados (valores médios inferiores a 6,0), e pela qualidade da biomassa algal (Figura

[11.10), estes ensaios nao foram considerados.

Figura 111.10 — Imagens de microscopio optico (ampliagdo 400x e 1000x, respectivamente)

da estirpe de Chlorella vulgaris cultivada em condi¢gdes mixotréficas com adigao de 2,5

gglucose/Lmeio-

[11.2.2. Cinco culturas de concentra¢cdes distintas, em regime mixotrofico com adicao

de 1,0 ggiucose/L cOM subtraccéo de azoto ao meio de cultura

Os ensaios realizados com subtraccdo de azoto foram designados pela variagdo da
percentagem de azoto adicionado ao meio de cultura relativamente a quantidade de azoto
do meio BBM padrao. Como exemplo, para o ensaio com 40% de azoto (designado como
“mix 0,4N”) apenas se adicionou 40% da massa de NaNOj; do meio padrdo (Tabela 11.3),

cujo valor corresponde a 0,1 gnanos/Lmeio-
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Nas Figuras IlIl.11 e 1l1.13 apresentam-se as curvas de crescimento [Biomassa seca]
(mg/dia) vs dias de cultivo e curvas de pH vs dias de cultivo, respectivamente, para este
conjunto de ensaios. O crescimento foi efectuado em regime mixotréfico com meio de
cultura BBM e adi¢do de 1,0 gguc/Lmeio- Em quatro culturas foi feita a subtracgéo da fonte de
azoto (NaNO;) em percentagens de 20 (0,8N), 40 (0,6N), 60 (0,4N) e 80% (0,2N).
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Figura lll.11 — Curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs Dia.

Nesta figura é patente que a remogao de azoto ao meio inibe o crescimento da microalga
Chlorella vulgaris.

Os valores de produtividade de biomassa seca correspondentes aos ensaios com reducao
de fonte de azoto foram todos inferiores ao valor do ensaio “mix 1,0 gluc” (padrao para este
conjunto de ensaios). As diferengas percentuais relativas a este ensaio foram de -4,6%, -
8,1%, -14% e -15%, para os ensaios “mix 0,8N”, “mix 0,6N”, “mix 0,4N” e “mix 0,2N”",
respectivamente. O decréscimo da concentragdo de azoto no meio inicial de cultura reduz o
valor de produtividade maxima de biomassa seca de Chlorella vulgaris. Estes resultados

eram os esperados, ja que o azoto € um dos macronutrientes no cultivo de microalgas.

Antes da colheita, as culturas com 20% e 40% de azoto tinham uma tonalidade verde

amarelada mais acentuada que as restantes (Figura 111.12).
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Figura I11.12 — Culturas de Chlorella vulgaris em regime mixotréfico 1,0 ggiucose/Lmeio: COM
diferentes percentagens de subtracg¢ao de azoto (a esgerda) e com subtracgéo da fonte de
azoto em 80% (0,2N) (a direita).
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Figura 111.13 — Curvas de pH vs Dia.

Nesta figura é patente que a remogdo de azoto ao meio, por inibir o crescimento da
microalga Chlorella vulgaris, permite um maior controlo do pH. A variacdo de pH foi
crescente ao longo do tempo de cultivo, sendo esse aumento mais acentuado quanto maior

a concentracéo de azoto presente no meio de cultura.
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I11.2.3. Nove culturas de concentracdes distintas, em regime mixotréfico de 1,0

Ogiucose/L com adicdo de cloreto de s6dio ao meio de cultura

A adicdo de cloreto de sbédio ao meio de cultura em percentagens superiores ao meio
padrdo BBM foi efectuada como fonte de stress, no cultivo de Chlorella vulgaris (uma

microalga de agua doce).

Os ensaios iniciais com majoracdo de NaCl foram os de adicdo de 250%, 500%, 750% e
1000% de NaCl relativamente ao meio BBM padrdo. Nestes ensaios verificou-se um
decréscimo na produtividade maxima de biomassa seca relativamente ao ensaio padrao
“mix 1,0 gluc”, de -1,2%, -5,6%, -8,3% e -10,8%, respectivamente.

Como um dos objectivos era determinar um valor préoximo do limite superior de
aceitabilidade da espécie ao stress salino, realizaram-se mais quatro ensaios: adicdo ao
meio de cultura padréo de 5.000%, 10.000%, 15.000% e 20.000% de NaCl, cujos valores
correspondem a 1,25 gnac/Lmeio; 2,50 Gnaci/Lmeio, 3,75 OnaclLmeic € 5,00 gnaciLmeio (a

quantidade de NaCl presente numa agua salgada corresponde a aproximadamente 30 + 5
g/L).

Nas Figuras Ill.14 e Ill.15 apresentam-se as curvas de crescimento ([Biomassa seca]
(mg/dia) vs dias de cultivo) e curvas de evolugdo do pH (pH vs dias de cultivo),
respectivamente. O crescimento foi efectuado em regime mixotroéfico com meio de cultura
BBM e adicdo de 1,0 gqguc/Lmeio- Em oito culturas foi feita a adigdo de cloreto de sodio em
percentagens que variam entre 250% e 20.000% (2,5x e 200x mais NaCl, respectivamente,

que o presente no meio de cultura BBM padrao).
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Figura lll.14 — Curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs Dia.
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Figura 111.15 — Curvas de pH vs Dia.

Nestes ultimos ensaios, aqueles em que as percentagens em NaCl eram superiores ao meio
padrao em 10.000% (100x NaCl), 15.000% (150x NaCl) e 20.000% (200x NaCl), e ao fim de
3 dias de cultivo, tinham um odor semelhante ao descritos em Ill.2.1, para concentragdes
superiores a 2,5 ggucose/Lmeio- Além deste facto, as produtividades maximas obtidas foram
inferiores as demais: 109,29 mgsecas/L.dia para o ensaio “100x NaCl”, 60,48 mgsecas/L.-dia
para o ensaio “150x NaCl” e 43,75 mgsecas/L.dia para o ensaio “200x NaCl”. Por estes
factores, considerou-se que estas condicbes de stress eram suficientemente nefastas ao
cultivo de Chlorella vulgaris e entdo a produtividade lipidica foi calculada para adicbes até
5.000% de NaCl.

[11.2.4 Determinagdo das produtividades maximas para todos os ensaios referidos de
.2.1. alll.2.3.

Observa-se na Figura 11.8 e nos resultados apresentados no Anexo 6, nas Tabelas A5.1 a
A5.9, que nos regimes de cultivo mixotréfico a fase exponencial ocorre entre o dia 0 e o dia
3 de periodo de cultivo. Para o regime autotréfico a fase exponencial foi observada entre os

dias 2 e 4 de cultivo.

Os valores de produtividade maxima e média sdo apresentados na Tabela 1ll.1 e na Figura
[11.16 (ver informacdo adicional no Anexo 5 — Determinagao das produtividades maxima e

media)
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Tabela lll.1 — Produtividade maxima de biomassa seca para 24, 48 e 72 horas de cultivo

N© : : Produtividade méxima [Mgsecas/L .dia]
ensaio Ensaios Chlorella vulgaris oah 28h —
1 Regime autotréfico 109,70 77,77 61,96
2 Regime mixotréfico 0,2 ggiue/Lmeio 72,38 60,03 58,97
3 Regime mixotrofico 0,4 gguc/Lmeio 94,76 75,03 73,35
4 Regime mixotréfico 0,6 ggiuc/Lmeio 132,62 131,37 111,13
5 Regime mixotrofico 0,8 ggiue/Lmeio 196,55 164,46 141,37
6 Regime mixotréfico 1,0 ggud/Lmeio 265,18 200,60 164,84
7 Regime mixotréfico 1,5 ggiuc/Lmeio 279,35 182,77 140,48
8 Regime mixotréfico 2,0 ggiud/Lmeio 285,89 186,88 148,53
9 Regimezrgf,’/z‘,’\}rifz:ﬂ /tn?efg'“J Lmei 225,42 139,02 108,27
| TEUE 4r81;i°,t\lr 22‘;:M}Lieig'“J Lnei: 228,15 141,16 109,31
11 Regimeégf,zof\lr 2‘:(;:M}Lieig'ud Lneio 243,81 151,28 115,60
12 Regimesrgi,}ioﬂ 2‘:‘;‘;&&3@” Lnei: 253,04 157,92 122,96
13 Regig%g,z‘ﬁ;rgfij:’BlﬁLig:j Lmeio 262,02 126,61 124,56
14 Regirgg(;[,‘/lxﬁt:gli‘fj‘:slﬁfif Lnei: 250,30 148,99 117,44
15 | RO e o oo JauclLmas 243,27 150,83 114,90
16 RegiT&g‘jjﬁfgﬁi ;;?A /%:LJ Lnei: 236,67 155,39 117,30
17 Regig“gog‘j/f?\tjfgl"i ;;?A fﬂid Lo 169,05 161,82 70,95

Nesta tabela IIl.1 estdo assinalados na cor correspondente para cada tipo de cultivo, as

produtividades obtidas consideradas como 6ptimas.
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Figura Ill.16 — Produtividade maxima para os ensaios constantes na Tabela lll.1.

Para o regime de crescimento autotrofico a produtividade maxima para 24h foi obtida do dia
3 ao dia 4, sendo o valor de 109,70 mgsecas/L.dia. A produtividade maxima para o periodo de

cultura entre os dias 2 e 4 foi de 77,77 MQsecas/L.dia.

Os valores mais elevados de produtividade de biomassa seca, para os ensaios “Mix gluc
0,2” e “Mix gluc 0,4” verificaram-se durante o periodo de 24h do dia 0 ao dia 1, sendo de
72,38 e 94,76 mQsecas/L.dia, respectivamente. Para os restantes ensaios em regime de
cultivo mixotréfico o periodo de 24 h do dia 1 ao dia 2 foi o de maior produtividade. Destes
ultimos, os valores de produtividade superiores corresponderam aos ensaios “Mix 1,0 gluc”,
‘Mix 1,5 gluc” e “Mix 2,0 gluc’, sendo a produtividade de 265,18, 279,35 e 285,89
MQsecas/L.dia, respectivamente. Quando comparado o valor do ensaio “Mix 1,0 gluc” com os
resultados dos ensaios “Mix 1,5 gluc” e “Mix 2,0 gluc’ a diferenca percentual de

produtividade maxima ¢é de -5,3% e -7,8%, respectivamente.

A produtividade maxima para o ensaio “Mix 1,0 gluc” e num periodo de 48h foi de 200,60
MQsecas/L.dia. Este valor representa uma diferenca percentual de 8,9% e de 6,8%
relativamente aos ensaios “Mix 1,5 gluc” e “Mix 2,0 gluc”, cujos valores de produtividade sdo

de 182,77 mQsecas/L-dia € 186,88 mg.ecas/L.dia, respectivamente.
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Para o mesmo ensaio (“Mix 1,0 gluc”) e num periodo de 72h o valor obtido foi de 164,84
MQgsecas/L.dia. Em comparagcdo com os valores de produtividade dos ensaios “Mix 1,5 gluc”
(140,48 MmQsecas/L.dia) e “Mix 2,0 gluc” (148,53 mgsecas/L.dia), a diferenca percentual foi de

14,8% e 9,9%, respectivamente.

Pela estabilidade de resultados de produtividade maxima relativos ao ensaio “Mix 1,0 gluc”
nos diversos periodos da fase exponencial de crescimento (24 h, 48 h e 72 h) escolheu-se o
valor de 1,0 ggucose/Lmeic COMO constante nos ensaios sequentes, no estudo do efeito da
limitacdo de azoto no meio de cultura e da adicdo de NaCl em comparagcdo com o meio
BBM padrao.
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[11.3. Quantificacdo de 6leos por gravimetria

Apoés se proceder a extracgao de 6leo foi feita a sua quantificacdo gravimétrica, de acordo
com o procedimento descrito em 11.5. A produtividade maxima lipidica foi calculada pela
multiplicagédo do teor lipidico (massa de lipidos/massa seca de microalga x 100%) pela
produtividade maxima de biomassa seca. Os resultados obtidos sao os apresentados na

Tabela Ill.2 e nas Figuras 111.17 e 111.18.

Tabela Ill.2 — Produtividade lipidica para todos os ensaios referidos de I11.2.1. a l11.2.3.

No. Ensaios Chlorella vulgaris Ii;)r%ci)éo Produtividade maxima [mguue-/L dia)
ensaio (%) 24h 48h 72h
1 Regime autotréfico 16,7 18,3 13,0 10,3
2 Regime mixotrofico 0,2 ggiud/Lmeio 14,4 10,5 8,7 8,5
3 Regime mixotrofico 0,4 ggiud/Lmeio 9,4 8,9 71 6,9
4 Regime mixotrofico 0,6 ggiuc/Lmeio 10,1 13,4 13,3 11,2
5 Regime mixotrofico 0,8 ggiud/Lmeio 16,6 32,5 27,2 23,4
6 Regime mixotrofico 1,0 ggiud/Lmeio 16,6 43,9 33,2 27,3
7 Regime mixotrofico 1,5 ggiuc/Lmeio 13,6 37,9 24,8 19,1
8 Regime mixotrofico 2,0 ggiud/Lmeio 14,3 40,7 26,6 21,2
9 Regime mixotrofico 1,0 ggiue/Lmeio 19,8 44.7 276 215

20%N de BBM/Lmeio
Regime mixotrofico 1,0 gguc/Lmeio

o 40% N go pem/Lmeio 1 o3 o4 o7
B | e | w2 | w2 | wo |
15 | R o™ | 74 | 422 | m2 | 200
5 | Nt | 18s | we | m1 | o
17 Regime mixotréfico 1,0 gguc/Lmeio; 230 38,9 37,2 16,3

5000% NacCl de BBM/LmeiO
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Nesta tabela 1ll.2 estdo assinalados na cor correspondente para cada tipo de cultivo, as

maiores produtividades lipidicas obtidas em cada conjunto de ensaios.
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Figura Ill.17 — Produtividade lipidica para os ensaios constantes na Tabela I11.2.

Dos ensaios em regime mixotrofico, os que atingiram um teor lipidico superior foram os de
adicdo de 0,8 Jggiucose/Lmeio € de 1,0 ggiucose/Lmeio, CUjO Valor relativo a biomassa seca foi de
16,6% (m/m) para ambos. Estes valores foram semelhantes ao valor obtido em regime
autotrofico, de 16,7%, o qual também se encontra dentro do resultado esperado como se

pode observar na Tabela |.2.

Para os ensaios com reducido de azoto e aumento da concentracido de NaCl no meio, os
teores lipidicos maximos corresponderam aos de reducdo em 80% de NaNO; (0,2N) e de

aumento da concentracao de NaCl em 5.000%, sendo de 19,8% e 23,0%, respectivamente.

Para os ensaios em que houve uma reducéo em 80% da fonte de azoto (NaNO;) adicionada
ao meio, obteve-se um valor préximo do referido em bibliografia, de 16,4% de teor lipidico
(Converti et al., 2009). A diferenga entre os resultados obtidos e os referidos na literatura
pode dever-se, a diferenga nos regimes de cultura utilizados no estudo destes autores que
apenas usaram o CO, do ar como fonte de carbono (regime autotréfico) e neste estudo

(mixotrofico) ou a uma extracgao mais eficiente neste estudo.
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Os melhores resultados de produtividade maxima lipidica resultaram dos ensaios de cultivo

mixotréfico com 1,0 ggiucose/Lmeio, redugéo em 80% de fonte de azoto e com adigdo de 750%
e 1.000% de NaCl, sendo de 43,9, 44,7, 42,3 e 43,8 mQpidos/L.dia, respectivamente. Estes

resultados foram superiores, em mais de duas vezes, quando comparados com o valor

obtido para regime autotréfico, de 18,3 mgiipidos/L.dia.
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Figura lll.18 — Fracgbes lipidicas e nao lipidicas da biomassa algal, para os ensaios

constantes na Tabela lll.2.
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IV. Conclusdes

Foi efectuado o estudo do crescimento de cinco estirpes de microalgas de agua doce
(Chlorella vulgaris, Chlorella emersonii, Botryococcus brauni e Haematococcus pluvialis), em
regime autotréfico, usando os meios de cultura mais indicados. Concluiu-se que, deste
conjunto, a estirpe que apresenta uma maior taxa de crescimento € a Chlorella vulgaris,
ACOI 879, pelo que todo o restante estudo de influéncia das condi¢cdes de cultivo (regime
autotréfico ou mixotréfico, com redugao de fonte de azoto — NaNO3; — ou inducdo de stress
salino — por adicdo de NaCl) na produtiviade massica e na produtividade lipidica foi

efectuado sobre esta estirpe.

Face aos resultados obtidos e a analise efectuada, considera-se que o ensaio em regime
mixotrofico com adi¢do de 1,0 ggucose/Lmeic €M conjungdo com redugdo de teor de azoto em
80%, é o mais adequado para produgdo de biomassa da estirpe de Chlorella vulgaris ACOI
879 em estudo com vista a maximizagdo da produtividade lipidica, permitindo obter uma

produtividade lipidica maxima de 44,7 mgjipidos/L.dia.

Considerando um fotobioreactor com um volume total de cultivo equivalente ao volume de
uma piscina de 1 ha e 15 cm de profundidade (V = 1.500 m®) tem-se que o valor de
produtividade lipidica maxima de 44,7 mgjpiqss/L.dia corresponde a uma produtividade (o
6leo tem uma massa especifica de cerca de 900 g/L) maxima de cerca de 27.200 L/ha.ano.
Este valor é de cerca de 23 e 34 vezes superior quando comparado com a produtividade de

6leo em monoculturas de colza e girassol (Tabela |.4).

Esta produtividade é muito atractiva quando comparada com a produtividade de uma
oleaginosa vegetal convencional, tanto mais que a Chlorella vulgaris ndo é uma estirpe
reconhecida como excepcionalmente interessante para a producéo de 6leos como matéria-
prima na industria de biodiesel, apesar de o seu oleo permitir que o biodiesel produzidos

cumpra com as especificagdes da norma EN 14214,

Um outro ponto vantajoso nestas condigbes de cultivo sera a redugcdo de custos na

producao pela diminuicao de fonte de azoto a fornecer ao meio de cultura.

Relativamente aos ensaios efectuados com aplicacdo de stress salino, no ensaio com
incremento em 5.000% da concentragdo de NaCl obteve-se um teor lipidico de 23%, mas
com baixa produtividade de biomassa de 169,05 mQsccas/L.dia (38,9 mQipidos/L-dia). Neste

caso considera-se que se o stress tivesse sido aplicado no inicio da fase estacionaria
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poderia ter facultado uma produtividade lipidica superior, j4 que o crescimento na fase
exponencial é favorecido em condigbes de regime mixotréfico e para qualquer taxa de
reducdo de azoto. No entanto, tal deveria ser comprovado a partir da realizagao de ensaios

suplementares.

O cultivo de microalgas em regime mixotréfico podera ter interesse quando a fonte de
carbono suplementar for por exemplo uma agua residual rica em carbono utilizavel pelas
microalgas. Poderao para o efeito ser usadas aguas residuais de processamento de vinhos
e outras bebidas como a cerveja, industrias de lacticinios e outras. No entanto, estes meios

apenas poderao ser considerados como adequados apos testes.

Em diversas referéncias bibliograficas sdo apresentados estudos do efeito da aplicagdo de
stress salino sobre microalgas de agua salgada (exemplo Takagi et al., 2006; Mishra e Jha,
2009). A vertente mais inovadora do presente estudo foi a aplicagao de stress salino numa
microalga de agua doce, concluindo-se que esta se comporta de modo analogo as de agua
salgada, isto é, quanto maior a concentragdo salina (até um valor maximo de 5.000% de
NaCl — 50x concentragdo de NaCl no meio BBM — para a Chlorella vulgaris) maior sera o

teor lipidico presente na biomassa algal.
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V. Sugestdes para trabalhos futuros

Apdés a realizagao deste trabalho e a analise dos resultados obtidos, sugere-se que, em

trabalhos futuros sejam efectuadas as seguintes alteracdes:

1) Nas mesmas condigcbes mencionadas em Il.1., ou seja, mantendo-se 0s mesmos
parametros fisicos constantes produzir biomassa algal nas condi¢des que majoram a
produtividade maxima lipidica:

Cultivo em regime mixotrofico de 1,0 Qgiucose/Lmeic €M conjungéo com redugdo do teor de
azoto em 80% e inducado de stress salino aplicado no inicio da fase estacionaria, para

diferentes concentracdes de NaCl.

2) Realizagdo do mesmo estudo, mas fazendo variar a fonte de luz, ou seja, substituir a
exposicdo a lampadas luz dia por exposi¢cao apenas a luz solar. Os restantes parametros
fisicos mencionados em 1l.1. deveriam ser mantidos constantes uma vez que se encontram

dentro de gamas 6ptimas de trabalho.

3) Realizagdo do mesmo estudo, substituindo os reagentes p.a. por fontes nutricionais

residuais (como sendo os residuos provenientes da industria alimentar)

4) Realizagdo do mesmo estudo com outras espécies / estirpes de microalgas,

nomeadamente as de agua salgada.

5) A partir da conjuncao das fontes nutricionais e de stress que majoram a produtividade
maxima lipidica (cultivo em regime mixotrofico de 1,0 Qgucose/Lmeic €M cONjungéo com
reducdo de teor de azoto em 80% e indugdo de stress salino de 5.000% (50x) da
concentracao de NacCl, aplicado no inicio da fase estacionaria) proceder ao scale-up deste

estudo, ou seja, implementacéo deste estudo a escala piloto.
6) Avaliar a qualidade do biodiesel produzido a partir dos lipidos extraidos.

7) Realizagdo de um estudo similar de cultivo de Chlorella vulgaris em que o stress é

provocado por adicdo de ferro ao meio de cultura.
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VIl. Anexos
Anexo 1. Calibracdo - bomba de ar

Uma bomba de ar (Pacific AP6), com duas saidas para difuséo foi calibrada pelo método da
bolha de sabao, conforme descrito em 11.2.3. Condi¢des de Inoculagéo / Cultivo, alinea d.

Os resultados obtidos e a curva de calibragdo encontram-se na Tabela A1.1 e Figura A1.1,
respectivamente.

Exemplo de calculo:
Para a posicao 1 da bomba de ar Q,, 1 saida =8 mL/s:
g mi L 60s

— M b -
Var 5 10%ml I min. 0,48 Lg,-
= = — =043 1. v.m
UL.GHEI‘.‘H?'E UL.GLJEI‘.‘H?'E F'cu!l‘:ur'ﬂ'ml

Tabela Al.1 — Valores de Q4 (v.v.m) obtidos na calibragdo da bomba de ar

. Q. total Q. 1 saida Qu 1 saida
Posicédo volume (mL) | tempo (S) (mL/s) (mL/s) (v.v.m)
1 15,00 0,93 16 8,0 0,48
2 15,00 0,84 18 9,0 0,54
3 15,00 0,73 22 11 0,66
4 15,00 0,66 25 13 0,75
5 15,00 0,50 28 14 0,84
6 15,00 0,47 31 16 0,93
7 15,00 0,35 43 21 1,3
1,00
0,90 "
0,80 "
0,70
T 060 __* y=0,0924x+0,3766
s & R?=0,9938
= 0,550 *
£ 0,40
& 0,30
T 0,20
T
9 0,10
0,00
0 1 2 3 4 5 6 7
Posi¢cdo bomba ar

Figura Al1.1 — Curva de calibracdo da bomba de ar.
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Anexo 2. Calibragéo - Curvas de crescimento da Chlorella vulgaris

A curva de calibragao — Abs vs [biomassa seca] (mg/L) — foi tracada a partir de padrdes
preparados com biomassa proveniente do cultivo no regime de crescimento autotréfico, a
680 nm, de acordo com o procedimento descrito em 11.4.1. Metodologia para tracar a curva

de calibracéo.

Os resultados obtidos e a curva de calibragdo encontram-se na Tabela A2.1 e Figura A2.1,

respectivamente.

Tabela A2.1 — Valores de Absorvancia obtidos para as oito concentragdes padrao

Amostra [Biomassa seca] mg/L Abs (a 680 nm)
8 30 0,117
7 60 0,236
6 120 0,473
5 240 0,899
4 343 1,129
3 490 1,533
2 700 1,973
1 1000 2,478

Com os valores de [Biomassa seca] mg/L e de Abs (a 680 nm) apresentados na tabela A2.1
tragou-se a curva de calibragdo apresentada na Figura A2.1; esta curva apresenta um valor
de correlacao (r2) =0,9785, ou seja, r = 0,9892.

3 ' 0 0
| 2!5 | | 7 5
1 ' 0 0
!5 0
!00 ‘

Figura A2.1 — Curva de calibragido do crescimento da Chlorella vulgaris (rejeitada).
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Como r é inferior a 0,99 a curva de calibragdo devera ser ajustada até se obter r =2 0,99, para

tal o ponto correspondente a amostra 1 foi eliminado.

Tragou-se nova curva de calibragdo que é apresentada na Figura A2.2; esta curva

apresenta um valor de correlagao (r?) = 0,9869, ou seja, r = 0,9934.

2,50

2,00

1,50

1,00

Absorvéancia {a 680 nm)

0,50

0,00

Abs = 0,0028.[Biomassa seca] +0,1208
R?=0,9869 P 4
’//,.,
&
*
200 400 600 800
[Biomassa seca] {mg/L)

Figura A2.2 — Curva de calibragado do crescimento da Chlorella vulgaris.
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Anexo 3. Avaliag&o do crescimento microalgal

A avaliacéo do crescimento microalgal para os trés conjuntos de ensaios, em erlenmeyers

de 1 L, em que se fez variar as fontes nutricionais (aumento de Carbono e reducado de

Azoto) e as condigbes de stress (aumento da salinidade) foi efectuada de acordo com o

procedimento descrito em 11.4.2.

Anexo 3.1. Cultura em regime autotrofico e nove culturas de concentracdes

distintas em regime mixotrofico, com adicdo de carbono orgéanico (glucose)

Tabela A3.1 — Avaliagdo do crescimento em regime autotrofico

pH Absorvéancia (a 680 nm) [Bio. secal [Br:]oé;ie;a]

Data | Cultura | lido média A B meam | M9 (mg/L)
1 7,02 0,135 0,133 0,134 4,714

Dia 0 2 6,99 7,01 0,125 0,121 0,123 0,786 4,71
3 7,02 0,120 0,115 0,118 -1,179
1 7,27 0,202 0,203 0,203 29,179

Dia 1 2 7,22 7,23 0,198 0,192 0,195 26,500 25,90
3 7,21 0,185 0,180 0,183 22,036
1 7,60 0,222 0,221 0,222 35,964

Dia 2 2 7,56 7,56 0,235 0,229 0,232 39,714 37,45
3 7,52 0,225 0,222 0,224 36,679
1 7,59 0,358 0,354 0,356 84,000

Dia 3 2 7,48 7,53 0,376 0,375 0,376 90,964 83,29
3 7,52 0,331 0,330 0,331 74,893
1 7,55 0,655 0,645 0,650 | 189,000

Dia 4 2 7,53 7,51 0,705 0,708 0,707 | 209,179 192,99
3 7,44 0,627 0,627 0,627 | 180,786
1 8,21 0,742 0,740 0,741 221,500

Dia 5 2 8,51 8,26 0,762 0,757 0,760 | 228,107 223,35
3 8,06 0,739 0,737 0,738 | 220,429
1 8,17 0,782 0,783 0,783 | 236,321

Dia 6 2 8,32 8,18 0,775 0,774 0,775 | 233,464 236,44
3 8,04 0,793 0,790 0,792 | 239,536
1 9,19 0,896 0,912 0,904 | 279,714

Dia 7 2 9,01 9,03 0,878 0,873 0,876 | 269,536 285,37
3 8,88 0,990 0,970 0,980 | 306,857
1 8,47 0,877 0,897 0,887 | 273,643

Dia 8 2 8,48 8,51 0,879 0,875 0,877 | 270,071 280,37
3 8,57 0,949 0,958 0,954 | 297,393
1 8,43 0,870 0,877 0,874 | 268,821

Dia 9 2 8,60 8,49 0,877 0,876 0,877 | 269,893 274,36
3 8,44 0,932 0,902 0,917 | 284,357
1 8,10 0,879 0,867 0,873 | 268,643

Dia 10 2 8,20 8,15 0,907 0,892 0,900 | 278,107 276,50
3 8,16 0,922 0,903 0,913 | 282,750
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NOTA: Os valores de [Biomassa seca] para o Dia 0 na avaliagdo de crescimento em regime
autotrofico (assinalados a verde) n&o foram considerados no calculo da [Biomassa seca] média, pois
sdo divergentes:

- do valor lido para a cultura 1;

- do comportamento de crescimento verificado nas culturas mixotréficas para o dia 0

Tabela A3.2 — Avaliagcdo do crescimento em regime mixotréfico com 0,2 ggiuc/Lmeio

pH Absorvéancia (a 680 nm) [Bio. secal [Br:]oé'dsie;a]
Data | Cultura | lido média A B media | oM (mgiL)
1 6,81 0,164 0,164 0,164 15,429
Dia 0 2 6,83 6,83 0,167 0,164 0,166 15,964 15,73
3 6,85 0,166 0,164 0,165 15,786
1 7,04 0,359 0,343 0,351 82,214
Dia 1 2 7,02 7,05 0,344 0,335 0,340 78,107 88,11
3 7,09 0,418 0,406 0,412 | 104,000
1 7,58 0,499 0,494 0,497 | 134,179
Dia 2 2 7,54 7,57 0,471 0,477 0,474 | 126,143 135,79
3 7,60 0,528 0,537 0,533 | 147,036
1 8,40 0,649 0,650 0,650 | 188,821
Dia 3 2 8,38 8,50 0,623 0,614 0,619 | 177,750 192,63
3 8,73 0,709 0,716 0,713 | 211,321
1 8,30 0,658 0,674 0,666 | 194,714
Dia 4 2 8,11 8,17 0,641 0,641 0,641 185,786 200,07
3 8,10 0,743 0,729 0,736 | 219,714
1 8,31 0,747 0,738 0,743 | 222,036
Dia 5 2 8,36 8,38 0,710 0,707 0,709 | 209,893 222,99
3 8,46 0,791 0,778 0,785 | 237,036
1 8,04 0,805 0,816 0,811 246,321
Dia 6 2 8,09 8,06 0,764 0,781 0,773 | 232,750 242,33
3 8,06 0,826 0,804 0,815 | 247,929
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Tabela A3.3 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotréfico com 0,4 ggiuc/Lmeio

pH Absorvancia (a 680 nm) [B(Ii"[?(;j/sﬁ;a] [Br;loé;ie;a]
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L)
1 6,87 0,168 0,171 0,170 17,393
Dia 0 2 6,388 6,88 0,170 0,178 0,174 19,000 17,69
3 6,90 0,172 0,163 0,168 16,679
1 6,93 0,429 0,437 0,433 111,500
Dia 1 2 6,81 6,81 0,432 0,434 0,433 111,500 112,45
3 6,70 0,457 0,425 0,441 114,357
1 7,73 0,578 0,591 0,585 165,607
Dia 2 2 7,69 7,63 0,624 0,638 0,631 182,214 167,75
3 7,46 0,545 0,567 0,556 155,429
1 9,11 0,774 0,791 0,783 236,321
Dia 3 2 9,51 9,26 0,815 0,786 0,801 242,750 237,75
3 9,17 0,779 0,774 0,777 234,179
1 8,57 0,822 0,818 0,820 249,714
Dia 4 2 8,97 8,83 0,811 0,814 0,813 247,036 245,73
3 8,95 0,797 0,791 0,794 240,429
1 8,66 0,873 0,876 0,875 269,179
Dia 5 2 9,30 8,95 0,828 0,820 0,824 251,143 258,88
3 8,88 0,860 0,817 0,839 256,321
1 8,30 0,917 0,891 0,904 279,714
Dia 6 2 8,88 8,48 0,845 0,866 0,856 262,393 268,82
3 8,25 0,852 0,870 0,861 264,357
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Tabela A3.4 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotréfico com 0,6 ggiuc/Lmeio

pH Absorvancia (a 680 nm) [B(Ii"[?(;j/sﬁ;a] [Br;loé;ie;a]
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L)
1 6,94 0,195 0,196 0,196 26,679
Dia 0 2 6,94 6,95 0,196 0,196 0,196 26,857 26,74
3 6,97 0,196 0,195 0,196 26,679
1 7,03 0,521 0,520 0,521 142,750
Dia 1 2 7,05 7,02 0,556 0,624 0,590 167,571 156,86
3 6,99 0,575 0,564 0,570 160,250
1 7,09 0,877 0,875 0,876 269,714
Dia 2 2 7,19 7,10 0,939 0,963 0,951 296,500 289,48
3 7,02 0,968 0,966 0,967 302,214
1 9,05 1,118 1,121 1,120 356,679
Dia 3 2 8,99 9,07 1,127 1,145 1,136 362,571 360,13
3 9,17 1,128 1,136 1,132 361,143
1 8,91 1,099 1,100 1,100 349,536
Dia 4 2 8,91 8,96 1,113 1,114 1,114 354,536 347,93
3 9,05 1,074 1,070 1,072 339,714
1 9,29 1,173 1,178 1,176 376,679
Dia 5 2 9,28 9,24 1,177 1,174 1,176 376,679 373,70
3 9,16 1,152 1,149 1,151 367,750
1 9,27 1,226 1,219 1,223 393,464
Dia 6 2 9,27 9,30 1,292 1,256 1,274 411,857 404,95
3 9,36 1,258 1,277 1,268 409,536
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Tabela A3.5 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotréfico com 0,8 ggiuc/Lmeio

pH Absorvancia (a 680 nm) [B(Ii"[?(;j/sﬁ;a] [Br;loé;ie;a]
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L)
1 6,92 0,201 0,196 0,199 27,750
Dia 0 2 6,96 6,94 0,199 0,199 0,199 27,929 27,87
3 6,95 0,198 0,200 0,199 27,929
1 6,98 0,583 0,575 0,579 163,643
Dia 1 2 7,04 7,03 0,564 0,569 0,567 159,179 160,25
3 7,08 0,562 0,564 0,563 157,929
1 6,86 1,119 1,099 1,109 352,929
Dia 2 2 6,76 6,83 1,101 1,102 1,102 350,250 356,80
3 6,86 1,132 1,166 1,149 367,214
1 9,00 1,392 1,398 1,395 455,071
Dia 3 2 8,88 8,94 1,377 1,381 1,379 449,357 451,98
3 8,93 1,379 1,391 1,385 451,500
1 8,61 1,357 1,352 1,355 440,607
Dia 4 2 8,73 8,67 1,384 1,399 1,392 453,821 445,85
3 8,67 1,359 1,364 1,362 443,107
1 8,94 1,392 1,382 1,387 452,214
Dia 5 2 9,01 9,01 1,412 1,409 1,411 460,607 454,60
3 9,08 1,369 1,398 1,384 450,964
1 8,75 1,390 1,407 1,399 456,321
Dia 6 2 8,79 8,78 1,434 1,402 1,418 463,286 455,49
3 8,79 1,376 1,368 1,372 446,857
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Tabela A3.6 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio

pH Absorvancia (@680 NM) | gjg. o, | [BIO: secal
: : ) média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (mg/L)
1 7,02 0,137 0,139 0,138 6,143
Dia 0 2 7,09 6,98 0,138 0,137 0,138 5,964 5,90
3 6,83 0,137 0,136 0,137 5,607
1 7,21 0,414 0,419 0,417 105,607
Dia 1 2 7,31 7,19 0,411 0,417 0,414 104,714 99,24
3 7,06 0,360 0,371 0,366 87,393
1 6,90 1,166 1,169 1,168 | 373,821
Dia 2 2 6,74 6,85 1,101 1,070 1,086 344,536 364,42
3 6,91 1,175 1,166 1,171 374,893
1 8,79 1,479 1,571 1,525 | 501,500
Dia 3 2 8,42 8,64 1,480 1,485 1,483 486,321 500,43
3 8,72 1,594 1,523 1,559 | 513,464
1 8,68 1,500 1,490 1,495 | 490,786
Dia 4 2 8,56 8,63 1,473 1,488 1,481 485,607 494,30
3 8,66 1,549 1,529 1,539 | 506,500
1 9,05 1,552 1,541 1,547 509,179
Dia 5 2 9,04 9,03 1,552 1,495 1,524 500,964 515,01
3 9,01 1,621 1,616 1,619 | 534,893
1 8,77 1,581 1,573 1,577 520,071
Dia 6 2 8,91 8,96 1,606 1,589 1,598 527,393 524,48
3 9,19 1,616 1,571 1,594 | 525,964

Tabela A3.7 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,5 ggiue/Lmeio

pH Absorvancia (a 680 nm) [BiO. seca] [BiO. seca]
- - ] média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (malL)
1 6,99 0,123 0,133 0,128 2,571
Dia 0 2 6,99 6,99 0,142 0,143 0,143 7,750 5,13
3 6,99 0,139 0,131 0,135 5,071
1 6,97 0,378 0,380 0,379 92,214
Dia 1 2 7,00 7,00 0,387 0,368 0,378 91,679 91,32
3 7,03 0,381 0,365 0,373 90,071
1 6,88 1,138 1,147 1,143 364,893
Dia 2 2 6,87 6,91 1,173 1,203 1,188 381,143 370,67
3 6,99 1,176 1,115 1,146 365,964
1 7,23 1,322 1,318 1,320 428,286
Dia 3 2 7,27 7,28 1,324 1,321 1,323 429,179 426,56
3 7,35 1,301 1,305 1,303 422,214
1 7,48 1,415 1,395 1,405 458,643
Dia 4 2 7,58 7,57 1,401 1,427 1,414 461,857 460,25
3 7,66 1,417 1,402 1,410 460,250
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Tabela A3.8 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotréfico com 2,0 ggiuc/Lmeio

pH Absorvancia (@680 NM) | gjg. o, | [BIO: secal
: : ) média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (mg/L)
1 7,00 0,142 0,145 0,144 8,107
Dia 0 2 6,94 6,98 0,150 0,147 0,149 9,893 8,35
3 7,00 0,141 0,140 0,141 7,036
1 7,03 0,380 0,385 0,383 93,464
Dia 1 2 7,06 7,01 0,389 0,414 0,402 100,250 96,20
3 6,95 0,396 0,377 0,387 94,893
1 6,94 1,116 1,100 1,108 352,571
Dia 2 2 6,96 6,94 1,219 1,228 1,224 393,821 382,10
3 6,92 1,241 1,240 1,241 399,893
1 6,68 1,358 1,382 1,370 | 446,143
Dia 3 2 6,83 6,79 1,404 1,407 1,406 458,821 453,94
3 6,85 1,394 1,406 1,400 | 456,857
1 7,01 1,392 1,452 1,422 464,714
Dia 4 2 7,07 7,10 1,491 1,490 1,491 489,179 481,74
3 7,22 1,508 1,485 1,497 491,321

Tabela A3.9 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 2,5 ggiue/Lmeio

pH Absorvancia (a 680 nm) [BiO. seca] [BiO. seca]
. . ) média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (malL)
1 6,94 0,136 0,142 0,139 6,500
Dia 0 2 6,95 6,94 0,140 0,159 0,150 10,250 7,75
3 6,94 0,138 0,140 0,139 6,500
1 6,97 0,387 0,405 0,396 98,286
Dia 1 2 6,96 6,96 0,428 0,428 0,428 109,714 103,82
3 6,95 0,415 0,406 0,411 103,464
1 6,86 1,393 1,381 1,387 452,214
Dia 2 2 6,91 6,89 1,345 1,365 1,355 440,786 444,65
3 6,89 1,350 1,361 1,356 440,964
1 5,93 1,548 1,594 1,571 517,929
Dia 3 2 5,82 5,94 1,554 1,578 1,566 516,143 531,74
3 6,06 1,717 1,667 1,692 561,143
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Tabela A3.10 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotréfico com 3,0 ggiue/Lmeio

pH Absorvancia (@680 NM) | gjg. o, | [BIO: secal
: : ) média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (mg/L)
1 6,97 0,135 0,131 0,133 4,357
Dia 0 2 6,97 6,97 0,133 0,150 0,142 7,393 5,61
3 6,96 0,134 0,136 0,135 5,071
1 6,97 0,398 0,393 0,396 98,107
Dia 1 2 6,98 7,00 0,389 0,401 0,395 97,929 100,31
3 7,04 0,417 0,412 0,415 104,893
1 6,85 1,248 1,310 1,279 413,643
Dia 2 2 6,88 6,89 1,348 1,273 1,311 424,893 432,45
3 6,94 1,388 1,423 1,406 | 458,821
1 5,84 1,865 1,782 1,824 | 608,107
Dia 3 2 6,07 5,80 1,695 1,717 1,706 566,143 548,58
3 5,48 1,510 1,372 1,441 471,500
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Anexo 3.2. Cinco culturas de concentra¢fes distintas, em regime mixotréfico

de 1,0 ggiucose/L cOmM subtracgéo de azoto ao meio de cultura

Nas tabelas seguintes apresentam-se os resultados obtidos no estudo de crescimento de

Chlorella vulgaris em diferentes condigbes de cultivo em regime mixotréfico com reducao da

concentragao de azoto no meio de cultura.

Tabela A3.11 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 gguc/Lmeio (igual a

tabela A3.6)
pH Absorvancia (a 680 nm) [BiO. seca] [Bio. seca]
. . . média
Data | Cultura lido média A B média (mg/L) (mg/L)
1 7,02 0,137 0,139 0,138 6,143
Dia 0 2 7,09 6,98 0,138 0,137 0,138 5,964 5,90
3 6,83 0,137 0,136 0,137 5,607
1 7,21 0,414 0,419 0,417 105,607
Dia 1 2 7,31 7,19 0,411 0,417 0,414 104,714 99,24
3 7,06 0,360 0,371 0,366 87,393
1 6,90 1,166 1,169 1,168 373,821
Dia 2 2 6,74 6,85 1,101 1,070 1,086 344,536 364,42
3 6,91 1,175 1,166 1,171 374,893
1 8,79 1,479 1,571 1,525 501,500
Dia 3 2 8,42 8,64 1,480 1,485 1,483 486,321 500,43
3 8,72 1,594 1,523 1,559 513,464
1 8,68 1,500 1,490 1,495 490,786
Dia 4 2 8,56 8,63 1,473 1,488 1,481 485,607 494,30
3 8,66 1,549 1,529 1,539 506,500
1 9,05 1,552 1,541 1,547 509,179
Dia 5 2 9,04 9,03 1,552 1,495 1,524 500,964 515,01
3 9,01 1,621 1,616 1,619 534,893
1 8,77 1,581 1,573 1,577 520,071
Dia 6 2 8,91 8,96 1,606 1,589 1,598 527,393 524,48
3 9,19 1,616 1,571 1,594 525,964
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Tabela A3.12 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio ©

subtraccao da fonte de azoto (NaNO3) em 20% (0,8N)

pH Absorvancia (2680 nm) | gijo. .,..] [Bio'-ds.eca]

Data | Cultura | lido | média | A B media | MolL) | (TR
1 6,99 0,138 0,135 0,137 5,607

Dia 0 2 6,96 6,97 0,140 0,138 0,139 6,500 6,08
3 6,95 0,140 0,136 0,138 6,143
1 7,00 0,314 0,309 0,312 68,107

Dia 1 2 7,01 7,02 0,315 0,316 0,316 69,536 68,88
3 7,05 0,318 0,310 0,314 69,000
1 7,04 0,991 1,028 1,010 | 317,393

Dia 2 2 6,95 7,06 1,038 1,016 1,027 | 323,643 321,92
3 7,19 1,031 1,029 1,030 | 324,714
1 7,50 1,182 1,168 1,175 | 376,500

Dia 3 2 7,52 7,58 1,145 1,164 1,155 | 369,179 374,95
3 7,72 1,178 1,187 1,183 | 379,179
1 8,20 1,332 1,333 1,333 | 432,750

Dia 4 2 8,25 8,23 1,319 1,315 1,317 | 427,214 435,43
3 8,24 1,366 1,375 1,371 446,321
1 8,57 1,349 1,353 1,351 | 439,357

Dia 5 2 8,55 8,56 1,368 1,369 1,369 | 445,607 440,67
3 8,55 1,348 1,341 1,345 | 437,036

Tabela A3.13 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio ©

subtraccao da fonte de azoto (NaNO3) em 40% (0,6N)

pH Absorvancia (a 680 nm) [BiO. seca] [BiO,-J.eca]

Data | Cultura | lido média A B média | (ML) (r:;leg/'f)
1 6,97 0,133 0,131 0,132 4,000

Dia 0 2 6,95 6,97 0,131 0,131 0,131 3,643 3,52
3 6,98 0,137 0,121 0,129 2,929
1 7,02 0,298 0,298 0,298 63,286

Dia 1 2 6,99 7,01 0,283 0,276 0,280 56,679 62,27
3 7,02 0,308 0,308 0,308 66,857
1 6,75 0,949 0,956 0,953 | 297,036

Dia 2 2 7,05 6,98 0,980 0,982 0,981 307,214 306,08
3 7,13 1,003 0,997 1,000 | 314,000
1 7,26 1,079 1,067 1,073 340,071

Dia 3 2 7,30 7,30 1,055 1,065 1,060 | 335,429 350,31
3 7,33 1,170 1,174 1,172 | 375,429
1 7,69 1,405 1,137 1,271 410,786

Dia 4 2 7,74 7,74 1,105 1,093 1,099 | 349,357 387,75
3 7,80 1,246 1,253 1,250 | 403,107
1 7,95 1,191 1,173 1,182 379,000

Dia 5 2 8,12 8,07 1,141 1,149 1,145 | 365,786 385,49
3 8,15 1,271 1,276 1,274 | 411,679
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Tabela A3.14 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio €
subtracgéo da fonte de azoto (NaNO;) em 60% (0,4N)

pH Absorvancia (@680 NM) | gjo. or | [BI1O; secal
- - ] média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (mg/L)
1 6,97 0,127 0,128 0,128 2,393
Dia 0 2 6,96 6,97 0,127 0,131 0,129 2,929 3,11
3 6,97 0,133 0,131 0,132 4,000
1 6,94 0,276 0,275 0,276 55,250
Dia 1 2 7,00 6,96 0,285 0,287 0,286 59,000 57,27
3 6,95 0,285 0,279 0,282 57,571
1 6,95 0,914 0,912 0,913 | 282,929
Dia 2 2 6,99 6,95 0,918 0,917 0,918 | 284,536 285,43
3 6,90 0,934 0,925 0,930 | 288,821
1 6,96 1,007 1,017 1,012 318,286
Dia 3 2 6,96 6,97 1,081 1,079 1,080 | 342,571 331,02
3 7,00 1,056 1,046 1,051 332,214
1 7,38 1,037 1,016 1,027 323,464
Dia 4 2 7,36 7,38 1,124 1,123 1,124 | 358,107 346,02
3 7,40 1,104 1,134 1,119 356,500
1 7,63 0,989 0,974 0,982 | 307,393
Dia 5 2 7,61 7,62 1,111 1,108 1,110 | 353,107 336,44
3 7,63 1,089 1,106 1,098 | 348,821

Tabela A3.15 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 gguc/Lmeio €
subtraccao da fonte de azoto (NaNO3) em 80% (0,2N)

pH Absorvancia (a 680 nm) [BiO. seca] [BiO. seca]
. . ) média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (mgll)
1 6,94 0,130 0,126 0,128 2,571
Dia 0 2 6,95 6,95 0,121 0,122 0,122 0,250 1,44
3 6,95 0,125 0,125 0,125 1,500
1 7,01 0,301 0,296 0,299 63,464
Dia 1 2 6,94 6,98 0,248 0,244 0,246 44,714 54,06
3 7,00 0,266 0,278 0,272 54,000
1 6,99 0,997 0,946 0,972 303,821
Dia 2 2 6,87 6,95 0,856 0,882 0,869 267,214 279,48
3 6,99 0,879 0,860 0,870 267,393
1 6,55 1,049 1,022 1,036 326,679
Dia 3 2 6,58 6,56 1,037 1,043 1,040 328,286 326,26
3 6,55 1,033 1,022 1,028 323,821
1 6,57 1,001 1,000 1,001 314,179
Dia 4 2 6,63 6,61 1,046 1,059 1,053 332,750 322,04
3 6,62 1,019 1,010 1,015 319,179
1 6,73 0,975 0,972 0,974 304,536
Dia 5 2 6,75 6,73 0,991 0,985 0,988 309,714 306,74
3 6,72 0,972 0,983 0,978 305,964
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Anexo 3.3. Nove culturas de concentragdes distintas, em regime mixotrofico de
1,0 ggiucose/L com adi¢éo de cloreto de s6dio ao meio de cultura

Nas tabelas seguintes apresentam-se os resultados obtidos no estudo de crescimento de
Chlorella vulgaris em diferentes condi¢des de cultivo em regime mixotréfico com adigéo de

cloreto de sddio ao meio de cultura.

Tabela A3.16 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 ggiuc/Lmeio (igual a
tabela A3.6 e a Tabela A3.11)

pH Absorvancia (a 680 nm) [BIO. seca] [Bio. seca]
- - - média
Data | Cultura | lido média A B média | (Mg/L) (mglL)
1 7,02 0,137 0,139 0,138 6,143
Dia 0 2 7,09 6,98 0,138 0,137 0,138 5,964 5,90
3 6,83 0,137 0,136 0,137 5,607
1 7,21 0,414 0,419 0,417 105,607
Dia 1 2 7,31 7,19 0,411 0,417 0,414 104,714 99,24
3 7,06 0,360 0,371 0,366 87,393
1 6,90 1,166 1,169 1,168 373,821
Dia 2 2 6,74 6,85 1,101 1,070 1,086 344,536 364,42
3 6,91 1,175 1,166 1,171 374,893
1 8,79 1,479 1,571 1,525 501,500
Dia 3 2 8,42 8,64 1,480 1,485 1,483 486,321 500,43
3 8,72 1,594 1,523 1,559 513,464
1 8,68 1,500 1,490 1,495 490,786
Dia 4 2 8,56 8,63 1,473 1,488 1,481 485,607 494,30
3 8,66 1,549 1,529 1,539 506,500
1 9,05 1,552 1,541 1,547 509,179
Dia 5 2 9,04 9,03 1,552 1,495 1,524 500,964 515,01
3 9,01 1,621 1,616 1,619 534,893
1 8,77 1,581 1,573 1,577 520,071
Dia 6 2 8,91 8,96 1,606 1,589 1,598 527,393 524,48
3 9,19 1,616 1,571 1,594 525,964
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Tabela A3.17 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo
de cloreto de sédio em 250% (2,5x)

pH Absorvancia (2680 nm) | gijo. .,..] [Bio'-ds.eca]

Data | Cultura | lido | média | A B media | MolL) | (TR
1 6,92 0,139 0,136 0,138 5,964

Dia 0 2 6,93 6,93 0,137 0,139 0,138 6,143 5,90
3 6,95 0,134 0,139 0,137 5,607
1 7,00 0,308 0,303 0,306 65,964

Dia 1 2 6,99 7,00 0,317 0,310 0,314 68,821 67,51
3 7,00 0,311 0,310 0,311 67,750
1 7,12 1,002 1,026 1,014 | 319,000

Dia 2 2 7,05 7,09 1,051 1,063 1,057 | 334,357 329,54
3 7,09 1,071 1,048 1,060 | 335,250
1 7,71 1,162 1,171 1,167 | 373,464

Dia 3 2 7,67 7,70 1,185 1,193 1,189 | 381,500 379,60
3 7,72 1,196 1,195 1,196 | 383,821
1 8,40 1,295 1,302 1,299 | 420,607

Dia 4 2 8,43 8,43 1,351 1,328 1,340 | 435,250 432,21
3 8,46 1,355 1,355 1,355 | 440,786
1 8,56 1,319 1,329 1,324 | 429,714

Dia 5 2 8,66 8,63 1,395 1,386 1,391 | 453,464 446,74
3 8,68 1,403 1,398 1,401 | 457,036

Tabela A3.18 — Avaliagédo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo
de cloreto de sédio em 500% (5,0x)

pH Absorvancia (a 680 nm) [BiO. seca] [BiO,-J.eca]

Data | Cultura | lido média A B média | (ML) (r:;leg/'f)
1 7,01 0,139 0,140 0,140 6,679

Dia 0 2 6,97 7,00 0,139 0,140 0,140 6,679 6,44
3 7,02 0,137 0,138 0,138 5,964
1 7,01 0,305 0,313 0,309 67,214

Dia 1 2 7,04 7,01 0,308 0,303 0,306 65,964 66,92
3 6,99 0,311 0,309 0,310 67,571
1 7,02 1,019 1,005 1,012 | 318,286

Dia 2 2 7,11 7,05 0,993 0,984 0,989 | 309,893 317,21
3 7,02 1,035 1,018 1,027 | 323,464
1 7,57 1,153 1,161 1,157 370,071

Dia 3 2 7,68 7,61 1,115 1,121 1,118 | 356,143 358,76
3 7,59 1,095 1,107 1,101 350,071
1 8,57 1,250 1,337 1,294 418,821

Dia 4 2 8,46 8,49 1,286 1,279 1,283 | 414,893 410,25
3 8,45 1,225 1,240 1,233 | 397,036
1 8,86 1,289 1,260 1,275 | 412,036

Dia 5 2 8,66 8,69 1,324 1,302 1,313 | 425,786 411,26
3 8,54 1,232 1,227 1,230 | 395,964
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Tabela A3.19 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo
de cloreto de sédio em 750% (7,5x)

pH Absorvancia (2680 nm) | gijo. .,..] [Bio'-ds.eca]

Data | Cultura | lido | média | A B media | MolL) | (TR
1 6,92 0,139 0,137 0,138 6,143

Dia 0 2 6,98 6,94 0,139 0,144 0,142 7,393 6,38
3 6,93 0,138 0,135 0,137 5,607
1 6,98 0,305 0,313 0,309 67,214

Dia 1 2 6,72 6,89 0,288 0,282 0,285 58,643 64,77
3 6,97 0,315 0,310 0,313 68,464
1 7,05 1,002 0,982 0,992 | 311,143

Dia 2 2 7,01 7,03 0,905 0,997 0,951 | 296,500 308,05
3 7,03 1,013 1,001 1,007 | 316,500
1 7,66 1,138 1,120 1,129 | 360,071

Dia 3 2 7,59 7,62 1,055 1,060 1,058 | 334,536 351,08
3 7,61 1,129 1,121 1,125 | 358,643
1 8,45 1,208 1,190 1,199 | 385,071

Dia 4 2 8,48 8,45 1,141 1,154 1,148 | 366,679 384,60
3 8,43 1,243 1,250 1,247 | 402,036
1 8,55 1,195 1,160 1,178 | 377,393

Dia 5 2 8,72 8,61 1,126 1,135 1,131 | 360,607 375,43
3 8,56 1,206 1,210 1,208 | 388,286

Tabela A3.20 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo
de cloreto de sédio em 1.000% (10x)

pH Absorvancia (a 680 nm) [BiO. seca] [Bni10édsie;a]

Data | Cultura | lido média A B média | (ML) (mglL)
1 6,94 0,138 0,142 0,140 6,857

Dia 0 2 6,98 6,97 0,137 0,137 0,137 5,786 6,50
3 6,98 0,141 0,139 0,140 6,857
1 6,93 0,314 0,304 0,309 67,214

Dia 1 2 6,96 6,96 0,311 0,303 0,307 66,500 67,81
3 6,98 0,316 0,316 0,316 69,714
1 7,00 0,922 0,966 0,944 | 294,000

Dia 2 2 7,07 7,06 0,963 0,980 0,972 | 303,821 304,48
3 7,12 1,036 0,973 1,005 | 315,607
1 7,54 1,088 1,078 1,083 | 343,643

Dia 3 2 7,60 7,61 1,204 1,089 1,147 | 366,321 358,40
3 7,68 1,140 1,147 1,144 | 365,250
1 8,42 1,215 1,222 1,219 392,036

Dia 4 2 8,42 8,42 1,243 1,241 1,242 | 400,429 404,18
3 8,41 1,294 1,300 1,297 | 420,071
1 8,60 1,436 1,230 1,333 | 432,929

Dia 5 2 8,61 8,62 1,256 1,253 1,255 | 404,893 425,19
3 8,66 1,368 1,325 1,347 | 437,750
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Tabela A3.21 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo
de cloreto de sédio em 5.000% (50x)

pH Absorvancia (2680 nm) | gijo. .,..] [Br':'loé'dsie;a]

Data | Cultura | lido média A B média | (Mg/L) (mg/L)
1 6,84 0,133 0,137 0,135 5,071

Dia 0 2 6,83 6,83 0,130 0,134 0,132 4,000 5,25
3 6,83 0,139 0,140 0,140 6,679
1 7,00 0,362 0,349 0,356 83,821

Dia 1 2 6,95 6,97 0,341 0,347 0,344 79,714 89,42
3 6,96 0,413 0,415 0,414 | 104,714
1 7,02 0,839 0,829 0,834 | 254,714

Dia 2 2 7,06 7,00 0,876 0,848 0,862 | 264,714 258,46
3 6,91 0,832 0,843 0,838 | 255,964
1 7,96 0,635 0,605 0,620 | 178,286

Dia 3 2 8,08 8,09 0,750 0,754 0,752 | 225,429 218,11
3 8,23 0,807 0,838 0,823 | 250,607
1 8,39 0,908 0,895 0,902 | 278,821

Dia 4 2 8,47 8,43 0,917 0,933 0,925 | 287,214 288,52
3 8,43 0,958 0,961 0,960 | 299,536

Tabela A3.22 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adigéo

de cloreto de sédio em 10.000% (100x)

pH Absorvancia (a 680 nm) [Bi0. seca] [Bio. seca]
- - - média
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (mg/L)
1 6,79 0,142 0,138 0,140 6,857
Dia 0 2 6,78 6,79 0,137 0,138 0,138 5,964 6,56
3 6,79 0,140 0,140 0,140 6,857
1 6,90 0,279 0,230 0,255 47,750
Dia 1 2 6,88 6,86 0,173 0,171 0,172 18,286 23,58
3 6,81 0,135 0,133 0,134 4,714
1 6,70 0,545 0,516 0,531 146,321
Dia 2 2 6,56 6,60 0,448 0,502 0,475 | 126,500 132,87
3 6,55 0,502 0,444 0,473 | 125,786
1 7,93 0,523 0,460 0,492 | 132,393
Dia 3 2 8,12 7,94 0,435 0,396 0,416 | 105,250 105,73
3 7,78 0,343 0,344 0,344 79,536
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Tabela A3.23 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo
de cloreto de sédio em 15.000% (150x)

pH Absorvancia (2680 nm) | gijo. .,..] [Br':'loé'dsie;a]
Data | Cultura | lido média A B média | (Mg/L) (mg/L)
1 6,79 0,135 0,138 0,137 5,607
Dia 0 2 6,79 6,79 0,140 0,130 0,135 5,071 6,14
3 6,80 0,141 0,144 0,143 7,750
1 6,89 0,250 0,267 0,259 49,179
Dia 1 2 6,95 6,92 0,275 0,290 0,283 57,750 55,19
3 6,92 0,281 0,289 0,285 58,643
1 6,91 0,396 0,420 0,408 | 102,571
Dia 2 2 7,09 6,92 0,381 0,333 0,357 84,357 115,67
3 6,77 0,547 0,591 0,569 | 160,071
1 7,60 0,282 0,278 0,280 56,857
Dia 3 2 7,78 7,84 0,280 0,273 0,277 55,607 80,61
3 8,15 0,473 0,493 0,483 | 129,357

Tabela A3.24 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 ggiuc/Lmeio € adigéo
de cloreto de sédio em 20.000% (200x)

pH Absorvancia (a 680 nm) [Bi0. seca] [Bio. seca]
. . - media
Data | Cultura | lido média A B média (mg/L) (mg/L)
1 6,80 0,131 0,133 0,132 4,000
Dia 0 2 6,77 6,78 0,134 0,137 0,136 5,250 4,12
3 6,78 0,124 0,135 0,130 3,107
1 6,89 0,254 0,255 0,255 47,750
Dia 1 2 6,90 6,88 0,277 0,275 0,276 55,429 47,87
3 6,86 0,233 0,235 0,234 40,429
1 6,81 0,369 0,298 0,334 75,964
Dia 2 2 6,86 6,82 0,442 0,376 0,409 | 102,929 83,05
3 6,78 0,315 0,320 0,318 70,250
1 7,91 0,391 0,388 0,390 95,964
Dia 3 2 7,99 7,82 0,290 0,314 0,302 64,714 70,37
3 7,57 0,255 0,269 0,262 50,429
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Anexo 4. Determinacdo da massa de agua contida na biomassa algal humida

Para se proceder a quantificacdo de o6leos por gravimetria (conforme descrito em 11.5.) é

necessario conhecer-se o teor de agua contida na biomassa algal.

Com base em diversas referéncias bibliograficas sobre microalgas sabe-se que a biomassa

algal é constituida por 85% a 90% de agua.

Conforme referido em Il.4.c) procedeu-se a liofilizagdo da biomassa humida colhida para
tragar a curva de calibragéo. Este procedimento vai desidratar a biomassa humida, obtendo-
se no final do processo biomassa seca. Os valores obtidos sdao os apresentados na Tabela
Ad1.

Tabela A4.1 — Determinagao do teor de Biomassa algal seca

m (Epp.) (@) m (Epp.+ Biom m (Biom m (Epp.+ Biom m (Biom % Biomassa
PP {9 hamida) (g) humida) (g) seca) (g) seca) (g) seca
0,8702 1,3857 0,5155 0,9281 0,0579 11,2

Exemplos de calculo:
m (Biom himida) = m (Epp.+ Biom humida) - m (Epp.) (g)
m (Biom seca) = m (Epp.+ Biom seca) - m (Epp.) (9)

0,0579 = 100

05155 2%

Y% Biomassa seca =

Determinac&o do teor de Agua (m/m) presente na biomassa humida:
% Biomassa seca + % Agua = 100%

% Agua = 100 — 11,2 = 88,8%

NOTA: No procedimento descrito em I1.5. o valor do teor de Agua foi aproximado a 90%, por uma

questao de simplificagdo de calculos.
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Anexo 5. Determinacdo das produtividades méaximas de biomassa seca

Neste Anexo apresenta-se um exemplo de calculo relativo a produtividade de biomassa

seca, cujos resultados foram apresentados no capitulo 11.2.4.

O valor da produtividade de biomassa seca € o declive da recta de ajuste tangente formada

pelo conjunto dos pontos de valor de concentragao de biomassa seca ao longo do tempo:

concentraciofinal — concentracioinicial

cAdutividade =
pr diafinal — dignicial

Exemplos de célculo:

Para o regime autotrofico e entre os dias 2 e 4 (periodo de 48h), tem-se:

192,99 — 37,45

dutividade =
produtividade Py

— mg
= 7777 TP dia
Todos os valores calculados sdo apresentados nas Tabelas A5.1 a A5.9, que serviram de

base para a construgédo da Tabela Ill.1 e da Figura 111.12 do capitulo 111.2.4.

Tabela A5.1 — Produtividade em biomassa seca (Mmgsecas/L.dia) para periodos de 24h para
as culturas em regime autotrofico e em regime mixotréfico com adicdo de concentragbes
distintas de glucose

Periodo Auto Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix
0,2.gluc | 0,4.gluc | 0,6.gluc | 0,8.gluc | 1,0.gluc | 1,5.gluc | 2,0.gluc

Dias 0-1 21,19 72,38 94,76 130,12 132,38 93,33 86,19 87,86
Dias 1-2 11,55 47,68 55,30 132,62 196,55 265,18 279,35 285,89
Dias 2-3 45,83 56,85 70,00 70,65 95,18 | 136,01 55,89 71,85
Dias 3-4 109,70 7,44 7,98 -12,20 -6,13 -6,13 33,69 27,80
Dias 4-5 30,36 22,92 13,15 25,77 8,75 20,71
Dias 5-6 13,10 19,35 9,94 31,25 0,89 9,46
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Tabela A5.2 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 48h para a

cultura em

regime autotréfico e culturas em

concentragoes distintas de glucose

regime mixotréfico com adicdo de

FEREe A9 O,yé)l(uc O,rg;)l(uc O,é\./lglj)l(uc O,&;\{Iglj)l(uc 1,(,)\.Ag|])l(uc 1,F|>\./IQI])I(uc 2,C')\./|§I;)I(uc
Dias 0-2 16,37 60,03 75,03 131,37 164,46 179,26 182,77 186,88
Dias 1-3 28,69 52,26 62,65 101,64 145,86 200,60 167,62 178,87
Dias 2-4 77,77 32,14 38,99 29,23 44,52 64,94 44,79 49,82
Dias 3-5 70,03 15,18 10,57 6,79 1,31 7,29

Dias 4-6 21,73 21,13 11,55 28,51 4,82 15,09

Tabela A5.3 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 72h para a

cultura em

regime autotréfico e culturas em

concentragdes distintas de glucose

regime mixotréfico com adicdo de

Periodo Auto Mix Mix Mix Mix Mix Mix Mix
0,2.gluc | 0,4.gluc | 0,6.gluc | 0,8.gluc | 1,0.gluc | 1,5.gluc | 2,0.gluc

Dias 0-3 26,19 58,97 73,35 111,13 141,37 164,84 140,48 148,53

Dias 1-4 55,69 37,32 44,42 63,69 95,20 131,69 122,98 128,51

Dias 2-5 61,96 29,07 30,38 28,08 32,60 50,20

Dias 3-6 51,05 16,57 10,36 14,94 1,17 8,02

Tabela A5.4 — Produtividade em biomassa seca (Mmgsecas/L.dia) para periodos de 24h para

as culturas em regime mixotréfico com adigdo de 1,0 ggud/lmeic © Subtracgdo de

concentragoes distintas da fonte de azoto ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0; 0,8N | Mix 1,0; 0,6N | Mix 1,0; 0,4N | Mix 1,0; 0,2N
Dias 0-1 62,80 58,75 54,17 52,62
Dias 1-2 253,04 243,81 228,15 225,42
Dias 2-3 53,04 44,23 45,60 46,79
Dias 3-4 60,48 37,44 15,00 -4,23
Dias 4-5 5,24 -2,26 -9,58 -15,30

Tabela A5.5 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 48h para

as culturas em regime mixotréfico com adigdo de 1,0 ggud/lmeic © Subtracgdo de

concentragoes distintas da fonte de azoto ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0; 0,8N | Mix 1,0; 0,6N | Mix 1,0; 0,4N | Mix 1,0; 0,2N
Dias 0-2 157,92 151,28 141,16 139,02
Dias 1-3 153,04 144,02 136,88 136,10
Dias 2-4 56,76 40,83 30,30 21,28
Dias 3-5 32,86 17,59 2,71 -9,76
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Tabela A5.6 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 72h para

as culturas em regime mixotrofico com adigdo de 1,0 ggud/lmeic © Subtracgdo de

concentragoes distintas da fonte de azoto ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0; 0,8N | Mix 1,0; 0,6N | Mix 1,0; 0,4N | Mix 1,0; 0,2N
Dias 0-3 122,96 115,60 109,31 108,27
Dias 1-4 122,18 108,49 96,25 89,33
Dias 2-5 39,58 26,47 17,00 9,09

Tabela A5.7 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 24h para
as culturas em regime mixotrofico com adigdo de 1,0 gguc/Lmeic © adigdo de concentragdes

distintas de cloreto de s6dio ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0;

2,5x NaCl 5x NaCl 7,5x NaCl | 10x NaCl | 50x NacCl
Dias 0-1 61,61 60,48 58,39 61,31 84,17
Dias 1-2 262,02 250,30 243,27 236,67 169,05
Dias 2-3 50,06 41,55 43,04 53,93 -40,36
Dias 3-4 52,62 51,49 33,51 45,77 70,42
Dias 4-5 14,52 1,01 -9,17 21,01

Tabela A5.8 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 48h para
as culturas em regime mixotrofico com adigéo de 1,0 gguc/Lmeic © adigdo de concentragdes

distintas de cloreto de s6dio ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0;

2,5x NaCl 5x NaCl 7,5x NaCl | 10x NacCl 50x NaCl
Dias 0-2 161,82 155,39 150,83 148,99 126,61
Dias 1-3 156,04 145,92 143,15 145,30 64,35
Dias 2-4 51,34 46,52 38,27 49,85 15,03
Dias 3-5 33,57 26,25 12,17 33,39

Tabela A5.9 — Produtividade em biomassa seca (Mmgsecas/L.dia) para periodos de 72h para
as culturas em regime mixotrofico com adigéo de 1,0 gguc/Lmeic © adigdo de concentragdes

distintas de cloreto de s6dio ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0; Mix 1,0;

2,5x NaCl 5x NaCl 7,5x NaCl | 10x NaCl | 50x NacCl
Dias 0-3 124,56 117,44 114,90 117,30 70,95
Dias 1-4 121,57 114,44 106,61 112,12 66,37
Dias 2-5 39,07 31,35 22,46 40,24
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Anexo 6. Quantificacéo de 6leos por gravimetria — determinacéo da produtividade méxima lipidica

Tabela A6.1 — Teor percentual lipidico e Produtividade lipidica (mg/L.dia) para todos os ensaios realizados

S | poscao | iy it | mbm | | o | Metamor ) | AU g | macisror 00 | TS | e | i | 7l | ORISR | i
vulgaris atriz / outros (9) (9) o . . . . . (9) - - @ (9) final final | (MGemelL.dia) I|p|dos_
ase | 2°fase | 1°fase | 2%fase | 1%fase | 2%fase Omin 60min (mg/L.dia)
auto_1 B2 11,9219 | 12,4702 | 0,5483 | 0,4935] 0,62 0,62 1,23 0,00 0,00 0,62 | 32,2010 | 33,3000 | 32,2092 | 32,2092 | 0,0082 | 14,96 | 16,62 16,65 1097 18.3
auto_2 B2+B4 11,9067 | 12,6190 | 0,7123 | 0,6411 | 0,80 0,80 1,60 0,00 0,00 0,80 | 32,2406 | 33,7500 | 32,2513 | 32,2513 ] 0,0107 | 15,02 | 16,69
mix0,2_1 B6+B8 12,0131 | 12,5688 | 0,5557 | 0,5001 | 0,63 0,63 1,25 0,00 0,00 0,63 | 30,6746 | 31,5200 | 30,6818 | 30,6818 | 0,0072 | 12,96 | 14,40 14.45 724 105
mix0,2_2 B6+B8 12,1048 | 12,7178 | 0,6130 | 0,5517 ] 0,69 0,69 1,38 0,00 0,00 0,69 | 33,1618 | 34,2000 | 33,1698 | 33,1698 | 0,0080 | 13,05 | 14,50
mix0,4_1 B10+B12 11,8757 | 12,9376 | 1,0619 | 0,9557 | 1,19 1,19 2,39 0,00 0,00 1,19 | 34,3701 | 35,7700 | 34,3790 | 34,379 ] 0,0089 | 8,38 9,31 9.41 948 8.9
mix0,4_2 B10+B12 12,0389 | 13,2185 | 1,1796 | 1,0616 | 1,33 1,33 2,65 0,00 0,00 1,33 | 33,6256 | 35,1900 | 33,6357 | 33,6357 ] 0,0101 | 8,56 9,51
mix0,6_1 B14+B16 11,8629 | 13,0925 | 1,2296 | 1,1066 | 1,38 1,38 2,77 0,00 0,00 1,38 | 32,5639 | 33,7100 | 32,5742 | 32,5742] 0,0103 | 8,38 9,31 10,09 132,6 13.4
mix0,6_2 B14+B16 11,9793 | 13,0937 | 1,1144 | 1,0030 | 1,25 1,25 2,51 0,00 0,00 1,25 | 31,8016 | 32,7000 | 31,8125 | 31,8125 0,0109 | 9,78 | 10,87
mix0,8_1 B18+B20 11,9867 | 12,7387 | 0,7520 | 0,6768 ] 0,85 0,85 1,69 0,00 0,00 0,85 | 33,1615 | 35,3900 | 33,1731 | 33,1731 0,0116 | 15,43 | 17,14 16,56 1965 325
mix0,8_2 B18+B20 11,8761 | 12,7593 | 0,8832 | 0,7949 | 0,99 0,99 1,99 0,00 0,00 0,99 | 32,2405 | 34,6100 | 32,2532 | 32,2532 ] 0,0127 | 14,38 | 15,98
mix1,0_1 B22+B24+A25 | 12,1036 | 13,0914 | 0,9878 | 0,8890 | 1,11 1,11 2,22 0,00 0,00 1,11 | 32,2008 | 35,7000 | 32,2155 | 32,2155 ] 0,0147 | 14,88 | 16,54 16,56 265.2 43,9
mix1,0_2 B22+B24+A25 | 11,8638 | 12,6748 | 0,8110 | 0,7299 | 0,91 0,91 1,82 0,00 0,00 0,91 | 30,6747 | 34,5400 | 30,6868 | 30,6868 | 0,0121 | 14,92 | 16,58
mix1,5_1 E5+E7+E9 11,9793 | 13,3025 | 1,3232 | 1,1909 | 1,49 1,49 2,98 0,00 0,00 1,49 | 30,6749 | 33,8200 | 30,6911 | 30,6911 ] 0,0162 | 12,24 | 13,60 13,58 2793 37.9
mix1,5_2 E5+E7+E9 11,9211 | 13,3226 | 1,4015 | 1,2614 | 1,58 1,58 3,15 0,00 0,00 1,58 | 32,5634 | 36,1100 | 32,5805 | 32,5805 ] 0,0171 | 12,20 | 13,56
mix2,0_1 E11+E13+E15] 11,8631 | 13,2670 | 1,4039 | 1,2635] 1,58 1,58 3,16 0,00 0,00 1,58 | 32,2403 | 35,4700 | 32,2588 | 32,2588 | 0,0185 | 13,18 | 14,64 14,25 285.9 40,7
mix2,0_2 E11+E13+E15] 12,1033 | 13,4577 | 1,3544 | 1,2190 | 1,52 1,52 3,05 0,00 0,00 1,52 | 32,2016 | 35,3800 | 32,2185 | 32,2185 0,0169 | 12,48 | 13,86
mix0,2N_1 C1+C3 12,0189 | 13,1507 | 1,1318 | 1,0186 | 1,27 1,27 2,55 0,00 0,00 1,27 | 32,5637 | 35,0400 | 32,5851 | 32,5851 | 0,0214 | 18,91 | 21,01 19,83 225.4 44,7
mix0,2N_2 C1+C3 12,0662 | 13,0554 | 0,9892 | 0,8903 | 1,11 1,11 2,23 0,00 0,00 1,11 | 31,8006 | 33,9400 | 31,8172 | 31,8172 0,0166 | 16,78 | 18,65
mix0,4N_1 C5+C7 11,9477 | 13,3524 | 1,4047 | 1,2642 | 1,58 1,58 3,16 0,00 0,00 1,58 | 33,6255 | 36,9000 | 33,6421 | 33,6421 ] 0,0166 | 11,82 | 13,13 1373 208 2 313
mix0,4N_2 C5+C7 11,9606 | 13,2796 | 1,3190 | 1,1871] 1,48 1,48 2,97 0,00 0,00 1,48 | 34,3692 | 37,5100 | 34,3862 | 34,3862 ] 0,0170 | 12,89 | 14,32
mix0,6N_1 C9+C11 12,0770 | 13,3047 | 1,2277 | 1,1049 | 1,38 1,38 2,76 0,00 0,00 1,38 | 32,2403 | 34,3200 | 32,2545 | 32,2545 ] 0,0142 | 11,57 | 12,85 13,39 2438 32,6
mix0,6N_2 C9+C11 12,0251 | 13,3736 | 1,3485 | 1,2137 | 1,52 1,52 3,03 0,00 0,00 1,52 | 33,1620 | 35,5900 | 33,1789 | 33,1789 ] 0,0169 | 12,53 | 13,92
mix0,8N_1 C13+C15 11,8499 | 12,8838 | 1,0339 | 0,9305 | 1,16 1,16 2,33 0,00 0,00 1,16 | 30,6750 | 32,1800 | 30,6874 | 30,6874 | 0,0124 | 11,99 | 13,33 13,81 253.0 35.0
mix0,8N_2 C13+C15 12,0785 | 13,2674 | 1,1889 | 1,0700 | 1,34 1,34 2,68 0,00 0,00 1,34 | 32,2011 | 34,1100 | 32,2164 | 32,2164 | 0,0153 | 12,87 | 14,30
mix2,5NaCl_1 D2+D4 11,8629 | 13,1100 | 1,2471 | 1,1224 ] 1,40 1,40 2,81 0,00 0,00 1,40 | 31,5048 | 34,9700 | 31,5206 | 31,5206 | 0,0158 | 12,67 | 14,08 14,22 262.0 372
mix2,5NaCl_2 D2+D4 12,1033 | 13,0632 | 0,9599 | 0,8639 ] 1,08 1,08 2,16 0,00 0,00 1,08 | 31,6592 | 33,4400 | 31,6716 | 31,6716 | 0,0124 | 12,92 | 14,35
mix5,0NaCl_1 D6+D8 11,9858 | 13,2974 | 1,3116 | 1,1804 | 1,48 1,48 2,95 0,00 0,00 1,48 | 33,0667 | 35,7900 | 33,0853 | 33,0853 ] 0,0186 | 14,18 | 15,76 15.45 2503 38,7
mix5,0NaCl_2 D6+D8 11,8760 | 13,2333 | 1,3573 | 1,2216 ] 1,53 1,53 3,05 0,00 0,00 1,53 | 32,5566 | 35,3300 | 32,5751 | 32,5751 ] 0,0185 | 13,63 | 15,14
mix7,5NaCl_1 D10+D12 12,0759 | 13,2349 | 1,1590 | 1,0431| 1,30 1,30 2,61 0,00 0,00 1,30 | 31,8000 | 35,5800 | 31,8188 | 31,8188 ] 0,0188 | 16,22 | 18,02 17,37 2433 423
mix7,5NaCl_2 D10+D12 11,8460 | 12,9961 | 1,1501 | 1,0351 | 1,29 1,29 2,59 0,00 0,00 1,29 | 33,1616 | 36,8400 | 33,1789 | 33,1789 ] 0,0173 | 15,04 | 16,71
mix10,0NaCl_1 D14+D16 12,0241 | 13,1044 | 1,0803 | 0,9723 | 1,22 1,22 2,43 0,00 0,00 1,22 | 33,6253 | 36,6500 | 33,6427 | 33,6427 | 0,0174 | 16,11 | 17,90 18,50 2367 438
mix10,0NaCl_2 D14+D16 12,0742 | 13,3075 | 1,2333 | 1,1100 | 1,39 1,39 2,77 0,00 0,00 1,39 | 34,3690 | 38,3800 | 34,3902 | 34,3902 ] 0,0212 | 17,19 | 19,10
mix50,0NaCl_1 E1+E3 12,0390 | 13,3338 | 1,2948 | 1,1653 | 1,46 1,46 2,91 0,00 0,00 1,46 | 31,6584 | 35,0500 | 31,6868 | 31,6868 | 0,0284 | 21,93 | 24,37 23.01 1690 389
mix50,0NaCl_2 E1+E3 11,9056 | 12,6598 | 0,7542 | 0,6788 ] 0,85 0,85 1,70 0,00 0,00 0,85 | 33,0662 | 35,1400 | 33,0809 | 33,0809 | 0,0147 | 19,49 | 21,66
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Anexo 7. Gréaficos Absorvancia vs Comprimento de onda (nm), medida no
espectofotometro UV-visivel UV-160A, aquando das leituras de Abs para

culturas constantes nas Tabelas A3.1 a A3.24

Para todos os regimes de crescimento sdo apresentados os graficos que correspondem ao
dia zero e ao ultimo dia de cultivo (ou entrada na fase estacionaria).

Em todos os regimes de crescimento verifica-se que o pico de absorvancia a
aproximadamente 680 nm se mantém presente ao longo de todo o tempo de cultivo, sendo,

com excepgao do dia zero do regime autotréfico, o pico de absorvancia maxima.
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Figura A7.1 — Curva de Abs vs A (nm) para regime autotréfico — dia zero (17-02-2009, por

engano registado como sendo 18-02-2009).
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Figura A7.2 — Curva de Abs vs A (nm) para regime autotréfico — dia seis.
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Figura A7.3 — Curva de Abs vs A (nm) para regime de mixotréfico 0,2 ggiuc/Lmeio — dia 0.

Figura A7.4 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 0,2 ggue/Lmeio — dia 6.

Figura A7.5 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 0,4 ggiue/Lmeio — dia 0.
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Figura A7.6 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 0,4 ggiuc/Lmeio — dia 6.
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Figura A7.7 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 0,6 ggiue/Lmeio — dia O.
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Figura A7.8 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 0,6 ggue/Lmeio — dia 6.

Produgao de biomassa aquatica como fonte de lipidos para biocombustiveis 101



Isep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecgdo Ambiental

-]
[T
1]
=
#
% T
-* = 3
P
2 3
T
-
o
&
T
ui
@
in
i W
* [ T
%
*® o
=
i
o
L

5]

(-1

igy

599

43.0).¢4
SV oM C/,Xl’[

CRTH FROCESSING YoM 7

Ty ,
; )
r i
i
?,.Lh,"___mﬁ_mﬂ _____ ,f’*\,h__”_~>rhﬂ§
8,898 i
CRAOTM. D i i
i P
i i
t 1
5 |
i 4

#8880 |

4pE .2

RS EIRET

Figura A7.9 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 0,8 ggiue/Lmeio — dia O.
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Figura A7.10 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 0,8 ggiuc/Lmeio — dia 6.
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Figura A7.11 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio — dia 0.
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Figura A7.12 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio — dia 6.

Figura A7.13 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,5 ggiuc/Lmeio — dia 0.

Figura A7.14 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,5 ggiuc/Lmeio — dia 4.
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Figura A7.15 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 2,0 ggiuc/Lmeio — dia 0.
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Figura A7.16 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 2,0 ggiuc/Lmeio — dia 4.
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Figura A7.17 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 2,5 ggiuc/Lmeio — dia 0.
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Figura A7.18 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 2,5 ggiuc/Lmeio — dia 3.
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Figura A7.19 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 3,0 ggiuc/Lmeio — dia 0.
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Figura A7.20 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 3,0 ggiuc/Lmeio — dia 3.
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Figura A7.21 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtracgéo
da fonte de azoto em 20% (0,8N) — dia 0.
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Figura A7.23 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtracgéo
da fonte de azoto em 40% (0,6N) — dia 0.
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Figura A7.24 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 1,0 ggue/Lmeio € SUbtracgéo
da fonte de azoto em 40% (0,6N) — dia 5.
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Figura A7.25 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtracgéo
da fonte de azoto em 60% (0,4N) — dia 0.
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Figura A7.26 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtracgéo
da fonte de azoto em 60% (0,4N) — dia 5.
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Figura A7.27 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 1,0 ggue/Lmeio € SUbtracgéo
da fonte de azoto em 80% (0,2N) — dia O.
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Figura A7.28 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtracgéo
da fonte de azoto em 80% (0,2N) — dia 5.
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Figura A7.29 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de sodio em 250% (2,5x) — dia 0.
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de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢géo de
cloreto de sédio em 250% (2,5x) — dia 5.
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Figura A7.31 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 gguc/Lmeio € adicdo de
cloreto de sodio em 500% (5,0x) — dia O.
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Figura A7.32 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de so6dio em 500% (5,0x) — dia 5.
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Figura A7.33
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cloreto de sédio em 750% (7,5x) — dia 0.
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Figura A7.34 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 gguc/Lmeio € adi¢cdo de

cloreto de sédio em 750% (7,5x) — dia 5.
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Figura A7.35 — Curva

de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adigéo de

cloreto de sédio em 1.000%

(10,0x) — dia 0.
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Figura A7.36 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 gguc/Lmeio € adi¢cdo de
cloreto de s6dio em 1.000% (10,0x) — dia 5.
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Figura A7.37 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de sédio em 5.000% (50,0x) — dia 0.
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Figura A7.38 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de sédio em 5.000% (50,0x) — dia 4.
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Figura A7.39 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 gguc/Lmeio € adi¢cdo de
cloreto de s6dio em 10.000% (100,0x) — dia O.
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Figura A7.40 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 gguc/Lmeio € adi¢cdo de
cloreto de s6dio em 10.000% (100,0x) — dia 3.
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Figura A7.41 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de sddio em 15.000% (150,0x) — dia 0.
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Figura A7.42 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de sddio em 15.000% (150,0x) — dia 3.
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Figura A7.43 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de s6dio em 20.000% (200,0x) — dia 0.
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Figura A7.44 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adi¢éo de
cloreto de s6dio em 20.000% (200,0x) — dia 3.
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