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Resumo

Este trabalho teve como objectivo a optimizacdo da produtividade lipidica de uma microalga
de rapido crescimento tendo em vista a sua utilizacdo como fonte de lipidos para
biocombustiveis. O objectivo foi subdividido nos seguintes pontos:

- Inoculacdo das microalgas de &gua doce Arthrospira platensis, Porphyridium
aerugineum, Schizomeris leibleinii, Haematococcus pluvialis e Botryococcus brauni
seleccionando-se a de crescimento mais rapido;

— Avaliacdo do crescimento algal e controlo de possiveis contamina¢gfes nas culturas
objecto de estudo;

- Optimizacdo das condigbes de cultivo, em laboratorio, da estirpe de mais rapido

crescimento, de forma a maximizar a produtividade lipidica.

Para a Arthrospira platensis (estirpe seleccionada do grupo em estudo, por se ter revelado a
de mais rapido crescimento) foram efectuados trés conjuntos de ensaios, em erlenmeyers
de 1 L (fotobioreactores fechados), em que se pretendeu avaliar a influéncia das condicbes
de cultivo, relativamente ao cultivo em regime autotréfico, para o que se fizeram variar as
fontes nutricionais:

1) Adicédo de Carbono (regime mixotréfico, adi¢éo de 0,25, 0,75 e 1,0 Mggicose/L);

2) Reducao da concentracdo de Azoto (menos 20 e 40 %) em regime mixotréfico;

3) Inducéo de stress (aumento da salinidade, por adicdo de NaCl 5x, 15x e 25x valor

base) em regime mixotrofico.

Os melhores resultados de produtividade méaxima lipidica foram obtidos nos ensaios de
cultivo em condigbes mixotroficas com adi¢do de 1,0 Qgucose/Lmeic SEM redugcdo e com
reducdo em 40 % de fonte de azoto (relativamente ao usado no meio de cultura de base —
meio Zarrouk modificado), correspondendo a uma taxa de producgdo de lipidos de 11,35
MQiipidos/L.dia € 13,23 mgjipiqes/L.dia, respectivamente. Este segundo valor € cerca de trés
vezes superior, quando comparado com o valor obtido para regime autotréfico, de 4,31
MQipigos/L.dia. Os correspondentes teores de lipidos foram de 9,72% e 11,95%,

respectivamente.

A inducdo de stress salino em condi¢cdes de cultivo mixotréfico com adicdo de 1,0
Oglucose/Lmeio PErMItiu obter uma produtividade em lipidos de 10,87 mgjpios/L.dia, quando foi
adicionado ao meio de cultura NaCl numa concentragdo igual a 5x o valor de base,
permitindo um aumento da produtividade lipidica para mais do dobro relativamente ao
cultivo no regime autotréfico (o teor em lipidos foi de cerca de 10,92%). Nestas condi¢des de

cultivo mixotroéfico, a medida que a salinidade do meio aumenta (até um maximo de 25x o
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valor de base), a produtiviade lipidica vai diminuindo obtendo-se, mesmo nestas condi¢des,
produtividades lipidicas de cerca do dobro relativamente ao cultivo em condi¢des

autotroficas (correspondendo ao dobro do teor lipidico nas microalgas).

Conclui-se que as condi¢des de cultivo usadas no ensaio em regime mixotréfico com adicdo
de 1,0 ggucose/Lmeic € reducdo de teor de azoto em 40% sdo as mais adequadas para
producdo de biomassa da estirpe de Arthrospira platensis em estudo, com vista a
maximizacdo da produtividade lipidica. Estas condicBes permitem também obter uma
produtividade de biomassa significativa (116,79 mgs.cas/L.dia), pelo que se admite que seja

também possivel obter uma valorizacdo adicional significativa do éleo extraido.

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 13,23 mgpiqs/L.dia, estima-se que seja possivel atingir
uma produtividade maxima de cerca de 8.050 Lgeo/ha.ano. Este valor é de cerca de 7 e 10
vezes superior quando comparado com a produtividade de 6leo em monoculturas de colza e

girassol.

Palavras-chave: Arthrospira platensis, cultivo autotrofico, cultivo mixotréfico, stress

nutricional, stress salino
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Abstract

The main objective of this work was the optimization of lipidis productivity of a fast growing

microalgae as a source of oil for biofuels. The study was subdivided in the following steps:

- Inoculation of freshwater microalgae Arthrospira platensis, Porphyridium aerugineum,
Schizomeris leibleinii, Haematococcus pluvialis e Botryococcus brauni; and selection of
the fastest growing microalgae;

- Evaluation of algal growth and control of possible contamination of the cultures under
study;

- Optimization of cultivation conditions in the laboratory, for the fastest growing strain, in

order to achieve maximum lipid productivity.

For Arthrospira platensis (strain selected from the algae working group for being the fastest
growing one) three sets of tests were carried out in 1 L Erlenmeyer flasks (closed
fotobioreactors), aiming to evaluate the influence of cultivation conditions in comparison to
the autotrophic scheme. Different nutritional sources were used:
1) Addition of carbon (mixotrophic scheme, addition of 0.25, 0.75 and 1.0 ggjucose/L);
2) Reduction of nitrogen concentration (20 and 40% less) in the mixotrophic scheme;
3) Induction of stress (increased salinity by addition of NaCl 5x, 15x and 25x the

base value) under mixotrophic conditions.

The best results of maximum lipid productivity were obtained for the cultures tested under
mixotrophic conditions with 1.0 ggucose/L, Without reduction and with 40% reduction in nitrogen
source (relatively to the one used in the base culture media — modified Zarrouk media),
corresponding to a rate of lipid production of 11.35 mgjpes/L.day and 13.23 mgjiias/L.day,
respectively. The second result is about three times the value obtained for autotrophic
conditions of 4.31 mgji,igs/L.day. Corresponding lipid content of the microalgae was 9.72%

and 11.95%, respectively.

Induction of salt stress under mixotrophic cultivation conditions (with 1.0 ggucese/L addition)
allowed for a lipid productivity of 10.87 mgpss/L.day, when NaCl was added to the culture
media in a concentration of 5x the base value, corresponding to an increase of the lipids
productivity of more than twice when compared to cultivation under autotrophic conditions
(lipids content was 10.92%). Under these mixotrophic cultivation conditions, a salinity
increase (up to a maximum of 25x the base value), leads to a reduction in lipids productivity.
Even so, a lipids productivity of about twice the one obtained for cultivation under autotrophic

conditions can be obtained (corresponding to a double of lipids content in the microalgae).
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Thus it is considered that the cultivation conditions of the test under mixotrophy with addition
of 1.0 ggucose/L in conjunction with reduction of nitrogen content by 40% are more suitable for
production of biomass of the strain of Arthrospira platensis under study, when lipid
productivity maximization is intended. These conditions allow for a significant biomass
productivity (116.79 mggq,/L.dia), so we can also suppose that a valorization of the extracted
oil may be obtained.

It is considered that if of a photobioreactor system has the same volume as an open pond of
1 ha with a depth of 15 cm (V = 1500 m®), with a productivity of 13.23 MQipigs/L.day an oil
productivity of 8050 L/ha.year can be reached. This value is about 7 and 10 times higher

when compared to the oil produtivity of colza and sunflower monocultures, respectively.

Keywords: Arthrospira platensis, autotrophic cultivation, mixotrophic cultivation, nutricional

stress, salt stress
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Tabela A3.10 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0

Jgiuc/Lmeio € adicéo de cloreto de sodio em 500% (5,0x)

Tabela A3.11 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0

Jgiuc/Lmeio € adicao de cloreto de sodio em 1.500% (15x)

Tabela A3.12 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0

Jgiuc/Lmeio € adicao de cloreto de sodio em 2.500% (25x)

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

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

Tabela A5.2 — Produtividade em biomassa seca (MQsecas/L.dia) para periodos
de 48 h para a cultura em regime autotrofico e culturas em regime
mixotréfico com adicdo de concentracdes distintas de glucose

Tabela A5.3 — Produtividade em biomassa seca (MQsecas/L.dia) para periodos
de 72 h para a cultura em regime autotrofico e culturas em regime
mixotréfico com adicdo de concentragfes distintas de glucose

Tabela A5.4 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos
de 24 h para as culturas em regime mixotréfico com adicao de 1,0

Jgiuc/Lmeio € Subtrac¢éo de concentragdes distintas da fonte de azoto

A7

A.8

A9

A.10

A.ll

A.12

A.13

A.l4

A.15

A.16

A.l7

A.18

A.19

A.19

A.19
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ao meio de cultura

Tabela A5.5 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos
de 48 h para as culturas em regime mixotréfico com adicdo de 1,0
Jgiuc/Lmeio € Subtraccéo de concentragdes distintas da fonte de azoto
ao meio de cultura

Tabela A5.6 — Produtividade em biomassa seca (MQgsecas/L.dia) para periodos
de 72 h para as culturas em regime mixotréfico com adicdo de 1,0
Jgiuc/Lmeio € Subtraccéo de concentragdes distintas da fonte de azoto
ao meio de cultura

Tabela A5.7 — Produtividade em biomassa seca (MQgsecas/L.dia) para periodos
de 24 h para as culturas em regime mixotréfico com adicdo de 1,0
Jguc/Lmeio € adicéo de concentragdes distintas de cloreto de sodio ao
meio de cultura

Tabela A5.8 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos
de 48 h para as culturas em regime mixotréfico com adi¢éo de 1,0
Jguc/Lmeio € adicéio de concentragdes distintas de cloreto de sodio ao
meio de cultura

Tabela A5.9 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos
de 72 h para as culturas em regime mixotréfico com adicao de 1,0
Jguc/Lmeio € adicéio de concentragdes distintas de cloreto de sodio ao

meio de cultura

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

todos os ensaios realizados

A.20

A.20

A.21

A.21

A21

A.22
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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  relagdo massa de composto por massa total

Qa, Caudal de ar (m*/s, mL/s)

t tempo (s)

T Temperatura (°C, K)

Viot velocidade de rotacdo (rpm — rotacfes por minuto)
viv relacdo volume de composto por volume total
v.v.m. Volume de ar por volume de cultura e por minuto
\% Volume (mL, L)

A Comprimento de onda (nm)

p massa volumica (g/mL, kg/L)

Siglas
ACOI Algoteca de Coimbra
Auto Regime de crescimento autotréfico
BBM Bold Basal Medium
Epp Eppendorf
GC  Cromatografia gasosa
GEE Gases de efeito de estufa
Gluc. Glucose
Mix. Regime de crescimento mixotrofico
N Azoto
NaCl Cloreto de sodio
Reagentes p.a. reagentes pro-analise

SAG Goettingen University Culture Collection, Alemanha

UE Unido Europeia
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UTEX Universidade do Texas

uv radiagdo ultravioleta
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l. Introducéo
[.1. Biocombustiveis

Na Unido Europeia (UE), os sectores do transporte e da energia sdo responsaveis pela
emissdo de aproximadamente 20% e 60% dos gases com efeito de estufa (GEE),
respectivamente (EEA, 2004). O sector agricola é a terceira maior fonte antropogénica e
representa cerca de 9% das emissbes de GEE, onde os gases emitidos mais relevantes
correspondem ao O6xido nitroso (N,O) e ao metano (CH,) (EEA, 2007). Com o
desenvolvimento e crescimento econdémico de paises emergentes, como a india e a China,
€ esperado que o0 consumo energético global aumente, originando um incremento adicional

de GEE e, consecutivamente, maiores danos ambientais (IEA, 2007).

Os GEE contribuem néo s6 para o aquecimento global, mas também para a ocorréncia de
outros impactes no ambiente e na vida humana: os oceanos absorvem aproximadamente
um terco do didxido de carbono (CO,) emitido pelas actividades humanas, o que leva a uma
acidificacdo gradual dos oceanos; a reducdo do pH dos oceanos podera levar a perda de

recifes de corais e de biodiversidade de ecossistemas marinhos (Ormerod et al., 2002).

O aumento da poluicdo pelas emissdes provenientes de sistemas de producdo de energia,
as limitagcdes nas reservas de combustiveis fésseis e a dependéncia energética de zonas
politicamente instaveis, sédo factores que exercem uma forga no sentido da investigacéo e do
desenvolvimento de novas fontes alternativas renovaveis de energia, como a bioenergia, e
de tecnologias de converséo eficientes, a fim de se criar um modelo de desenvolvimento
sustentavel (Laherrere, 2005). Esta situacdo € particularmente preocupante no sector do

transporte pela dependéncia quase total na utilizacdo de combustiveis fésseis.

Presentemente, diversas fontes de energias renovaveis estdo a ser estudadas e
implementadas, com diferentes graus de sucesso e em distintas fases de estudo e de
desenvolvimento: como exemplo inclui-se a energia solar térmica e fotovoltaica, mini-
hidricas, energia geotérmica, energia edlica e a bioenergia (Dewulf e Van Langenhove,
2006; Gilbert e Perl, 2008). Um objectivo importante é a reducéo das emissdes de GEE do
sector de transporte, para 0 que se deve proceder a substituicdo gradual dos combustiveis
fésseis por fontes de energia renovaveis, onde a bioenergia e os biocombustiveis poderédo

desempenhar, pelo menos a curto prazo, um papel importante na sua concretizacéo.

A bioenergia € a energia gerada a partir da biomassa, sob a forma de electricidade, calor,

combustiveis de origem néo féssil ou outros produtos de valor acrescentado.
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Entende-se como biomassa, toda a matéria organica produzida tal como residuos de origem
domeéstica, industrial, florestal ou agricola, e também aquela produzida a partir de culturas
bioenergéticas, isto é, culturas vegetais de rapido crescimento. As técnicas de valorizagao
da biomassa sdo a combustéo, a gaseificacdo, a pirélise, a fermentacdo e a extrac¢do de

substancias liquidas, como 6leos.

z

A bioenergia € considerada renovavel no sentido em que os produtos resultantes das
técnicas de conversdo da biomassa serdo novamente aproveitados pelas plantas no seu
crescimento, isto €, as emissfes da combustdo de biocombustiveis sé@o incluidas no ciclo
natural de carbono, dado que 0s organismos vegetais sdo biofixadores de CO,, e por
conseguinte a biomassa produzida no préximo ciclo capta 0 mesmo valor de quantidade de
CO, emitido.

Aspectos importantes a ter em consideracdo em projectos de bioenergia sdo a gestdo da
producdo e da utilizacdo dos recursos vegetais, de modo a garantir a utilizacdo sustentavel
da biomassa. Nao sendo efectuada uma avaliagdo integrada, a exploracdo deste tipo de

energias podera ndo ser sustentavel e economicamente viavel.

Outro factor, ndo menos importante, € a poluicdo inerente a qualquer sistema de producéo
de energia. Embora, no caso de producdo de bioenergia possa haver menor impacte,
relativamente & produzida na exploracao dos combustiveis fésseis ou a energia atdbmica, 0s
processos de conversdo de biomassa em energia ndo podem nunca ser considerados
“limpos”. Existem, sempre, como em qualquer sistema, perdas energéticas resultantes de
fugas ao longo do processo e a produgdo de residuos que constituem uma fonte de

poluicao.

A producdo de biocombustiveis poderd oferecer novas oportunidades de negocios,
promover novos postos de trabalho nas zonas rurais, reduzir as emissfes de GEE e

aumentar a seguranca local de abastecimento de energia.

Os biocombustiveis mais comuns no sector dos transportes sdo o biodiesel e o bioetanol,
gue podem substituir o gaséleo e a gasolina, respectivamente. Estes combustiveis podem
ser utilizados e distribuidos utilizando o sistema actual e disponivel de distribuicdo dos

combustiveis fosseis.

Os incentivos fiscais e as medidas politicas tém levado ao desenvolvimento do sector de
producdo de biocombustiveis, e a producao global actual é estimada em aproximadamente
35 bilides de litros/ano (COM, 2006).
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Na UE o biodiesel representa cerca de 82% da producéo total de biocombustiveis (COM,
2006).
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1.2. Biodiesel

Na dltima década o biodiesel, que pode ser utilizado como substituto do diesel féssil, tem
recebido uma atencéo consideravel, por diversos factores, de entre 0os quais se destacam a
sua biodegradabilidade e o facto de ser um combustivel renovavel e ndo téxico. A sua
combustdo ndo emite compostos de enxofre para a atmosfera, ndo contribuindo deste modo
para a ocorréncia de chuvas acidas e, para os paises que ndo detém reservas de petroleo,
permite a diminuicdo da dependéncia energética do exterior. A combustdo de biodiesel
relativamente ao diesel féssil tem como desvantagem a emisséo inerente de um maior teor
de 6xidos de azoto (NO,) nos gases de combustdo. A producado e utilizacdo de biodiesel
apoiam um sistema energético sustentavel e contribuem para alcancar metas, como a
assumida por diversos paises Europeus com a assinatura do Protocolo de Quioto, de reduzir
as emissdes de Gases com Efeito de Estufa (GEE) em 8% relativamente a 1990, durante o
periodo de 2008 a 2012.

Recentemente, a producao de biodiesel a partir de matérias oleaginosas convencionais tem
sido alvo de criticas ja que, eticamente ndo é razoavel desviar culturas do seu destino
alimentar habitual ou usar solo fértil para a producdo de matérias-primas, com substituicdo
de culturas alimentares por outras bioenergéticas para a industria dos biocombustiveis,
guando h& escassez de alimentos, o que para além do mais tem o efeito perverso de induzir

uma subida no preco dos bens alimentares.

A producéo de microalgas pode ser realizada em solos considerados improprios (néo férteis)
para o cultivo de oleaginosas ou cereais alimentares (Demirbas, 2009). Para além disso, o
teor de 6leo em algumas espécies de algas € muito elevado, a quantidade de biomassa e do
correspondente 6leo produzido por unidade de superficie € muito superior aquela que se
conseguiria obter a partir de materiais oleaginosos convencionais como a soja, a colza ou o

girassol.

A produtividade em Oleo de algumas espécies de algas pode ser incrementada
significativamente mediante o seu cultivo em condi¢cdes optimizadas. Por outro lado, é
possivel encontrar localmente espécies/estirpes de microalgas mais adaptadas e que
potenciem a producdo de 6leos com caracteristicas adequadas a produgdo de combustivel

como o biodiesel.

Na tabela I.1 apresenta-se uma comparacao entre a produtividade de diferentes materiais
oleaginosos. O volume de 6leo extraido por hectare e ano relativo a cultura de Microalgas foi

estimado, com base na produtividade de uma espécie do género Chlorella, num sistema de
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cultivo fechado na Alemanha, perto de Wolfsburg, em cerca de 130 a 150 toneladas de
biomassa seca por hectare e ano (Pulz, 2001). Foi também considerado um teor em 6leo na

biomassa algal seca de 30%.

Tabela 1.1 — Oleo extraido de diferentes matérias oleaginosas convencionais e microalgas

(Pulz, 2001)

Soja 446 2.242
Colza 1.190 840

Girassol 810 1.235
Microalgas 35.100 28

O valor de 0leo extraido de microalgas apresentado na tabela I.1 corresponde a producgéo
de biomassa seca referida de 130 toneladas/ha.ano e a densidade do 6leo considerada foi
de 0,9 kg/L.

Na figura 1.1 esta representada esquematicamente a relacdo entre as areas de cultivo
necessario para a producdo da mesma quantidade de lipidos em culturas de oleaginosas

convencionais e em culturas de microalgas, mediante os valores descritos na tabela I.1.

Figura 1.1 — Oleaginosas vs Microalgas. Area de terreno cultivado com Colza e com

Microalgas para obtencdo da mesma quantidade de 6leo.
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Actualmente ainda ndo existe um género de microalgas, espécie ou estirpe definida como a

indicada para a producéo de 6leo para biodiesel.

Um ponto comum referido nos estudos de diversos autores é a necessidade de baixar os
custos de producdo de uma determinada estirpe e tornar vidvel a sua producdo em massa,

tendo em conta as caracteristicas ecofisiologicas da espécie requeridas.

Uma forma de baixar os custos de producdo sera utilizar meios residuais no cultivo

microalgal, o que permitira também reduzir os custos com o tratamento de aguas residuais.

I.2.1. Consideracdes genéricas sobre os 6leos para  producéo de biodiesel

A avaliacdo qualitativa de 0leos extraidos de microalgas e de outros produtos vegetais é
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 transesterificacdo (sub-capitulo
1.2.2), poderéo tornar o combustivel biodiesel aceitavel ou ndo, de acordo com 0s requisitos
da Norma Europeia EN 14214, ou pelo menos exigir a utilizacdo de um blending que permita

satisfazer esses requisitos.

Acidos gordos e ésteres metilicos de acidos gordos com quatro ou mais duplas ligacdes
entre atomos de carbono da cadeia principal sdo susceptiveis de oxidacdo e este facto
reduz a sua aceitabilidade na producdo ou quando presentes no biodiesel. Os &cidos gordos
polinsaturados com duas ou trés ligagbes duplas entre carbonos sdo mais estaveis a
oxidagdo que os anteriores (quatro ou mais ligacdes duplas). O teor de ésteres metilicos dos
acidos gordos polinsaturados € limitado na Norma Europeia EN 14214, e podemos referir
como exemplo que, o limite superior de éster metilico do &cido linolénico (acido linolénico —
C18:3 n-3) é de 12% (mol) e o limite superior de ésteres metilicos com quatro ou mais

ligacdes duplas € de 1% (mol).

No entanto, os ésteres metilicos de acidos gordos polinsaturados apresentam um ponto de
congelamento (Cold Filter Plugging Point, CFPP) inferior ao dos monoinsaturados ou
saturados. Este factor é indicativo da necessidade de equilibrio no teor de ésteres metilicos
presentes no biodiesel. Em geral, os 6leos algais sdo constituidos por mais acidos gordos
polinsaturados que o Oleo proveniente de oleaginosas convencionais; deste modo, o
biodiesel produzido a partir dos Oleos algais tera melhores propriedades em climas frios
(Demirbas, 2009).
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Na tabela |.2 apresentam-se 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.

No estudo efectuado por Tokusoglu e Unal (2003), o teor lipidico (% peso seco) nas
espécies Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris e Isochrisis galbana foi de 8,03%, 13,32%

e 17,16%, respectivamente.

Como se pode verificar na tabela 1.2, as trés espécies de microalgas séo 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.

A producédo das grandes quantidades de 6leo virgem necessario a producédo de biodiesel
estd, presentemente, dependente da produgcdo em solo agricola, introduzindo problemas do
ponto de vista da gestdo do solo aravel e da economia mundial. A origem residual é muito
distribuida (o que encarece a recolha dos 6leos/gorduras) e de dificil acesso as grandes

unidades de producao de biodiesel.

Tabela I.2 — Composicao (% massica) de acidos gordos, com cadeias de 16 a 20 &tomos 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
C18:1 n-7 1,33 1,13 2,40
C18:2 n-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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[.2.2. Transesterificagdo

O biodiesel é produzido industrialmente por transesterificacdo de 6leos com um alcool de
cadeia curta (geralmente o metanol), na presenca de um catalisador (geralmente alcalino e
dissolvido). Os oleos e gorduras usados na producdo do biodiesel tém diversas origens:
Oleos vegetais virgens (alimentares ou nao), oleos residuais da inddstria alimentar ou do
pequeno proprietario de uma cadeia de restauracdo, gorduras produzidas nos lagares de

azeite.

No processo de transesterificacdo juntam-se os Oleos a um &lcool (metanol, etanol,
propanol, butanol) e catalisadores (que podem ser acidos, bases ou enzimaticos) para
acelerar a reacgdo e obtém-se uma mistura de ésteres de acido gordo (biodiesel) e glicerina
como subproduto, sendo esta removida por decantagdo. A glicerina formada, apos
purificacdo possui alto valor agregado, e pode ser usada como matéria-prima nas industrias

farmacéutica, cosmética e de explosivos.

Na figura 1.2 € apresentado um exemplo de uma reaccao de transesterificacdo em que o0s
triglicerideos (provenientes do 6leo) reagem com metanol, na presenca de um catalisador,

produzindo glicerol (subproduto) e o éster metilico de &cido gordo (biodiesel).

OCOR OH
/
OCOR + 3 H3C—OH —— OH + 3 RCOO—CHj
OCOR OH

Figura 1.2 — Reaccéo de transesterificacao (http://pt.wikipedia.org/wiki/Biodiesel).

O biodiesel substitui total ou parcialmente o diesel de petrdleo (gaséleo) em motores ciclo
diesel de veiculos automéveis ou equipamentos electromecanicos (ex. geradores de
electricidade e calor). Pode ser usado puro ou misturado com diesel em diversas

proporgoes.

O nome biodiesel muitas vezes é confundido com a mistura “diesel+biodiesel”, disponivel
em alguns postos de combustivel. A designacdo correcta para a mistura vendida nestes

postos deve ser precedida pela letra B (do inglés Blend). Neste caso, a mistura de 5% de
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biodiesel ao diesel de petréleo € chamada de B5 e assim sucessivamente, até ao biodiesel

puro, denominado B100.

[.2.3. Legislacédo vigente

A Estratégia Nacional de Desenvolvimento Sustentavel (ENDS) até 2015, de acordo com a
Resolucdo do Conselho de Ministros n°109/2007, Diario da Republica n°159, 12 Série 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 Nacfes 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-chave o
Programa Nacional para AlteracBes Climaticas (PNAC), segundo a Resolu¢édo do Conselho
de Ministros n°104/2006, que tem como objectivo especifico controlar e reduzir as emissdes
de GEE, de modo a respeitar os compromissos de Portugal no ambito do protocolo de
Quioto e do Acordo de Partilha da UE, bem como antecipar os impactes das alteracbes

climaticas e propor as medidas e adaptacfes que visam reduzir 0os seus impactes negativos.

Com a publicagdo do Decreto-Lei (DL) n® 62/2006, foi transposta para a legislagdo nacional
a Directiva 2003/30/CE. O referido DL “visa a colocagéo no mercado de biocombustiveis e
de outros combustiveis renovaveis, em substituicdo dos combustiveis fosseis”. De acordo
com o DL n° 66/2006, as metas estabelecidas para a incorporacdo minima de
biocombustivel no mercado séo de 2% para o ano de 2006, 3% para o0 ano de 2007 e 5,75%
(em média anual) para o periodo de 2008 a 2010. A Resolucdo 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 € pois evidente das metas

estabelecidas nestes diplomas legais.

Em Portugal, esta legislacdo 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
gquantidades o que torna a producéo de biodiesel para auto-consumo e com aproveitamento

de gorduras vegetais aparentemente menos nobres mais apetecivel.

Algumas microalgas, pela sua elevada produtividade de biomassa relativamente a plantas

superiores de rapido crescimento, fazem parte do grupo de culturas bioenergéticas e por
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este motivo poderdo num futuro proximo representar um papel importante na mitigacéo de

CO,, como também na biofixacao de azoto e fésforo de fontes residuais organicas.

Face a todas estas consideracgfes, o estudo da producdo de biomassa algal como fonte de
Oleo para biocombustiveis reveste-se de particular importancia, uma vez que a producéo de
microalgas permite satisfazer as necessidades de matéria-prima para a producdo de
biocombustiveis (os lipidos sdo usados para a producdo de biodiesel, a biomassa residual
rica em hidratos de carbono pode ser usada para a producédo de bioetanol ou biometanol),
contribuindo para a mitigacdo das emiss@es de CO,, para o tratamento de aguas residuais e

ndo necessitando da utilizagdo de solo agricola fértil destinado a culturas alimentares.
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[.3. Algas

As algas compreendem as macroalgas e as microalgas. As macroalgas sdo organismos
fotossintéticos que vivem na agua ou em locais humidos, pertencendo ao reino vegetal e
sendo classificadas como taldfitas, por apresentarem uma estrutura simples nao

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

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

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

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

esta designacao (Guimardaes et al., 2009).

As algas podem ter uma estrutura celular procariética (sem nucleo organizado nem plastos)
ou eucaridtica (com nudcleo 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

néo, conforme o Filo ou Divisdo ao qual pertengam (Lee, 2008).

[.3.1. Microalgas

O numero de espécies de microalgas esta estimado entre 22000 e 26000 (Vonshak, 2002).

Estes microrganismos encontram-se em praticamente todos os bidtopos, pela sua
diversidade ecolégica e adaptabilidade fisiol6gica, sobretudo em meios aquaticos (dguas
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).

As microalgas podem ser classificadas em cinco Filos, que se distinguem fundamentalmente
pela coloracdo e pela natureza das substancias de reserva que apresentam (Guimaréaes et
al., 2009):
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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 organizacdo procariotica, ou seja,
ndo 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 é 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 pirendide). O amido é facilmente identificado por corar

de azul-escuro com o soluto de Lugol (solugéo 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 € uma
substancia quimicamente semelhante ao amido, que cora de amarelo-claro com o soluto de

Lugol.

Filo Rhodophyta (algas vermelhas)

Os plastos sdo, em regra, avermelhados ou arroxeados, mas podem apresentar uma
coloracdo 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 1.3) onde se faz referéncia aos

pigmentos fotossintéticos e alguns produtos de armazenamento dos Filos acima descritos.
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Tabela 1.3 — Pigmentos fotossintéticos e alguns produtos de armazenamento nos Filos

Cyanophyta, Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta e Chromophyta

, Pigmentos Produtos de
Filo L
fotossintéticos armazenamento
_ o Amido; cianoficina
Cyanophyta Clorofila -a; Ficobilinas

(proteina)

Clorofila -a e -b; _
Chlorophyta B Amido, celulose
Carotendides

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

Clorofila -a e -d; _
Rhodophyta L , Amido
Ficobilinas; Carotendides

Clorofila -a e -c; o )
Chromophyta B Laminarina; oleo
Carotenoides

A producdo comercial de microalgas teve inicio na década de 60 com espécies do género
Chlorella e Arthrospira, para utilizacdo como suplementos dietéticos (Lavens e Sorgeloos,
1996). Na 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 a
Arthrospira sp., para adicdo em alimentos naturais e obtencdo de clorofilas e ficobilinas,
respectivamente, a Dunaliella salina para obtencdo de betacaroteno, a Haematococcus
pluvialis para obtencéo de astaxantina e a Crypthecodinium cohnii para a producdo de DHA
(acido docosahexaenodico — acido gordo do tipo 6mega-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 déafnias, larvas de crustaceos,
moluscos e peixes (Abalde et al., 1987; Balboa et al., 1987; Herrero et al., 1987(1); Herrero
et al., 1987(2); Lavens e Sorgeloos, 1996).

1.3.2. Microalgas — produtos e aplicacdes

O r4pido crescimento populacional, a limitacdo na utilizacao de terras araveis para cultivo de

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

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

No ambito das microalgas, 0 género Arthrospira constitui uma fonte proteica de boa
gqualidade, pois contém todos os aminoacidos essenciais, embora tenha um teor percentual
de metionina, cistina e lisina inferior, quando comparada com outras fontes, tais como carne,
ovos ou leite. 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
Arthrospira sp. em sistemas do tipo raceway (sub-capitulo 1.7.3.) e na utilizacdo da mesma
area de producdo, pode-se obter cerca de 20 vezes e 400 vezes mais conteudo proteico, do

gue no cultivo de soja e na producéo de carne bovina, respectivamente (Henrikson, 1989).

A producéo microalgal apresenta diversas vantagens, tais como a possibilidade de utilizacdo
de fontes de carbono inorganico e/ou orgénico no processo de cultivo, de obtencao de taxas
de crescimento de biomassa de algumas espécies, como por exemplo, do género Chlorella,
superiores a monoculturas vegetais terrestres e a homogeneidade da composicdo da
biomassa algal apds colheita, devido ao facto de os compostos se encontrarem todos
inclusos em cada célula e a inexisténcia de diferentes partes estruturais como raiz, caule,

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

A produtividade priméria de biomassa algal corresponde a aproximadamente 50% da total
produzida na Terra, isto é, de 111-117x10°ton/ano (Behrenfeld et al., 2001).

Na tabela 1.4 podem-se observar diferentes teores proteicos e lipidicos em algumas
espécies de microalgas e em outros produtos alimentares. Becker (1994) 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 concentracoes lipidicas aceitaveis relativamente a
outros produtos alimentares (tabela 1.4). Os lipidos algais podem servir de matéria-prima
para a producdo de detergentes, borracha, gorduras/dleos, tecidos, aditivos alimentares,
cosmeéticos e medicamentos. A utilizacéo de lipidos algais podera reduzir o uso de derivados
do petréleo como fonte de energia e de gorduras animal e vegetal para o0 consumo humano
(Tokusoglu e Unal, 2003; Demirbas, 2009), o que contribui para a redugéo das emissdes de

CO, de origem féssil.
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Tabela 1.4 — Comparacao entre a composicdo 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

A producao de suplementos alimentares, os quais sdo comercializados principalmente sob a

forma de po, tabletes e cdpsulas, tem usado como matéria-prima aproximadamente 75% da

producao anual de biomassa microalgal (Belay, 1993; Becker, 2004).

De seguida apresenta-se na figura 1.3 a referéncia a alguns dos compostos de valor

acrescentado que podem ser extraidos de microalgas.

Microalgas

Produtos alimentares

polinsaturados

Antioxidantes

PO e e outicos /gl Redutores de colesterol |
o R r | rol
cosmeética edutores de colestero

Inibidores de apetite

Oleos para biodiesel [ Acidos gordos (C16-C20)

Figura 1.3 — Compostos extraidos a partir de microalgas.
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I.4.  Avaliagédo do Crescimento Microalgal

O crescimento é definido como o aumento da matéria viva, usualmente o nUmero de células
para microrganismos unicelulares ou a biomassa total para organismos multicelulares
(Tomaselli, 2004). No cultivo de microalgas, e de outros microrganismos, podem-se aplicar
determinados parametros de crescimento (uso de férmulas) e representacdes gréficas para

ilustrar o desenvolvimento das culturas (Vonshak, 1990).

[.4.1. Curva de crescimento

Um dos métodos utilizados para a avaliacdo do crescimento de culturas de microalgas € a
curva de crescimento. Esta pode ser representada graficamente como sendo a relagéo entre

o incremento da biomassa ou aumento do niumero de individuos em funcao do tempo.

Numa cultura em reactor fechado e em cultivo descontinuo, a curva de crescimento (Figura

I.4) apresenta cinco fases distintas, que se descrevem de seguida:

1 - Fase de Inducédo ou Fase Lag : Esta fase ocorre logo apés a repicagem da
cultura. Ndo existe um incremento na populacdo devido a adaptacdo das células
algais as novas condi¢des de cultivo. Nesta fase pode mesmo ocorrer uma reducdo

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;

3 - Fase de Diminuicdo do Crescimento Relativo ou D  esaceleracéo : Nesta fase, o
tempo necessario 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 reducdo da actividade fotossintética devido ao incremento da densidade microalgal
e consequente sombreamento entre 0s 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 populacéo (a
densidade celular permanece constante), a taxa de crescimento é compensada pela

taxa de mortalidade;
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5 - Fase de Morte da Cultura : O declinio no nimero 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

gue, em conjunto, impossibilitam o crescimento de biomassa algal.

*
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= Fase de estaciondria
m —
- desaceleracio® ¢ € @
o L 2 .
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[ ]
E L
<
£ Fase Face d .
, ase de morte
S exponencial
2 # Curvade
S < & crescimento
=
=
=
£
[}
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(=1
=

o @
Fase de inducdo

Tempo

Figura 1.4 - Curva de crescimento de uma cultura microalgal em reactor fechado.

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
“Paradmetros 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 desaceleracéo.

[.4.2. Parametros de Crescimento

O crescimento de uma populacdo microalgal pode ser estimado por recurso a determinados
parametros, dentre os quais se pode destacar a densidade celular méxima obtida, o tempo

de cultivo e a velocidade (ou taxa) de crescimento.

A densidade celular maxima obtida refere-se ao maior valor obtido, expresso em numero de
células por unidade de volume, e o tempo de cultivo € o periodo decorrido entre o inicio da

cultura (indculo) e o momento no qual a cultura alcangou a densidade celular maxima.
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A velocidade de crescimento () pode ser calculada com base na equacao (Guillard, 1972):

_InN; =InN,

. t, —

(1.4.1)

onde
N;, N; — densidade celular inicial e final, respectivamente

t;, tt — tempo de cultivo inicial e final, respectivamente

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

Duplicacbes,/ _ u
Ve 4,6931 (14.2)

em que 0,6931 é o valor correspondente a In 2.
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I.5. Classificacado e morfologia das microalgas repi  cadas
I.5.1. Espécie: Arthrospira platensis; Estirpe: UTex, LB 2340

A espécie Arthrospira platensis € uma microalga do Reino Monera, Filo Cyanophyta e
Classe Cyanophyceae. Esta Classe também pode ser referida como cianobactérias
(espécies de microalgas azuis esverdeadas), pela sua similaridade de organizacédo celular

procariética com as bactérias procarioticas (Lee, 2008).

O género Arthrospira habita normalmente meios liquidos alcalinos, com pH compreendido
entre 8 e 11, ricos em sais, como o bicarbonato e o carbonato de sédio (Vonshak, 2002).
Este género relne as microalgas com aspecto filamentoso nao ramificado, com tricoma
(filamentos sem bainha) regularmente torcido e em espiral, e cujas células (do filamento),
sem plastos e de cor azul esverdeada, apresentam morfologia idéntica (Guimarées et al.,
2009). Na figura 1.5 apresentam-se duas imagens obtidas por microscépio Optico que
mostram a estirpe de Arthrospira platensis estudada, em ampliacdes de 100x (imagem da

esquerda) e 400x (imagem da direita), respectivamente.

Figura I.5 — Imagens de microscopio 6ptico (ampliacdo 100x e 400x, respectivamente) da
estirpe de Arthrospira platensis.

As regides propicias ao crescimento deste Género sdo as tropicais e sub-tropicais, como o
México, Chade e Quénia (Abdin el Sherif e Clément, 1982).

A Arthrospira platensis foi reportada pelo botanico Jean Leonard, membro de uma
expedicdo francesa e belga a Republica do Chade, em meados da década de 60, através da
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constatacdo da venda da biomassa seca desta cianobactéria, como alimento, nos mercados
no Fort Lamy, Chade (Vonshak, 2002).

Actualmente esta espécie € produzida em grande escala em lagoas artificiais, tipo “pista de
corrida” (raceway ponds). O cultivo é efectuado a céu aberto e é possivel o controlo de
contaminacao (competicdo por parte de outros organismos), pelo aumento do valor de pH, o
gue leva a que o meio de cultura seja adverso para o desenvolvimento de outras espécies
de microalgas. Um caso ocorrente de contaminacdo em culturas de microalgas é pelo
género Chlorella, o qual pode ser evitado, no caso do cultivo do género Arthrospira,
mantendo a concentracdo de carbonato de so6dio, no meio de cultivo, superior a 0,2 M
(Vonshak, 2002).

1.5.2. Espécie: Porphyridium aerugineum; Estirpe: SAG, 43.94

A espécie Porphyridium aerugineum é uma microalga do Reino Protista e Filo Rhodophyta.
As algas incluidas na Divisdo Rhodophyta sdo predominantemente marinhas, existindo
apenas um pequeno numero de géneros de agua doce. O género Porphyridium reldne
microalgas unicelulares ou células reunidas em agregados mucilaginosos sem forma
definida (estes agregados séo visiveis utilizando tinta-da-china), células com um plasto
estrelado e pirendide central e as diferentes espécies podem ter tonalidades variadas como

azul-esverdeada, avermelhada ou verde-acinzentado (Guimaraes et al., 2009).

Figura 1.6 — Imagem de microscopio optico (ampliacdo 1000x) da estirpe de Porphyridium

aerugineum.
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Na figura 1.6 apresenta-se uma imagem obtida por microscépio 6ptico que mostra a estirpe

de Porphyridium aerugineum repicada, em ampliacdo de 1000x.

1.5.3. Espécie: Schizomeris leibleinii; Estirpe: SAG, 42.96

A espécie Schizomeris leibleinii € uma microalga do Reino Protista e Filo Chlorophyta. O
género Schizomeris retine microalgas iméveis com aspecto filamentoso ndo ramificado, com
sistema basal de fixacdo diferenciado e as células contém varios pirenéides (Guimaraes et
al., 2009).

Na figura |.7 apresentam-se duas imagens obtidas por microscépio Optico que mostram a
estirpe de Schizomeris leibleinii repicada, em ampliacdes de 100x (imagem da esquerda) e

400x (imagem da direita), respectivamente.

Figura I.7 — Imagens de microscopio optico (ampliacdo 100x e 400x, respectivamente) da

estirpe de Schizomeris leibleinii.

I.5.4. Espécie: Haematococcus pluvialis; Estirpe: SAG, 49.96

A espécie Haematococcus pluvialis € uma microalga do Reino Protista e Filo Chlorophyta. O
género Haematococcus reune microalgas unicelulares, as células das diferentes espécies
podem ser esféricas, elipsoides ou ovoides e sdo compostas por prolongamentos

citoplasmicos entre o citoplasma e a membrana celular (Guimarées et al., 2009).
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Na figura 1.8 apresentam-se duas imagens obtidas por microscépio Optico que mostram a
estirpe de Haematococcus pluvialis repicada, em ampliagbes de 400x (imagem da

esquerda) e 1000x (imagem da direita), respectivamente.

Figura 1.8 — Imagens de microscopio Optico (ampliacdo 400x e 1000x, respectivamente) da

estirpe de Haematococcus pluvialis.

I.5.5. Espécie: Botryococcus brauni; Estirpe: ACOI, 58

A espécie Botryococcus brauni € uma microalga do Reino Protista e Filo Chlorophyta. O
género Botryococcus reine microalgas imoveis e coloniais, as células sao de forma esférica
ou elipsoide, unidas internamente por corddes mucilaginosos, e reunidas em agregados

gelatinosos geralmente muito densos (Guimaraes et al., 2009).

Na figura 1.9 apresenta-se uma imagem obtida por microscépio 6ptico que mostra a estirpe

de Botryococcus brauni repicada, em ampliacao de 1000x.
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Figura 1.9 — Imagens de microscopio optico (ampliacdo 1000x) da estirpe de Botryococcus

brauni.
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|.6. Meios de cultura, fontes nutricionais e de stress

[.6.1. Fontes nutricionais (carbono, azoto e fésfor  0)

Existem diversos meios de cultura apropriados a preservacdo e producdo de culturas de
microalgas. Regra geral, nas algotecas ou em locais de exploragdo de cultivos massivos de
microalgas de &gua doce os macronutrientes essenciais sdo o carbono, azoto, fosforo e
potéssio. Para manutencéo e estudo de culturas de microalgas a escala laboratorial utilizam-
se normalmente sais de pureza pro-andlise; ja em cultivos de grande escala os meios podem
ser preparados a partir de fontes residuais e/ou comerciais, cuja composi¢ao 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 das concentracdes de cloreto de sédio e de

magnésio no meio.

z

Nos sistemas de cultivo de microalgas, o carbono € considerado 0 macronutriente mais
importante, uma vez que constitui cerca de 50 % da biomassa microalgal (Abalde et al., 1995;
Mirdn 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 € fundamental no processo de autotrofia / fotossintese, estando a sua
concentracdo no meio directamente relacionada com o pH. Assim, 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; quando o pH € superior

a 9,5 o consumo de carbonato passa a ser predominante (Esteves, 1988).

As microalgas crescem em regime autotrofico, utilizando luz e diéxido de carbono mas,
também podem ser cultivadas em regime heterotréfico, usando compostos organicos como
fonte de energia e fonte de carbono, ou ainda em regime de cultivo mixotrofico (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 um nutriente essencial para o metabolismo das microalgas na medida em que

contribui para a formacdo das proteinas. A reducdo na quantidade de azoto no meio de
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cultura leva a que sejam sintetizados preferencialmente lipidos e hidratos de carbono
(Rigano et al., 1998).

Quando o azoto a fornecer as culturas algais se encontra sob a forma de nitrato, é reduzido
a nitrito pelas microalgas através da enzima nitrato-redutase e posteriormente este Ultimo é
reduzido pela nitrito-redutase a amonia (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. Por exemplo, foi
referido (Mahasneh, 1997) que, em culturas de Chlorella sp., com 0,25 mg.L'l de fosfato, o
valor de teor proteico atingido foi de 15,7% mas, com o aumento da concentragéo de fosfato
para 0,50 mg.L™?, o teor proteico aumentou para 37%. Conclui-se assim que, a massa de
K,HPO, ou KH,PO, usada na preparacdo do meio de cultura, influencia a concentracéo de

proteina final na biomassa algal.

A salinidade podera ser utilizada como fonte de stress e de prevencdo de contaminacdo
numa cultura microalgal e como exemplo da inducdo de stress apresenta-se 0 caso de um
estudo realizado para uma microalga de 4gua salgada, Dunaliella sp., em que ensaios com
uma concentracao 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 adicdo de 1,0 M de NaCl, ao meio com 1,0 M inicial, na fase
exponencial de crescimento fez aumentar o teor lipidico para 70% do valor de biomassa
seca (Takagi et al., 2006).
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1.7. Processos de cultivo

[.7.1. Parametros quimicos e fisicos de cultivo

A composicao bioquimica da biomassa das microalgas ndo é determinada somente pela
natureza de cada espécie algal, e depende de factores como a intensidade de luz e regime

de iluminacao, temperatura, pH, nutrientes e agitacdo do meio (Miao e Wu, 2004).

O pH do meio 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-oxidacao ou morte foto-oxidativa devido a formacao 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. Por exemplo, no género Chlorella, quando a temperatura de cultivo aumenta de
25 °C para 35 °C, o teor em proteinas 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 sua deposi¢cdo no fundo do fotobioreactor, favorecendo a homogeneizacéo
de disponibilidade de luz a todas as células em suspensdo e promovendo a eliminacdo de
excesso de oxigénio dissolvido no meio, o que diminui o risco de ocorrer morte celular por

foto-oxidacao (Becker e Venkatarman, 1984; Richmond et al., 1993).

I.7.2. Processos de cultivo de microalgas

Os reactores biolégicos para cultivo de microalgas podem operar em modo descontinuo,

semi-continuo ou continuo.

Num processo descontinuo (em reactor fechado) de cultivo de microalgas verificam-se as
seguintes fases:
1°) Preparacdo do meio de cultura, adequado a nutricdo e desenvolvimento da estirpe,
bem como a obtencao do produto desejado;
2°) Inoculacdo de um fotobioreactor com o meio preparado e com o indculo, o qual devera

advir de uma cultura microalgal densa; crescimento da cultura até a fase estacionéria
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ou até a fase requerida para extrac¢do do composto pretendido,
3° Quando a cultura atingir a fase requerida procede-se a colheita total e & obtengéo

do(s) produto(s).

Este tipo de processo é o mais indicado quando existem dificuldades de manutencédo de
condicbes de assepsia, permite grande flexibilidade de operagdo e um controlo mais restrito

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

Neste processo poderd ser efectuada a adi¢cdo periddica de meio nutricional, isto é, um ou
mais nutrientes sdo adicionados ao fotobioreactor durante o periodo de cultura até a colheita.
Neste tipo de operacéo pode ou n&o ocorrer alteracdo do volume de cultura, a qual depende

da concentracdo do substrato e da taxa de evaporacao do sistema (Lee e Shen, 2004).

No processo semi-continuo as fases de operacdo 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 indculo ao cultivo
seguinte. No final da colheita é introduzido no reactor um volume de meio de cultura
aproximadamente igual ao volume retirado. Deste modo, reinicia-se a sequéncia de

operacoes até eventualmente existir uma quebra na produtividade do sistema.

7

O processo continuo é realizado pela introducdo 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, 0 objectivo é que o sistema atinja uma condicdo de
estado estacionario, isto €, que a densidade da cultura se mantenha aproximadamente
constante (Fogg, 1975; Lee e Shen, 2004).

|.7.3. Fotobioreactores fechados vs Fotobioreactores abertos

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

fotobioreactores abertos (sistemas a céu aberto) e fotobioreactores fechados.

Os sistemas a céu aberto sdo usualmente do tipo raceway pond (lagoas abertas tipo pista
de corrida), com pequena profundidade (cerca de 15 cm) para assegurar a adequada
incidéncia da luz solar (figura 1.10). Estes sistemas podem ser construidos em plastico,
lonas, betéo, fibra de vidro ou alvenaria. Durante o Inverno, os tanques devem ser cobertos

para evitar variacbes de temperatura e impedir que a camada superficial do meio de cultura
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congele durante a noite. Em regides temperadas e subtropicais, a cobertura também reduz
as perdas do meio por evaporacdo e diminui a contaminacdo da biomassa colhida por
insectos. A desvantagem dos cultivos cobertos reside na reducdo da penetra¢do da luz no
sistema de cultivo, tanto pela existéncia da cobertura, como pela condensacao de agua na

superficie interna (Becker, 1981).

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

salina, aumento do pH e variacdo da temperatura (Vonshak, 2002), que afectam de modo

diferente distintas estirpes de microalgas.

Centrifugas e sistema
de circulagéo Estocagem de
microalgas

Piscinas de colheita
de microalgas

Piscinas de crescimento
de microalgas

Parque de piscinasilagoas abertas
para crescimento de microalgas

Figura 1.10 — Sistemas de producao de microalgas a céu aberto do tipo raceway pond
(www.was.org/Meetings/AbstractData.asp?Abstractld=10854).

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

estrutura pode ser do tipo tubular (figura 1.11), em coluna (forma cilindrica) ou em painéis.

Nos fotobioreactores fechados é possivel controlar mais facilmente parametros de cultivo
como a temperatura, iluminacdo e pH. Estes tipos de sistemas viabilizam o controlo e
aplicacao de intervalos 6ptimos dos parametros descritos anteriormente, o que pode levar a

um acréscimo de produtividade de biomassa algal, relativamente aos sistemas a céu aberto.
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agualimpa e
nutrientes

fotohioreator

micrnalgas

tanque de recircula;
de microalgas

manifold
de retorno

manifold de
entrada

co

bomba de circulagdo

Figura .11 — Sistemas de producao de microalgas em fotobioreactores tubulares
(http://brae.calpoly.edu/CEAE/biofuels.html).

Na tabela I.5 resumem-se as vantagens e desvantagens entre os dois tipos de sistemas de
cultivo de microalgas.

Tabela I.5 — Vantagens/desvantagens dos sistemas de cultivo (adaptado de: Pulz, 2001)

Parametros

Risco de contaminacdo

Lrea de implementacio

Custo de implementa; do
Ferdaspor evdpor dydo
Fossibilidade de injecgdo de (02
Qualidade da bioniassa

Variahilidade cle 2spécies a
cultivar

Hexibiliclade na produgan
Farametrasee cultivo

Dependénciade factores
climaticos

Feriodo parainiciar a produgde
apas o nicio ou
internupces iex. limpezal

Concentragac de biomassa

Eficiencia da colheita

Sistemas a céu aberto

Bastante Elevado
Elevada

Manor

Bastante elevadd
Mo & passivel
Haoé controlavel
puito haixa

Praticamenteimpossivel de

alterar a espécie aproduzir

Dependente das condigies
exteriores
Total

Pole menes de seis a oito
semnanas

De0,1a0 2zl
ais demoracla e maior custo

Fotobioreactores

Baixo

Baixa

Waior

Bdixa

Pasaivel
Controlavel
Praticamente todas

Possibilidacle de alterar a espedie
a cultivar

Possivel controlar

Com peucosignificado

Até 2 semanas

De2 a8g/l
ienos demoradae menor custo
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[.8. Métodos de colheita de microalgas e de extrac¢  ao de 6leo

Para a producdo de alimentos, ou para a extrac¢do de produtos de valor acrescentado, €
necessario separar a biomassa algal do meio de cultivo. O processo de colheita (figura 1.8)
envolve uma ou mais etapas de separacdo solido-liquido, como por exemplo, floculacao,
centrifugacéo e filtracdo. Apos 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. liofilizag&o) (Grima et al., 2003).

Figura 1.12 — Colheita de microalgas (a) http://microalgas-producao.blogspot.com; b)

Wwww.cyanotech.com).

Para a extracgdo dos compostos, as paredes das células das microalgas sao “destruidas” por
aplicacdo de métodos fisicos (ex. prensagem), ultra-sons, choque osmatico, solventes e

enzimas.

Os métodos utilizados para extrair 6leo das sementes oleaginosas, podem também ser
aplicados para a extracgdo de 6leo das microalgas (Folch et al., 1957; Bligh e Dyer, 1959;
Grima et al., 2003; Demirbas, 2009). Descrevem-se de seguida, sucintamente, cada um dos

métodos que pode ser utilizado na extrac¢éo do 6leo das microalgas:

Ruptura por prensagem: Processo fisico no qual a ruptura é realizada por
compressdo das microalgas confinadas num determinado volume, por meio da
aplicacdo de uma pressdo mecanica adequada. Podera ser extraido cerca de 70 a
75% da quantidade total de 6leo presente na biomassa. Podera ser utilizada uma

combinacao de pressdo mecéanica e de solventes quimicos para extrac¢ao do 6Oleo.
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Extraccéo por solventes: O 6leo das microalgas pode ser extraido usando produtos

guimicos simples ou conjugados entre si, tais como:

» etanol, metanol, hexano, n-hexano, cloroférmio
e 2:1 cloroférmio:metanol; 2:2:1,8 cloroférmio:metanol:adgua; 7:3 metanol:agua

(misturas v:v)

A extracgdo com hexano pode ser usada isoladamente ou em conjunto com o método
da prensagem de Oleo. Apés a extracgdo, 0 Oleo e a polpa remanescente sdo
separados e o solvente € recuperado por destilacdo. Os processos de prensagem
combinada com extrac¢do por solvente permitem extrair mais de 95% do Oleo total

contido nas microalgas.

Extracgcdo com CO , supercritico: Neste processo extractivo, o CO, é liquefeito sob
pressdo e aquecido até 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 extraccao do 6leo. Este método permite extrair quase 100% de todo o éleo.

Extraccdo Enzimatica: Com o auxilio da agua (no papel de solvente), este método
utiliza enzimas para degradar a parede celular das microalgas, o que facilita a

migracgdo do 6leo contido na mesma para 0 meio aquoso.

Choque Osmdtico: Trata-se de um processo em que uma reducdo repentina na
pressdo osmotica permite causar a ruptura das paredes das células das microalgas
em solucdo. O choque osmatico € usado para libertar componentes celulares, tais

como o Oleo e as proteinas.

Ruptura por Ultrasons: A aplicagéo de ultrasons facilita o processo de extracgdo. No
banho de ultrasons as ondas sdo usadas para criar bolhas de cavitacdo 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

libertacdo do 6leo para o solvente.
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II. Parte Experimental: Materiais, Reagentes e Méto dos

O estudo experimental aqui apresentado tem como objectivo optimizar as condi¢cdes de
crescimento de biomassa algal com vista a maximizacdo da producdo de Oleo para

utilizacdo como matéria-prima na producao de biodiesel.

Numa fase inicial do estudo foram testadas diferentes estirpes. Assim, na fase de inoculag&o
foram usados tubos de ensaio e erlenmeyers de 250 mL, tendo sido efectuado o
crescimento de cinco espécies correspondendo a cinco estirpes distintas de algas
(Arthrospira platensis, Porphyridium aerugineum, Schizomeris leibleinii, Haematococcus

pluvialis e Botryococcus brauni).

Numa fase posterior, 0 estudo de optimizacdo do crescimento incidiu em particular sobre a
Arthrospira platensis, devido ao facto de esta ser uma estirpe de elevado interesse
comercial, muito resistente a contaminacdo pelo pH alcalino do meio, e com rapido
crescimento. O cultivo foi efectuado em erlenmeyers de 250 mL, 1 L e 5 L, sucessivamente.
O cultivo de Arthrospira platensis em erlenmeyer de 5 L foi efectuado com o propésito de

obter uma cultura mée de volume suficiente para todas as inoculagcdes necessarias.

O cultivo de Arthrospira platensis nas condi¢des optimizadas foi efectuado em erlenmeyers
de 1L, de modo a permitir obter uma quantidade de microalgas suficiente para a extrac¢ao

de 6leo para permitir a sua quantificacéo.

I1.1. Parametros fisicos fixados

Para a realizagdo do estudo foram fixados alguns parametros, de modo a permitir controlar
as condicdes experimentais e a reproduzir o estudo. Deste modo, resumem-se na tabela 1.1

os parametros que foram fixados na realizacao do trabalho experimental.

Tabela 1.1 — Parametros fisicos fixados

Paréametros Tubos de ensaio | Erlenmayers de 250 mL Erlenmayersde 1 e 5L
Temperatura ambiente 28C 2T 28+2TC 28+2TC
Intensidade luminosa 2000 lux 4500 lux 4500 lux

Fonte de luz lampadas luz dia lampadas luz dia lampadas luz dia
Fotoperiodo 12:12 h 12:12h 12:12h
) 0,12 v.v.m. 0,24 v.v.m.
Arejamento
2 mLals 4 mLads
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[I.2. Inoculacdo das microalgas de &gua doce Arthrospira platensis,
Porphyridium aerugineum, Schizomeris leibleinii, Haematococcus pluvialis e

Botryococcus brauni

Conforme mencionado anteriormente, o estudo do crescimento e cultivo de microalgas
inicia-se pela inoculacdo das espécies/estirpes a estudar. Neste estudo, optou-se pelo

estudo de espécies adaptadas ao crescimento em agua doce.

[1.2.1. Identificag&o das microalgas repicadas/inoc  uladas

As microalgas usadas no estudo foram provenientes de trés algotecas, uma nacional, a
Algoteca de Coimbra (ACOI), outra Alema (SAG) e uma Norte-Americana (UTex). A sua

identificacdo e meio de cultura base usado no estudo encontram-se na tabela 11.2.

Tabela II.2 — Identificacdo das microalgas estudadas

Estirpe
Espécie Meio de Cultura
Algoteca Cadigo

Arthrospira platensis UTex LB 2340 Zarrouk modificado
Porphyridium aerugineum SAG 43.94 BBM 3N

Schizomeris leibleinii SAG 42.96 BBM 3N
Haematococcus pluvialis SAG 49.96 BBM 3N

Botryococcus brauni ACOI 58 BBM 3N

I1.2.2. Preparacdo do material utilizado na inocula  c¢&o / cultivo

Foi escolhido material com as mesmas caracteristicas para cada conjunto de ensaios, de

modo a reduzir a influéncia de pequenas altera¢des nas condi¢des de cultivo.

a) Antes de cada inoculacdo / cultivo, todo o material usado (pipetas, provetas,
ansas, tubos de ensaio, erlenmeyers, etc.) foi lavado em &gua corrente e detergente,
passado por agua destilada, autoclavado a 121 °C durante 20 minutos em autoclave
(Memmert) e colocado em camara de fluxo laminar (Cruma) sob radiacdo UV durante
60 minutos.
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b) As tampas de borracha dos erlenmeyers com o0s 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.

c) Para os tubos de ensaio foram feitas rolhas de algoddo e gaze que foram
desinfectadas com alcool etilico (96% v/v) e posteriormente colocadas huma estufa
(WTC binder) a 80 °C durante 60 minutos.

11.2.3. Condicdes de Inoculagéo / Cultivo

A inoculacdo das microalgas (figura 11.1) foi efectuada em camara de fluxo laminar vertical
(CRUMA) e o cultivo (figura I11.2) foi efectuado em sala climatizada, sobre bancadas, com
iluminag&o proveniente de lampadas fluorescentes “luz dia”, posicionadas lateralmente as

bancadas.

a) 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 hum
fotoperiodo de 12:12 horas, controlado por um temporizador automatico (Perfu

electric).

b) A temperatura da sala foi mantida a 28 + 2 T por u m aparelho de ar condicionado
do tipo Splitt (Samsung) de 18000 BTU.

c) Das cinco estirpes inoculadas, a que primeiro se conseguiu cultivar em
erlenmeyers de 1 L foi a espécie Arthrospira platensis (com taxa de crescimento mais
rapido, observavel pelo aumento de densidade Optica, e que permitiu prosseguir com
0 estudo) sendo este o critério de seleccdo da espécie para estudo como fonte de

lipidos para producao de biodiesel.
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Figura 1.1 — Inoculacdo em tubos de ensaio, na camara de fluxo laminar.
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Figura 1.2 — Tubos de ensaio e erlenmeyers inoculados.

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

intensidade luminosa a altura média das lampadas luz de dia.

Na figura 11.3 apresenta-se a curva de intensidade luminosa de 4500 lux, marcada sobre as
bancadas, bem como os erlenmeyers de 1 L de cultura dispostos em funcédo da mesma.
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Figura 11.3 - Curva de intensidade luminosa a altura média das lampadas luz de dia.

e) Calibracdo das bombas de ar (arejamento a v.v.m. constante) (ver Anexo 1)

f) No cultivo com vista ao aumento de concentracdo de biomassa algal, para
determinacgdo da curva de calibracdo (Abs vs [biomassa seca] (mg/L)), nas condicbes
padréo, para avaliacdo 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 12 h/dia,
coincidindo com o periodo luz dia do fotoperiodo, de modo a assemelhar-se as

condicdes de iluminacéo natural.

[1.2.4. Meios de Cultura

Todos os reagentes utilizados na preparacdo dos meios de cultura a seguir mencionados
sdo reagentes p.a., para microbiologia, que permitem menor variabilidade e maior precisdo

no controlo das condi¢bes de crescimento.

a) Meio de cultura padrao Zarrouk modificado

O meio de cultura padrdo utlizado nos cultivos de Arthrospira platensis foi o Zarrouk
modificado (Zarrouk, UTex), cuja composicdo dos reagentes utilizados por cada litro de
cultura se encontra descrita na Tabela I1.3:
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Tabela 1.3 — Composicdo do meio Zarrouk modificado, meio de cultura padrdo para cultivo

de Arthrospira platensis

Reagentes Massa Massa Volume [elemento] (ppm)
(g/LfinaI) (gll—conc) (ml—concll—final) Elemento mg/L
C 2.285,7
NaHCO; 16,00
Na 4.381,0
C 226,4
Na,CO; 2,00 50,00 40,0
Na 867,9
P 89,0
KoHPO, 0,50 25,00 20,0
K 2245
N 411,8
NaNO3 2,50 50,00 50,0
Na 676,5
% S 184,2
Q K,SO, 1,00 50,00 20,0
S K 448,7
5 Na 393,2
S NacCl 1,00 50,00 20,0
S Cl 606,8
I
= S 26,1
MgS0,.7H,0 0,20 20,00 10,0
Mg 19,7
Ca 10,9
CaCl,.2H,0 0,04 4.00 10,0
Cl 19,3
C 25,8
EDTA-Na, 0,08 40,00 2,0 N 6,0
Na 98,9
Fe 2,0
FeS0O,.7H,0 0,01 5,00 2,0
S 1,2
HsBO4 0,002860 2,860 B
Zn
ZnS0,4.7H,0 0,000222 0,222 s
Mn
& MnS0O,.4H,0 0,001810 1,810
£ S
Q
g 1,0 Cu
= CuS0,.5H,0 0,000079 0,079
5 S
= Co
Co(NO;),.6H,0 0,000044 0,044 N
Mo
Na,M00,.2H,0 | 0,000018 0,018
Na
H,0
destilada - - _ 825
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Todos os reagentes foram pesados numa balanca digital com preciséo * 5x10™ g (OHAUS
Pionner TM).

Todas as solugBes concentradas e meios de cultura final foram misturadas com recurso a

placa de aquecimento e agitacdo magnética (Labinco L-82) (Figura I1.4).

A solucado concentrada de micronutrientes foi a Unica a necessitar de aquecimento a 70 °C,

além da agitacdo magnética, devido a presenca de H3;BO:s.

Todo o procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar vertical (CRUMA) sob
condi¢cdes asseépticas. O pH do meio Zarrouk modificado € de 8,90 + 0,15.

As solucBes concentradas foram rotuladas, com nome do meio de cultura, nome da solucao,
concentracdo, data de preparacédo e rubricadas. Foram armazenadas e refrigeradas a 5 + 2

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

Figura 1.4 — Homogeneizacdo dos meios de cultura (& esquerda) e armazenamento dos

meios de cultura concentrados em frio (a direita).
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b) Meio de cultura BBM 3N

Conforme referido em 11.2.1. foi usado o meio de cultura BBM 3N na inoculacdo de quatro
espécies. A Unica variacao relativamente ao meio padrédo BBM (Bold Basal Medium, UTex) &
o volume de NaNO; que é trés vezes superior ao volume usado para o meio de cultivo BBM,
por cada litro de cultura, sendo o volume de &gua destilada corrigido de acordo. A

composicao dos reagentes utilizados por cada litro de cultura encontra-se na Tabela 11.4.

Tabela 1.4 — Composi¢&o do meio de cultura BBM 3N

Reagentes Massa Massa Volume [elemento] (ppm)
(g/LfinaI) (gll—conc) (mLconc/Lfinal) Elemento mg/L
K 33,7
KoHPO, 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,O 0,0750 7,50 10,0
S 9,8
N 123,6
NaNO; 0,7500 25,00 30,0
9 Na 202,8
= Ca 6,8
= CaCl,.2H,0 0,0250 2,50 10,0
= Cl 12,1
c
S Na 9,8
S NacCl 0,0250 2,50 10,0
S cl 15,2
C 16,1
EDTA-Na, 0,0500 50,00 N 37
+ + + 1,0 y
KOH 0,0310 31,00 Na 6,2
K 21,6
FeS0,.7H,0 0,0050 + 4,98 + 10 Fe 1,0
+ H,S0,* 0,0010 mL | 1,00 mL ' S 16
H3;BO; 0,0114 11,42 1,0 B 2,0
Zn
ZnS0,4.7H,0 0,001412 1,412 S
Mn
" MnCl,.4H,0 0,000232 0,232 S
(]
=
@ Cu
= CuS0,.5H,0 0,000252 0,252 1,0
£ S
S Co
s Co(NO3),.6H,0 | 0,000080 0,080 N
Mo
Na,Mo0QO,4.2H,0 0,000192 0,192 N
a
H,O
destilada S — E— 916

* Myos04 = 1,84 g/mL
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Todas as solug¢des concentradas e de meio de cultura final foram misturadas com recurso a

placa de aquecimento e agitacdo magnética marca Labinco L-82 e barra magnética.

As solugcBes concentradas de FeSO,.7H,O + H,SO, foram preparadas em hotte e as
solucBes concentradas de H;BO; foram as Unicas a necessitar de aquecimento além da

agitacdo magnética.

Todo o procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar vertical marca Cruma, sob
condicbes assépticas. O pH do meio BBM 3N € de 6,85 +0,15.
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[1.3. Cultivo de Arthrospira platensis
I1.3.1. Repicagens

As cinco estirpes de microalgas referidas em 11.2.1. foram todas repicadas, apos o periodo
de crescimento em tubos de ensaio, 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 Arthrospira platensis
(Figura 11.5), conseguindo-se repicar em seguida para erlenmeyers de 1 L quando das

repicagens para erlenmeyers de 250 mL das outras quatro espécies.

A Arthrospira platensis foi repicada do volume de 1 L para 5 L, sendo esta ultima cultura, a

cultura mae para futuras inoculagdes.

Figura II.5 — Cultivo de Arthrospira platensis em erlenmeyers de 250 mL, antes de se

introduzir o arejamento.

[1.3.2. Monitorizag&o de possiveis contaminagfes das cultur as

A monitorizacd@o de possiveis contaminacdes das culturas, desde a fase de in6culo em tubo
de ensaio até erlenmeyers de 5 L, foi efectuada por controlo visual (microscépico) com o
apoio do guia de taxonomia de microalgas de agua doce ilustrado (Guimarées 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 Arthrospira platensis
I1.4.1. Metodologia para tracar a curva de calibracdo

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

regime de crescimento autotréfico. Para tal foi observado o seguinte procedimento:
a) Crescimento de 1 L de cultura até a fase estacionaria (cultura densa);

b) Colheita da biomassa himida, 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 preparacdo de oito solu¢cdes padrdo de
diferentes concentracdes. As absorvancias das amostras de concentracdo conhecida
foram lidas a 680 nm (pico de absorvancia maxima). A leitura das absorvancias foi

efectuada num espectofotémetro UV-visivel (Shimadzu UV-160A).

e) Todas as leituras foram efectuadas em triplicado.

I1.4.2. Avaliacdo do crescimento microalgal

Foram efectuados trés conjuntos de ensaios, em erlenmeyers de 1 L, em que se variaram 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 regime autotrofico e quatro culturas (em triplicado) de concentragdes distintas

em regime mixotrofico, com adigdo de carbono orgéanico, sob a forma de glucose;

b) Trés culturas (em triplicado) de concentracdes distintas, em regime mixotrofico com

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

¢) Quatro culturas (em triplicado) de concentragfes distintas, em regime mixotréfico com

adicdo de 1,0 ggucese/L € com adi¢éo de cloreto de s6dio ao meio de cultura.
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Todas as culturas foram efectuadas em triplicado, tendo sido inoculadas com 200 mL da
solugdo Mae referida em 11.3.1, ou seja, o inoculo inicial (dia zero) de todas as culturas
acima referidas era iniciado a partir do equivalente de um volume de colheita de 80% de

uma cultura densa em fase estacionaria (Celekli et al., 2009).

Figura 11.6 — Cultivos em triplicado para avaliacdo do crescimento microalgal.

A avaliacdo do crescimento das culturas (Figura 11.6) (ver lll. Resultados experimentais e
Anexo 3) foi efectuada diariamente através de leitura da absorvancia por espectofotometria
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
proporcional. A estabilizacdo dos valores de absorvancia indicava que a cultura tinha
entrado em fase estacionaria.

Todos os dias foram realizadas as leituras de pH e temperatura, feitas com equipamento da
marca Schott Instruments (Figura I.7) — foi usado um eléctrodo para cada estirpe para

reduzir a possibilidade de contaminacéo das culturas;
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Figura Il.7 — Leitura de pH e temperatura.

[1.4.3. Célculo da concentracdo de biomassa algal produzida

O calculo das concentrac6es de biomassa algal para os trés conjuntos de ensaios referidos
em 11.4.2. foi feito com base na curva de calibracdo Abs vs [biomassa seca] (mg/L) obtida
para o regime de crescimento autotrofico (ver 11.4.1. e Anexo 2) (os valores correspondentes

a estes ensaios encontram-se nas tabelas constantes do Anexo 3)
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[1.5. Extraccao de 6leo por solventes e quantifica¢c ~ &o por gravimetria

A avaliacdo do crescimento microalgal para os trés conjuntos de ensaios referidos em 11.4.2.

cessava apdés um a dois dias das culturas terem entrado em fase estacionaria. A biomassa

era colhida por centrifugacéo, catalogada e armazenada em frio (-20 £ 5 °C), numa arca

congeladora (Teka).

ApGs o término de todos os ensaios de avaliagdo do crescimento microalgal, a biomassa foi

descongelada e deu-se inicio a extraccdo do 6leo. A extraccéo foi feita com uma mistura de

cloroférmio:metanol:agua (2:2:1,8 em volume), de acordo com o procedimento adaptado de

Bligh e Dyer (1959) e descrito de seguida:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Na balanca digital de preciséo + 5x10° g (Kern ALJ 220-4) tarar tubos de centrifuga
(ECCO);
Nos tubos de ensaio tarados pesar as biomassas algais humidas;
Sabendo-se que cerca de 85% da biomassa algal humida € constituida por agua (ver
Anexo 4), determina-se a massa de agua como Mggua = 0,85 * Mpjomassa himida (9);
Como 85% da biomassa algal € agua e sendo psgua = 1 9/mL, pode-se considerar que
Poiomassa hamida L 1 @/mL, 0 que permite obter a aproximag&o: Myjomassa hamida (9) [
Vbiomassa hamida (ML);
A 12 extraccdo é feita com (1:2:0,8) cloroférmio:metanol:dgua. Como a frac¢do de
agua ha Myjeomassa humida € de 0,85 a proporcdo de solventes devera ser corrigida para
(1,0625; 2,125; 0,85) cloroférmio:metanol:agua:
i. Na hotte, com a extrac¢do de ar ligada, adicionar no tubo de ensaio tarado com a
biomassa algal humida V. orofsrmio = 1,0625 * Vpiomassa hamida (ML);
ii. Em seguida adicionar Viyetanol = 2,125 * Vpiomassa hamida (ML);
iii. Agitacdo da mistura em tubos fechados com tampa, em vortex (Snijders 34524), a
velocidade moderada, durante cerca de cinco minutos;
Colocar os tubos de ensaio num banho de ultra-sons (Crest), de modo a que os tubos
fiquem imersos na 4gua até a altura do seu contetudo. O procedimento devera ser
executado a 25 °C durante 20 minutos;
A 22 extraccgdo é feita com base na relacao (2:2:1,8) cloroférmio:metanol:agua, ou seja,
o volume dos solventes na nova adicao sera (X1: 0: X2):
i. Xz (cloroférmio) = Vietanol - Veloroformio (VOlumes da alinea e) i.);

i. X2(&gua) = (Vimetanol * 1,8) / 2 (volume de metanol da alinea e) ii.);

iii. Agitacdo em vortex a velocidade moderada, durante cerca de um minuto;

Centrifugacédo (Centrifuga Orto alresa, Digicen) a 4000 rpm durante 20 minutos;
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i) ApOs a centrifugagdo distinguem-se nitidamente trés fases:
i.  Superior (menos densa ou metandlica);
ii. Intermédia, constituida pela biomassa residual;
ii. Inferior (densa ou cloroférmica); os lipidos encontram-se dissolvidos nesta fase;

j) 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;

k) Deixar evaporar, na hotte, o cloroférmio presente na fase recolhida e pesar o conjunto
“goblé + lipidos” até que nao se verifiquem alteracdes de massa (Figura 11.8). Esta
assim encontrada a massa de lipidos para o ensaio em estudo;

I) Determinar a percentagem de Oleo presente na biomassa algal (considerando que

10% dos lipidos totais ficam retidos na biomassa residual).

NOTA: A analise qualitativa da composicdo do 6leo para avaliagdo da sua maior ou menor
adequacdao a producdo de biodiesel conforme com a norma EN 14214 deveria ser feita por
Cromatografia Gasosa, sendo a identificacdo dos compostos obtida com base nos tempos de
retencdo. 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.

Figura I1.8 - Quantificacdo gravimétrica dos lipidos presentes na biomassa microalgal.
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[ll. Resultados experimentais e discussao de result  ados
[11.1. Monitorizacdo de possiveis contaminagfes do Cultivo

A monitorizacao 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. Monitorizagdo de possiveis contamina¢cdes do Cultivo. Nas Figuras 11I.1 a 1.5

apresentam-se imagens de microscopio éptico das estirpes estudadas.

De modo a monitorizar possiveis contaminac¢fes, todas as culturas foram verificadas
diariamente, conforme descrito em 11.3.2. Até ao final dos ensaios ndo se verificaram

gualquer tipo de contaminantes bioldgicos.

O critério utilizado para seleccionar a estirpe a estudar baseou-se na observacdo do
crescimento e da correspondente variacdo da coloracdo (forma indicativa da densidade da
cultura) dos meios de cultivo das cinco estirpes, desde 0 momento de repicagem para tubos
de ensaio até a inoculacdo de reactores de volume de 1 L. A estirpe que permitisse em
primeiro lugar a inoculacédo de 1 L de volume seria a escolhida para o presente estudo de

optimizacao da produtividade lipidica em diferentes meios de cultura.

Das cinco estirpes objecto de estudo de crescimento, a Arthrospira platensis, UTex LB 2340
foi a primeira a ser inoculada num reactor de 1 L com sucesso e, deste modo, mediante o

critério utilizado, a escolhida para o desenvolvimento restante deste estudo.
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[11.2. Avaliacdo do crescimento da  Arthrospira platensis

A avaliacdo do crescimento microalgal para os trés conjuntos de ensaios, em erlenmeyers
de 1 L, em que se variaram as fontes nutricionais (aumento da concentracdo de Carbono e
reducdo da concentracdo de Azoto) e as condi¢cBes de stress (por aumento da salinidade) foi

efectuada de acordo com o procedimento descrito em 11.4.2.

[11.2.1. Cultura em regime autotréfico e quatro cul  turas de concentragdes distintas em

regime mixotroéfico, com adicao de carbono organico, sob a forma de glucose

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

cultivo.

As Figuras IIl.1 e 1ll.2 mostram uma das culturas de Arthrospira platensis ao fim de 2 e 4
dias de cultivo, respectivamente, sendo evidente o decréscimo de populagéo algal na cultura
em condigées mixotroficas com adi¢cédo de 4,0 Qgucose/Lmeic- O PH do meio nesta fase era
inferior a 8,5, o que € indicativo do estado de morte da cultura para esta espécie. Outro
factor indicativo do declinio foi 0 aumento do odor a matéria organica putrefacta nas culturas

ao longo dos trés ultimos dias, o qual era cada vez mais intenso.

Figura lll.1 - Culturas de Arthrospira platensis em regime autotréfico (ao canto esquerdo) e
em regime mixotrofico com a adi¢éo de 4,0 ggucose/Lmeio (tr€s erlenmeyers a direita) ao fim de

2 dias de cultivo.
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Figura Ill.2 - Cultura de Arthrospira platensis em regime mixotréfico com a adicdo de 4,0

Jglucose/ Lmeio 80 fim de 4 dias de cultivo.

Figura Ill.3 — Imagem de microscépio éptico (ampliagdo 100x) da estirpe de Arthrospira
platensis cultivada em condi¢cdes mixotroficas com adicéo de 4,0 ggiucose/Lmeio, @0 fim de 2

dias.

Concluiu-se assim que, a adicdo de glucose em concentracdes desta ordem de grandeza

ndo era adequada para a realizacdo do estudo pelo que se realizaram novos ensaios,
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reduzindo a quantidade de glucose adicionada ao meio Zarrouk modificado desde um valor

de 0,25 gg|ucose/Lmei0 a.té um Valor mé.leO de 1,0 gg|ucose/Lmei0.

Nas Figuras 111.4 1ll.5 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 Zarrouk modificado padréo) e mixotrofico. O
crescimento em regime mixotréfico foi efectuado com meio de cultura Zarrouk modificado ao
qual foi adicionado uma fonte de carbono (glucose). Como referido anteriormente, as
concentragdes de glucose em estudo variaram entre 0,25 ggiuc/Lmeio € 1,0 Qgiuc/Lmeio-

800 -

700 -
dg, 600
= 200 —e— Autotrofico
§ 400 Mix 0,25 gluc
g 300 ——Mix 0,5 gluc
E 200 Mix 0,75 gluc
E 100 A iz 1,0 gluc

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1
Dia

2 13 14 15 16

Figura Ill.4 — Curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs Dia.

Nesta figura € evidente que a adicdo de glucose ao meio potencia o0 crescimento da
microalga Arthrospira platensis. Pela andlise dos resultados apresentados na Tabela Ill.1 e
na Figura I1.11, foi seleccionada como cultura base para os ensaios seguintes (variacdo de
azoto e de salinidade) a “mix 1,0 gluc”, por ser a que apresenta um conjunto de valores de
produtividade maxima [Mgsecas/L.dia] mais elevados.
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Figura lll.5 — Curvas de pH vs Dia.

Nesta figura pode-se observar que a adicdo de glucose ao meio afecta a variacdo de pH do
meio de cultura da microalga Arthrospira platensis. Para os ensaios “Mix 0,5 gluc”, “Mix 0,75
gluc” e “Mix 1,0 gluc” a variacdo do pH é mais pronunciada e oscilante a partir do sexto dia

de cultivo, comparativamente com os restantes ensaios.

[11.2.2. Trés culturas de concentra¢@es distintas, em regime mixotrofico com adicdo de

1,0 ggiucose /L cOM subtracgdo 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 Zarrouk modificado padrdo. Como exemplo, tem-se que 0 ensaio com 60% de
azoto (designado como “mix 0,6N”") teve como adi¢cdo apenas 60% da massa de NaNO; do

meio padréo (Tabela I1.3), cujo valor corresponde a 1,5 gnanos/Lmeio-

Na Figura Ill.6 apresenta-se as curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs dias de
cultivo e na figura 111.8 as correspondentes curvas de pH vs dias de cultivo, para este
conjunto de ensaios. O crescimento foi efectuado em regime mixotréfico com meio de
cultura Zarrouk modificado e adi¢édo de 1,0 gguc/Lmeio- EM duas culturas foi feita a subtrac¢ao
da fonte de azoto (NaNO3) em percentagens de 40% (0,6N) e 80% (0,2N).
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Figura lll.6 — Curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs Dia, regime mixotrofico

com adicéo de 1,0 gguc/Lmeio € diferentes redugdes de azoto.

Analisando esta figura conclui-se que a remocdo de azoto ao meio faz diminuir a
concentracdo de biomassa da microalga Arthrospira platensis, diminuicdo essa que é mais
significativa a partir do sexto dia de cultivo.

Os valores de produtividade de biomassa seca [mgseco/L.dia] correspondentes aos ensaios
com reducdo de fonte de azoto foram todos inferiores ao valor do ensaio “mix 1,0 gluc”
(padréo para este conjunto de ensaios). As diferencas percentuais relativas a este ensaio
foram de -5,2% e -38,5%, para os ensaios “mix 0,6N” e “mix 0,2N”, respectivamente. O
decréscimo da concentracdo de azoto no meio de cultura inicial reduz o valor de
produtividade maxima de biomassa seca de Arthrospira platensis. Estes resultados eram os
esperados, ja que o azoto € um dos macronutrientes no cultivo de microalgas, reconhecido
como capaz de aumentar a produtividade em biomassa.

Antes da colheita, a cultura com 20% de azoto tinha a tonalidade verde azulada menos
intensa que a cultura com 60% de azoto (Figura 111.7), indicadora de uma menor

concentracao de biomassa algal.
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Figura Ill.7 — Culturas de Arthrospira platensis em regime mixotréfico 1,0 ggiucose/Lmeio COM

subtraccdo de azoto (0,6N a esquerda; 0,2N a direita).
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Figura Ill.8 — Curvas de pH vs Dia, regime mixotréfico com adi¢éo de 1,0 gguc/Lmeio €
diferentes reducdes de azoto.

Na figura 111.8 verifica-se que a remocdo de azoto ao meio, por inibir o crescimento da
microalga Arthrospira platensis, permite um maior controlo do pH, o que € confirmado pela

variagdo das curvas de pH vs Dia menos pronunciadas.
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A variacdo de pH foi quase sempre crescente ao longo do tempo de cultivo, sendo as
variagdes e oscilagbes mais acentuadas quanto maior a concentracdo de azoto presente no
meio de cultura (Figura 111.8).

I11.2.3. Quatro culturas de concentracfes distintas , em regime mixotréfico de 1,0

Jglucose /L com adigéo de cloreto de s6dio ao meio de cultur a

A adicdo de cloreto de s6dio ao meio de cultura em percentagens superiores ao meio
padrdo Zarrouk modificado foi efectuada como fonte de stress, no cultivo de Arthrospira
platensis (microalga de agua doce). Em trés culturas foi feita a adicdo de cloreto de sddio
em percentagens de 500%, 1.500%e 2.500% (5x,15 e 25x mais NaCl em massa,

respectivamente, do que o presente no meio de cultura Zarrouk modificado padréo).

Na figura 1.9 apresentam-se as curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs dias de
cultivo e na figura e .10 as correspondentes curvas de pH vs dias de cultivo. O
crescimento foi efectuado em regime mixotréfico com meio de cultura Zarrouk modificado e
adicéo de 1,0 gguc/Lmeio-

800
Q 700
g’ 600
§ 500 —e—Mix 1,0 gluc
» 400
g —l—Mix SxMNaCl
o 300
g Mix
S 200 15%MacCl
o ——Mix

100 25xMaCl

6o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Dia

Figura 111.9 — Curvas de crescimento [Biomassa seca] (mg/dia) vs Dia, regime mixotrofico

com adicéo de 1,0 gguc/Lmeio € diferentes adi¢gdes de NaCl.
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Na figura 111.9 observa-se que o aumento da concentragéo salina no meio de cultura provoca
uma reducéo na velocidade de crescimento com a consequente diminui¢gdo da concentracdo

de biomassa de Arthrospira platensis a partir do segundo dia de cultivo.

Os ensaios com majoracdo de NaCl foram os de adi¢cao de 500%, 1500% e 2500% de NacCl
relativamente ao meio Zarrouk modificado padrdo; nestes ensaios verificou-se um
decréscimo na produtividade maxima de biomassa seca relativamente ao ensaio padrdo
“mix 1,0 gluc”, de -14,8%, -39,8% e -48,6%, respectivamente.

A adicdo de 500%, 1500% e 2500% de NaCl na preparacdo do meio de cultura corresponde
a 5 gnacr/Lmeios 15 Onaci/Lmeio € 25 Onaci/Lmeio- EStas quantidades de cloreto de sédio presentes
nos meios correspondem em termos de salinidade aproximadamente a um meio “pouco”
salobro, salobro e salgado, quando comparados com uma agua salgada (meio de oceano),

cuja concentracao salina € de 30 £ 5 gnaci/Lmeio-

9,80
9,60
9,40
9,20 —— Mix 1,0
:I:Q_ gluc
—— Ilix
9,00 SxNaCl
\ Ilin
8 80 15xMaCl
! Tlix
25xMaCl
8,60

o 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12

Dia

Figura Il1.10 — Curvas de pH vs Dia, regime mixotrofico com adigéo de 1,0 ggiuc/Lmeio ©

diferentes reduc¢des de azoto.

A variacdo de pH ao longo do periodo de cultivo é semelhante a observada nos ensaios
representados na figura 111.8, mas as variacGes sdo mais oscilantes ao longo do ensaio com

1,0 ggiuc/Lmeio € com adi¢éo padréo de NaCl (“Mix 1,0 gluc”).

Conclui-se que a microalga Arthrospira platensis se adapta ao crescimento nos meios
salgados ensaiados, pela razdo de n&o ter ocorrido a morte de nenhuma cultura nem o

aparecimento de odor a matéria organica putrefacta (como foi constatado no caso de adicao
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de 4gg|ucose/Lmeio - |ndlcad0 em I“.2.1).

O valor de produtividade maxima da Arthrospira platensis decresce a medida que a
concentracao de cloreto de sédio introduzida aumenta; o valor de produtividade massica
maxima no meio de cultura com uma concentracdo de cloreto de sodio aproximada a
concentracao verificada nos oceanos, foi de 60,00 mgsecas/L.dia, € corresponde a cerca de
metade do valor da produtividade maxima no cultivo em meio Zarrouk modificado padréo

com adi¢ao de 1 ggicose/ Lmeio, d& 116,79 MQsecas/L.dia (Tabela 111.1).

[11.2.4 Determinacdo das produtividades méximas para todos 0s ensaios referidos de
.2.1. a 11.2.3.

Observa-se na Figura 11l.4 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 4 e o dia
7 do periodo de cultivo. Para o regime autotréfico a fase exponencial ocorreu entre os dias 5

e 8 de cultivo.

Os valores de produtividade maxima e média sdo apresentados na Tabela Ill.1 e na Figura

[11.11 (ver também Anexo 5 — Determinacao das produtividades maxima e média)

Para o regime de crescimento autotréfico a produtividade méxima em 24 h foi obtida do dia
6 ao dia 7, sendo o valor maximo correspondente de 60,95 mgsecas/L.dia. A produtividade
maxima para periodos de cultura de 48 h e 72 h ocorreu entre os dias5e 7 e os dias 5 e 8,
respectivamente. Os valores de produtividade obtidos na ordem referida foram de 44,76

MQsecas/L.dia € de 39,13 MQsecas/L.dia.

Os valores mais elevados de produtividade de biomassa seca, para os restantes ensaios
verificaram-se durante o periodo de 24 h do dia 5 ao dia 6. Os ensaios com maiores
produtividades maximas foram os “mix 1,0 gluc” e “mix 0,6N”", cujos valores corresponderam
a 116,79 e 110,71 mgsecas/L.dia, respectivamente. Os valores inferiores de produtividade
maxima corresponderam ao cultivo autotréfico e com adicdo de 2.500% de NacCl, sendo de
60,95 e 60,00 mQsecas/L.dia, respectivamente. Estes dois resultados sédo proximos e séo
indicativos de que a adi¢do de 1,0 ggucose/Lmeic COMpensa a inducéo de stress salino por
aplicacdo de 25 gnac/Lmeio relativamente ao cultivo autotréfico em culturas da estirpe de

Arthrospira platensis estudada.
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Tabela Ill.1 — Produtividade méaxima de biomassa seca para 24, 48 e 72 horas de cultivo.

Produtividade média maxima
Ne : : : [MQ secas/L.dia]
ensaio Ensaios Arthrospira platensis
24h 48h 72h
1 Regime Autotréfico 60,95 44,76 39,13
2 Regime Mixotréfico 0,25 ggiue/Lmeio 62,98 56,31 48,25
3 Regime Mixotrofico 0,50 ggiuc/Lmeio 87,26 69,70 61,11
4 Regime Mixotrofico 0,75 ggiuc/Lmeio 99,17 75,71 66,83
5 Regime Mixotréfico 1,0 ggiuc/Lmeio 116,79 87,98 75,83
Regime Mixotrofico 1,0 ggiue/Lmeio;
€ 20%N de Zarrouk,mod./Lyeio 71,79 62,38 47,46
Regime Mixotréfico 1,0 gquc/Lmeio;
! 60%N de Zarrouk,mod./Lyei 110,71 76,01 64,09
Regime Mixotréfico 1,0 ggiue/Lmeio;
£ 500%NacCl de Zarrouk,mod./Leio 99,52 7315 61,23
Regime Mixotrofico 1,0 ggiue/Lmeio;
e 1500%NaCl de Zarrouk,mod./Leio 70,36 46,37 49,84
Regime Mixotrofico 1,0 ggiue/Lmeio;
101 250006NaCl de Zarrouk,mod. /Ly, 60,00 42,68 40,67
140,00
)
:; 120,00
£
— 100,00
@ 80,00
8
£
he) 60,00 -
=]
3
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Figura lll.11 — Produtividade méxima para 0os ensaios constantes na Tabela Ill.1.
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A produtividade massica maxima para o ensaio “Mix 1,0 gluc” e em periodos de 48 h e 72 h
foram de 87,98 mQgsecas/L.-dia e 75,83 mgeecas/L.dia, respectivamente. Estes valores
representam uma diferenga percentual relativa ao ensaio “mix 0,6N” e para 0s mesmos
periodos de -13,6% e -15,5%. Estas diferencas sdo proximas e destacam-se da diferenca
relativa a produtividade maxima em 24 h de -5,2%. Este facto pode ser representativo da
maior facilidade de controlo na producdo da estirpe em sistemas semicontinuos ou
continuos em condi¢des de cultivo em meio Zarrouk modificado com adi¢éo de 1 ggucose/Lmeio
e sem subtracdo de azoto.

Pela estabilidade de resultados de produtividade méaxima 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, de estudo da influéncia da
limitacdo de azoto no meio de cultura e da adicdo majorada de NaCl em comparagédo com o
meio Zarrouk modificado padréo.

Optimizac&o da produtividade lipidica da microalga Arthrospira platensis como matéria-prima para biocombustiveis 58



Mestrado em Bioenergia

[11.3. Quantificacao de 6leos por gravimetria

Apbs a etapa de extraccdo de 6leo, foi feita a sua quantificac@o gravimétrica, de acordo com
o procedimento descrito anteriormente em I1.5. Os resultados obtidos sdo os apresentados
na Tabela Ill.2 e Figuras I11.12 e 1I.13.

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

Produtividade lipidica média maxima

engl;io Ensaios Arthrospira platensis Iil;lggicc):ro MG seces 1. 2]

(%) 24h 48h 72h
1 Regime Autotréfico 7,06 4,31 3,16 2,76
2 Regime Mixotrofico 0,25 ggiue/Lmeio 7,15 4,51 4,03 3,45
3 Regime Mixotrofico 0,50 ggiue/Lmeio 7,74 6,76 5,40 4,73
4 Regime Mixotrofico 0,75 ggiue/Lmeio 8,53 8,45 6,45 5,70
5 Regime Mixotréfico 1,0 ggiuc/Lmeio 9,72 11,35 8,55 7,37
o | MegmeorstcalOguins | isos | w08 | sa0 | as
1| RegmeMordtioi0gii | wes | w2 | s | 7es
o | Sogmevengorosutei | w02 | wsr | 7m0 | ses
9| T5009NaC de Zamoukmed it | 124 | 875 5.77 6.20
10 Regime Mixotrofico 1,0 ggiue/Lmeio; 15.45 9.27 6,50 6,28

2500%NacCl de Zarrouk,mod./Lyeio

O valor de teor lipidico em regime autotrofico relativo a biomassa seca foi de 7,06% (m/m) e
estd de acordo com o valor referido na Tabela 1.4 (Becker, 2004). Dos ensaios realizados
em regime mixotréfico, os que proporcionaram um teor lipidico superior foram os realizados
com adicéo de 0,75 ggiucose/Lmeio € 1,0 Qgiucose/Lmeio, CUjO teor de lipidos relativo a biomassa
seca foi de 8,53 e 9,72% (m/m), respectivamente. Note-se que a maxima adicdo de glucose
efectuada ao meio ndo fez aumentar significativamente o teor lipidico (aumentou

aproximadamente 2,7%).

Para os ensaios realizados em regime mixotrofico, com adicdo de 1,0 Qgucose/Lmeios

respectivamente, e com reducédo da concentracdo de azoto e aumento da concentracdo de
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NaCl no meio, os teores lipidicos maximos foram obtidos para uma reducdo em 80% de
NaNO; (0,2N) e para um aumento da concentracdo de NaCl em 2.500%, sendo de 15,06% e
15,45%, respectivamente. Este aumento j& € significativo relativamente ao regime
autotrofico e representa um acréscimo percentual em teor lipidico de aproximadamente 8%

para ambos, isto €, o teor lipidico mais do que duplica.
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24h
B Produtividade maxima
48h

Figura Ill.12 — Produtividade lipidica para os ensaios constantes na Tabela Il.2.

902
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Teor lipidico {%)

0%
20%
10%

0%
1 2 E 4 5 6 7 8 9 10

mTcorndo lipidico| 92,94 | 92,85 | 92,26 | 91,47 | 90.28 | 34,94 83,05 | 89,08 | 87,56 | 84,55
m Teor lipidico 7,06 715 7,74 8,52 9,72 | 1506 11,95 | 1092 | 12,44 | 15,45

Figura Ill.13 — Fracc¢des lipidicas e néo lipidicas da biomassa algal, para a biomassa algal

obtida nos ensaios constantes na Tabela Ill.2.
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A produtividade maxima lipidica foi calculada por multiplicacdo do teor lipidico pela

produtividade méaxima de biomassa seca.

De acordo com os resultados obtidos, a produtividade maxima lipidica foi obtida nos ensaios
de cultivo em regime mixotréfico com adicdo de 1,0 Jgucose/Lmeio, SEM alteragdo da
concentracdo de azoto e com reducdo em 40% de fonte de azoto (NaNOs), sendo de 11,35

e 13,23 mgipidos/L.dia, respectivamente.

O valor da produtividade lipidica maxima obtida neste estudo, foi obtido no ensaio de cultivo
em regime mixotrofico com adigéo de 1,0 ggucose/Lmeio € reducéo em 40% de NaNO; ao meio
inicial e foi cerca de trés vezes superior, quando comparado com o valor obtido para cultivo

em regime autotrofico, de 4,31 MQjipigos/L.dia.

A reducdo de fonte de azoto no meio tem como consequéncia a reducao do teor proteico,
uma vez que o azoto é um nutriente essencial na sintese das proteinas. Esta reducdo
traduz-se parcialmente num aumento do teor lipidico.em 5 e 8%, respectivamente, para 0s

ensaios “Mix 0,6N” e “Mix 0,2N”, relativamente ao ensaio padrdo em regime autotroéfico.

No que diz respeito ao aumento da salinidade do meio, a Arthrospira platensis acumula, no
interior das células, mais energia que é necessaria para expelir o excesso de ides sodio que
podera ser toxico. Para estes ensaios, 0 aumento da energia acumulada traduziu-se
também num aumeno do teor lipidico em 4%, 5,5% e 8,5% para os ensaios “Mix 5xNaCl”,

“Mix 15xNaCl” e “Mix 25xNaCl”, relativamente ao ensaio padrdo em regime autotrofico.
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IV. Conclusdes

Foi efectuado o estudo do crescimento de cinco estirpes de microalgas de agua doce
(Arthrospira platensis, Porphyridium aerugineum, Schizomeris leibleinii, Haematococcus
pluvialis e Botryococcus brauni), em regime autotréfico, usando os meios de cultura mais
indicados — Zarrouk modificado para a primeira e BBM 3N para as restantes). Concluiu-se
gque, deste conjunto, a estirpe que apresenta uma maior taxa de crescimento no regime de
cultivo autotrofico é a Arthrospira platensis, UTex LB2340, pelo que todo o restante estudo
de influéncia das condi¢bes de cultivo (regime autotréfico ou mixotrofico, com reducgéo de
fonte de azoto — NaNO; — ou inducgéo de stress salino — por adicdo de NacCl) na produtiviade

massica e na produtividade lipidica foi efectuado sobre esta estirpe.

Face aos resultados obtidos e a andlise efectuada, considera-se que 0 ensaio em regime
mixotrofico com adicéo de 1,0 ggiucose/Lmeic €M cONjungdo com redugéo do teor de azoto em
40%, é o mais adequado para producdo de biomassa da estirpe de Arthrospira platensis
UTex LB2340 em estudo, com vista a maximizacdo da produtividade lipidica, permitindo

obter uma produtividade lipidica maxima de 13,23 mgjpigos/L.dia.

No entanto, no ensaio em regime mixotroéfico com adicdo de 1,0 Qgucose/Lmeic € COM
subtracao de azoto em 80% obteve-se um valor de produtividade maxima em 48 h de 9,40

MQipidos/L.dia, valor esse que foi 0 maior em todos os ensaios para este periodo.

No que diz respeito aos ensaios efectuados com inducdo de stress salino, o ensaio com
incremento em 2.500% da concentracdo de NaCl proporcionou um aumento do teor lipidico
para cerca de 15,45%, mas com produtividade de biomassa de 60,00 MQsecas/L.dia. Para
este ensaio, mesmo assim a produtividade lipidica maxima para um periodo de 24 h foi de
9,27 mgiipiges/L.dia, sendo mais de duas vezes a obtida em condigbes de cultivo autotroéfico,
de 4,31 mgpis/L.dia. Neste caso considera-se que se 0 stress tivesse sido aplicado no
inicio da fase estacionaria poderia ter facultado uma produtividade lipidica superior, ja que o
crescimento na fase exponencial é favorecido em condi¢cdes de regime mixotréfico de 1,0
Oglucose/Lmeic € para uma taxa de reducdo de azoto de 40%. No entanto, tal deveria ser

comprovado a partir da realizacdo de ensaios suplementares.

Em termos de produtividade de biomassa seca o ensaio realizado em regime mixotréfico
com adicdo de 1,0 ggucose/Lmeic € S€m alteracdo na concentracdo de azoto € o0 mais
apropriado para facilmente controlar a producdo em sistemas semicontinuo e continuo,

devido ao facto de, nestas condicdes, os valores de produtividade serem superiores a todos
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0s obtidos nos restantes ensaios para os trés periodos de tempo definidos (24 h, 48 h e 72

h) — é cerca de duas vezes o valor da produtividade massica obtida em regime autotrdfico.

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 13,23 mgpies/L.dia corresponde a uma produtividade
maxima de cerca de 8.050 L/ha.ano. Este valor € de cerca de 7 e 10 vezes superior quando

comparado com a produtividade de 6leo em monoculturas de colza e girassol (Tabela I.1).

7

Esta produtividade & muito atractiva quando comparada com a produtividade de uma
oleaginosa vegetal convencional, tanto mais que a Arthrospira platensis ndo € uma estirpe
reconhecida como excepcionalmente interessante para a producédo de éleos como matéria-

prima na industria de biodiesel.

Um outro aspecto vantajoso nestas condicbes de cultivo serd a reducdo de custos na
producdo pela diminuicdo de fonte de azoto a fornecer ao meio de cultura, ja que o ensaio

com maior produtividade lipidica foi o realizado com reducao em 40% de NaNO:..

O cultivo de microalgas em regime mixotrofico podera ter interesse quando a fonte de
carbono suplementar for por exemplo uma agua residual rica em carbono utilizavel pelas
microalgas. Poderdo 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 ap0s testes.

O estudo do efeito da aplicacdo de stress salino sobre microalgas de agua salgada foi
realizado por diversos autores (exemplo Takagi et al., 2006; Mishra e Jha, 2009). A vertente
mais inovadora do presente estudo consistiu na conjuncdo de cultivo mixotrofico e na
aplicacdo de stress salino numa microalga de 4gua doce para aumentar o teor lipidico.
Conclui-se que esta se comporta de modo anélogo as de agua salgada, isto €, quanto maior
a concentragdo salina (até um valor médximo de 2.500% de NaCl — 25x concentracdo de
NaCl no meio Zarrouk modificado, para a Arthrospira platensis) maior sera o teor lipidico

presente na biomassa algal.
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V. Sugestbes para trabalhos futuros

A andlise dos resultados obtidos apoés a realizagcédo deste trabalho, permite sugerir que, em

trabalhos futuros sejam efectuadas as seguintes alteracoes:

7

1) Nas mesmas condicbes mencionadas em II.1., isto &, mantendo-se 0sS mesmos
parametros fisicos constantes produzir biomassa algal nas condicdes que majoram a
produtividade maxima lipidica:

Cultivo em regime mixotrofico de 1,0 Qgiucose/Lmeic €M cONjungédo com redugéo do teor de
azoto em 40% e inducdo de stress salino aplicado apenas no inicio da fase estacionaria,

para diferentes concentracdes de NaCl.

2) Avaliar o efeito da variacdo da temperatura no cultivo da Arthrospira platensis nas

condicbes mencionadas em 1).

3) Realizacdo do mesmo estudo, mas fazendo variar a fonte de luz, ou seja, substituindo a
exposicdo a lampadas luz dia por exposicdo apenas a luz solar, que é uma luz mais
completa. Os restantes parametros fisicos mencionados em II.1. deveriam ser mantidos

constantes uma vez que se encontram dentro de gamas éptimas de trabalho.

4) Realizacdo do mesmo estudo, substituindo os reagentes p.a. por fontes nutricionais

residuais (como por exemplo as 4guas residuais provenientes da industria alimentar)
5) Realizacdo de um estudo idéntico com outras espécies / estirpes de microalgas.

6) Realizacdo de um estudo similar de cultivo de Arthrospira platensis em que o stress é

provocado por adicdo majorada de ferro e outros micronutrientes ao meio de cultura.

7) Realizacdo de ensaios de cultivo em regime mixotrofico com adi¢do de glucose entre 1,0
e 4,0 g/Lneio, de modo a determinar o limite de aceitabilidade da espécie/estirpe ao cultivo
em regime mixotréfico e nas condi¢cdes de parametros fisicos constantes mencionados em
.1

8) Avaliar a qualidade do biodiesel produzido a partir dos lipidos extraidos.

9) A partir da conjuncédo das fontes nutricionais e de stress que majoram a produtividade
maxima lipidica (cultivo em regime mixotrofico com adi¢céo de 1,0 ggucose/Lmeic €M CONjUNGE0

com reducdo de teor de azoto em 40% e inducdo de stress salino de 2500% (25x) da
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concentracdo de NaCl, aplicado no inicio da fase estacionaria) proceder ao scale-up deste

estudo, ou seja, implementacéo deste estudo a escala piloto.
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VII. 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 sabéao:

i) Fixou-se, em posicéo invertida e vertical, uma pipeta graduada de 20,0 mL, a um
suporte com garra;

ii) colocou-se 4gua com sabd&o no interior de uma mini-pompete e esta foi colocada
no topo (que se encontra invertido) da pipeta graduada e ligada através de tubagem
de silicone a bomba de ar;

iii) bombeou-se a 4gua com sabdo ao longo da pipeta;

iv) com recurso a um crondmetro (SILVA, 1/100 sec. Precision) registou-se o tempo
gue as bolhas de sabdo demoram a percorrer 15 mL;

v) o procedimento foi repetido para todas as posi¢cdes da bomba de ar;

vi) o procedimento de calibracdo 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 aplicacdo de difusores (Rena) nas saidas de difusdo da bomba de ar, diminui o
caudal de ar na proporcao inversa do n° de saidas de cada difusor (ex: Q1 saida = 0,48

v.v.m. implica que cada saida de um difusor com quatro saidas debite um caudal de

0,12 v.v.m.).

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

respectivamente.

Exemplo de calculo:

Para a posi¢do 1 da bomba de ar Q, 1 saida = 8 mL/s:

8mL>< L » 60s
V,, s 10°mL 1min _ 0,48L,
\ L min

=0,48 vv.m
V

L.cultura L.cultura cultura*
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Tabela Al.1 — Valores de Q4 (v.v.m) obtidos na calibracdo da bomba de ar

. Q, total Q. 1 saida Qq 1 saida
Posicao volume (mL) tempo (s) (mL/s) (mLJs) (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 13
1,00
0,90 -
0,80 *,‘
__ 070
E 060 - y=0,092x+ 0,376
s & R?=0,993
> 0,50
g 0,40
& 0,30
L |
= 0,20
T
9 0,10
0,00
0 2 3 4 5 6 7
Posi¢cdo bomba ar

Figura A1.1 — Curva de calibragdo da bomba de ar.
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Anexo 2. Calibracdo — Curvas de crescimento da

Arthrospira platensis

A curva de calibracdo — Abs vs [biomassa seca] (mg/L) — foi tracada a partir de padrdes

preparados com biomassa proveniente do cultivo no regime de crescimento autotrofico. Foi

medida a absorvancia a 680 nm, de acordo com o procedimento descrito em I1.4.1.

Metodologia para tracar a curva de calibracéo.

Os resultados obtidos e a curva de calibracdo encontram-se na Tabela A2.1.

Tabela A2.1 — Valores de Absorvancia obtidos para as oito concentra¢des padrao

Amostra [Biomassa seca] mg/L Abs (a 680 nm)

8 114,7 0,156

7 409,6 0,616

6 682,7 1,024

5 1004 1,55

4 1827,8 2,485

3 2688

2 3360 com patamar a 680 nm
1 4200

Com os valores de [Biomassa seca] mg/L e de Abs (a 680 nm) apresentados na tabela A2.1

tracou-se a curva de calibracdo apresentada na Figura A2.1; esta curva apresenta um valor
de correlacéo (r?) = 0,9926, ou seja, r = 0,9963.

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

Absorvéncia (a 680 nm)

0,50

y=0,001x+ 0,067

R?=0992 _—*

-

0,00

500 1000

[Biomassa] (mg/L)

1500 2000

Figura A2.1 — Curva de calibracdo do crescimento da Arthrospira platensis.
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Anexo 3. Avaliacdo do crescimento microalgal

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

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

e as condicdes 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 quatro ¢

em regime mixotréfico, com adi¢do de carbono orgéani

co (glucose)

Tabela A3.1 — Avaliacdo do crescimento em regime autotrofico

ulturas de concentracfes distintas

Absorvéancia (a 680 nm) Cone. mécdg]gﬁal pH

Data | Cultura A B média (mg/L) (mglL) médio
1 0,355 0,338 0,347 199,143

Dia 0 2 0,377 0,378 0,378 221,286 214,38 9,02
3 0,393 0,366 0,380 222,714
1 0,416 0,394 0,405 240,929

Dia 1 2 0,385 0,392 0,389 229,143 233,19 9,11
3 0,382 0,396 0,389 229,500
1 0,413 0,410 0,412 245,571

Dia 2 2 0,417 0,397 0,407 242,357 242,83 9,24
3 0,401 0,408 0,405 240,571
1 0,441 0,462 0,452 274,143

Dia 3 2 0,404 0,411 0,408 242,714 264,26 9,30
3 0,453 0,455 0,454 275,929
1 0,478 0,456 0,467 285,214

Dia 4 2 0,489 0,481 0,485 298,071 291,05 9,37
3 0,519 0,428 0,474 289,857
1 0,536 0,553 0,545 340,571

Dia 5 2 0,498 0,480 0,489 300,929 305,45 9,39
3 0,448 0,457 0,453 274,857
1 0,583 0,553 0,568 357,357

Dia 6 2 0,539 0,542 0,541 337,714 334,02 9,42
3 0,504 0,491 0,498 307,000
1 0,699 0,666 0,683 439,143

Dia 7 2 0,608 0,614 0,611 388,071 394,98 9,50
3 0,575 0,562 0,569 357,714
1 0,639 0,698 0,669 429,143

Dia 8 2 0,648 0,657 0,653 417,714 422,83 9,52
3 0,677 0,639 0,658 421,643
1 0,716 0,701 0,709 457,714

Dia 9 2 0,683 0,700 0,692 445,571 448,31 9,56
3 0,693 0,679 0,686 441,643
1 0,759 0,741 0,750 487,357

Dia 10 2 0,732 0,742 0,737 478,071 482,12 9,58
3 0,733 0,749 0,741 480,929
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1 0,787 0,808 0,798 | 521,286

Dia 11 2 0,792 0,780 0,786 | 513,071 516,76 9,70
3 0,799 0,781 0,790 | 515,929
1 0,848 0,841 0,845 | 554,857

Dia 12 2 0,779 0,825 0,802 | 524,500 542,95 9,73
3 0,841 0,833 0,837 | 549,500
1 0,893 0,881 0,887 | 585,214

Dia 13 2 0,871 0,881 0,876 | 577,357 581,88 9,69
3 0,883 0,885 0,884 | 583,071
1 0,915 0,897 0,906 | 598,786

Dia 14 2 0,919 0,929 0,924 | 611,643 605,81 9,77
3 0,922 0,913 0,918 607,000
1 0,928 0,908 0,918 607,357

Dia 15 2 0,917 0,916 0,917 606,286 607,12 9,72
3 0,926 0,911 0,919 607,714
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Tabela A3.2 — Avaliagédo do crescimento em regime mixotréfico com 0,25 ggiue/Lmeio

Absorvancia (a 680 nm) Conc. méCdi(;nf(i:ﬁal pH

Data | Cultura A B média (mg/L) (mgil) médio
1 0,361 0,369 0,365 212,357

Dia 0 2 0,396 0,401 0,399 236,286 212,36 9,01
3 0,355 0,362 0,359 207,714
1 0,402 0,418 0,410 244,500

Dia 1 2 0,419 0,421 0,420 251,643 248,55 9,08
3 0,411 0,423 0,417 249,500
1 0,429 0,451 0,440 265,929

Dia 2 2 0,452 0,463 0,458 278,429 270,33 9,15
3 0,438 | 0,444 0,441 | 266,643
1 0,479 0,491 0,485 298,071

Dia 3 2 0,483 0,480 0,482 295,571 293,79 9,26
3 0,466 0,475 0,471 287,714
1 0,529 0,514 0,522 324,143

Dia 4 2 0,511 0,525 0,518 321,643 325,93 9,31
3 0,537 0,528 0,533 332,000
1 0,592 0,603 0,598 378,429

Dia 5 2 0,589 0,592 0,591 | 373,429 375,57 9,40
3 0,601 0,584 0,593 374,857
1 0,678 0,663 0,671 430,571

Dia 6 2 0,692 0,683 0,688 442,714 438,55 9,42
3 0,679 0,695 0,687 442,357
1 0,723 0,715 0,719 465,214

Dia 7 2 0,718 0,723 0,721 466,286 467,60 9,45
3 0,730 0,725 0,728 471,286
1 0,779 0,787 0,783 510,929

Dia 8 2 0,768 0,779 0,774 504,143 507,24 9,59
3 0,781 0,773 0,777 506,643
1 0,813 0,811 0,812 531,643

Dia 9 2 0,824 0,801 0,813 532,000 531,64 9,61
3 0,819 0,804 0,812 531,286
1 0,855 0,846 0,851 559,143

Dia 10 2 0,857 0,844 0,851 559,143 557,48 9,63
3 0,846 0,841 0,844 554,143
1 0,868 0,873 0,871 573,429

Dia 11 2 0,870 0,864 0,867 570,929 573,67 9,60
3 0,877 0,873 0,875 576,643
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Tabela A3.3 — Avaliacédo do crescimento em regime mixotréfico com 0,5 ggiue/Lmeio

Absorvéancia (a 680 nm) Conc. méCdi(;nf(i:ﬁal oH

Data | Cultura A B média (mg/L) (mgil) médio
1 0,361 0,369 0,365 212,357

Dia 0 2 0,396 0,401 0,399 236,286 218,79 9,02
3 0,355 0,362 0,359 207,714
1 0,479 0,449 0,464 283,071

Dia 1 2 0,423 0,435 0,429 258,071 274,26 9,09
3 0,472 0,452 0,462 281,643
1 0,459 0,458 0,459 279,143

Dia 2 2 0,476 0,440 0,458 278,786 283,31 9,18
3 0,482 0,471 0,477 292,000
1 0,502 0,513 0,508 314,143

Dia 3 2 0,532 0,530 0,531 330,929 330,45 9,27
3 0,560 0,545 0,553 346,286
1 0,611 0,597 0,604 383,071

Dia 4 2 0,567 0,531 0,549 343,786 368,79 9,34
3 0,602 0,596 0,599 379,500
1 0,691 0,696 0,694 447,000

Dia 5 2 0,642 0,637 0,640 | 408,429 420,93 9,38
3 0,631 0,645 0,638 407,357
1 0,780 0,763 0,772 502,714

Dia 6 2 0,784 0,792 0,788 514,500 508,19 9,46
3 0,774 0,782 0,778 507,357
1 0,873 0,867 0,870 573,071

Dia 7 2 0,772 0,765 0,769 500,571 552,12 9,48
3 0,874 0,893 0,884 582,714
1 0,939 0,889 0,914 604,500

Dia 8 2 0,835 0,813 0,824 540,214 584,26 9,69
3 0,911 0,927 0,919 608,071
1 0,927 0,932 0,930 615,571

Dia 9 2 0,924 0,941 0,933 | 617,714 619,38 9,58
3 0,938 0,947 0,943 624,857
1 0,965 0,973 0,969 643,786

Dia 10 2 0,961 0,969 0,965 640,929 643,31 9,62
3 0,972 0,970 0,971 645,214
1 0,988 0,996 0,992 660,214

Dia 11 2 0,995 0,978 0,987 656,286 658,07 9,64
3 0,994 0,983 0,989 657,714
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Tabela A3.4 — Avaliacdo do crescimento em regime mixotréfico com 0,75 ggiue/Lmeio

Absorvéancia (a 680 nm) Conc. méCdi(;nf(i:ﬁal pH

Data | Cultura A B média (mg/L) (mgil) médio
1 0,366 0,372 0,369 215,214

Dia 0 2 0,358 0,364 0,361 209,500 215,21 8,96
3 0,371 0,373 0,372 217,357
1 0,467 0,451 0,459 279,500

Dia 1 2 0,433 0,447 0,440 265,929 274,86 9,01
3 0,458 0,459 0,459 279,143
1 0,483 0,480 0,482 295,571

Dia 2 2 0,491 0,472 0,482 295,571 295,93 9,04
3 0,478 0,488 0,483 296,643
1 0,523 0,539 0,531 330,929

Dia 3 2 0,548 0,541 0,545 340,571 338,90 9,17
3 0,552 0,550 0,551 345,214
1 0,602 0,600 0,601 380,929

Dia 4 2 0,593 0,588 0,591 373,429 373,43 9,23
3 0,579 0,581 0,580 365,929
1 0,674 0,669 0,672 431,286

Dia 5 2 0,655 0,664 0,660 | 422,714 425,69 9,29
3 0,658 0,662 0,660 423,071
1 0,813 0,765 0,789 515,214

Dia 6 2 0,808 0,809 0,809 529,143 524,86 9,37
3 0,807 0,813 0,810 530,214
1 0,870 0,881 0,876 577,000

Dia 7 2 0,853 0,874 0,864 568,429 573,90 9,66
3 0,867 0,882 0,875 576,286
1 0,922 0,916 0,919 608,071

Dia 8 2 0,918 0,927 0,923 610,571 611,88 9,60
3 0,929 0,934 0,932 617,000
1 0,974 0,986 0,980 651,643

Dia 9 2 0,957 0,965 0,961 | 638,071 642,00 9,69
3 0,953 0,964 0,959 636,286
1 1,001 1,005 1,003 668,071

Dia 10 2 0,990 0,989 0,990 658,429 663,55 9,57
3 0,992 1,003 0,998 664,143
1 1,013 1,011 1,012 674,500

Dia 11 2 1,027 1,012 1,020 679,857 677,00 9,59
3 1,007 1,023 1,015 676,643
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Tabela A3.5 — Avaliacéo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 ggiue/Lmeio

Absorvancia (a 680 nm) Conc. méCdi(;nf(i:ﬁal pH

Data | Cultura A B média (mg/L) (mgil) médio
1 0,366 0,374 0,370 215,929

Dia 0 2 0,369 0,361 0,365 212,357 215,93 8,91
3 0,382 0,373 0,378 221,286
1 0,458 0,472 0,465 283,786

Dia 1 2 0,472 0,469 0,471 287,714 285,57 8,92
3 0,463 0,471 0,467 285,214
1 0,513 0,526 0,520 322,714

Dia 2 2 0,519 0,508 0,514 318,429 321,88 8,98
3 0,517 0,527 0,522 324,500
1 0,550 0,568 0,559 350,929

Dia 3 2 0,546 0,556 0,551 345,214 345,93 9,16
3 0,540 0,552 0,546 341,643
1 0,594 0,602 0,598 378,786

Dia 4 2 0,597 0,591 0,594 375,929 374,62 9,22
3 0,580 0,589 0,585 369,143
1 0,672 0,657 0,665 426,286

Dia 5 2 0,654 0,663 0,659 | 422,000 426,17 9,31
3 0,675 0,665 0,670 430,214
1 0,809 0,825 0,817 535,214

Dia 6 2 0,817 0,819 0,818 535,929 542,95 9,35
3 0,847 0,850 0,849 557,714
1 0,907 0,913 0,910 601,643

Dia 7 2 0,912 0,919 0,916 605,571 602,12 9,64
3 0,909 0,904 0,907 599,143
1 0,964 0,956 0,960 637,357

Dia 8 2 0,953 0,969 0,961 638,071 639,14 9,52
3 0,972 0,961 0,967 642,000
1 0,993 0,994 0,994 661,286

Dia 9 2 0,987 1,003 0,995 662,357 660,69 9,72
3 0,984 0,995 0,990 658,429
1 1,024 1,036 1,030 687,357

Dia 10 2 1,037 1,044 1,041 694,857 693,31 9,60
3 1,032 1,057 1,045 697,714
1 1,069 1,061 1,065 712,357

Dia 11 2 1,055 1,048 1,052 702,714 704,02 9,64
3 1,048 1,039 1,044 697,000
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Anexo 3.2. Trés culturas de concentracbes distintas

, em regime mixotrofico de 1,0

Jglucose /L COM subtracgéo de azoto ao meio de cultura

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

Arthrospira platensis em diferentes condi¢des de cultivo em regime mixotréfico com reducao

da concentracdo de azoto no meio de cultura.

Tabela A3.6 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotréfico com 1,0 gguc/Lmeio (Igual a

tabela A3.5)
Absorvancia (a 680 nm) Conc. mécd;;ngﬁal pH

Data Cultura A B média (mg/L) (mgil) médio
1 0,366 0,374 0,370 | 215,929

Dia 0 2 0,369 0,361 0,365 | 212,357 | 215,93 8,91
3 0,382 0,373 0,378 | 221,286
1 0,458 0,472 0,465 | 283,786

Dia 1 2 0,472 0,469 0,471 | 287,714 | 285,57 8,92
3 0,463 0,471 0,467 | 285,214
1 0,513 0,526 0,520 | 322,714

Dia 2 2 0,519 0,508 0,514 | 318,429 | 321,88 8,98
3 0,517 0,527 0,522 | 324,500
1 0,550 0,568 0,559 | 350,929

Dia 3 2 0,546 0,556 0,551 | 345,214 | 345,93 9,16
3 0,540 0,552 0,546 | 341,643
1 0,594 0,602 0,508 | 378,786

Dia 4 2 0,597 0,591 0,504 | 375,929 | 374,62 9,22
3 0,580 0,589 0,585 | 369,143
1 0,672 0,657 0,665 | 426,286

Dia 5 2 0,654 0,663 0,659 | 422,000 426,17 9,31
3 0,675 0,665 0,670 | 430,214
1 0,809 0,825 0,817 | 535,214

Dia 6 2 0,817 0,819 0,818 | 535,929 | 542,95 9,35
3 0,847 0,850 0,849 | 557,714
1 0,907 0,913 0,910 | 601,643

Dia 7 2 0,912 0,919 0,916 | 605,571 | 602,12 9,64
3 0,909 0,904 0,907 | 599,143
1 0,964 0,956 0,960 | 637,357

Dia 8 2 0,953 0,969 0,961 | 638,071 | 639,14 9,52
3 0,972 0,961 0,967 | 642,000
1 0,993 0,994 0,994 | 661,286

Dia 9 2 0,987 1,003 0,995 | 662,357 660,69 9,72
3 0,984 0,995 0,990 | 658,429
1 1,024 1,036 1,030 | 687,357

Dia 10 2 1,037 1,044 1,041 | 694,857 | 693,31 9,60
3 1,032 1,057 1,045 | 697,714
1 1,069 1,061 1,065 | 712,357

Dia 11 2 1,055 1,048 1,052 | 702,714 | 704,02 9,64
3 1,048 1,039 1,044 | 697,000
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Tabela A3.7 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 gguc/Lmeic €
subtraccdo da fonte de azoto (NaNOz) em 40% (0,6N)

Absorvéancia (a 680 nm) Conc.
Conc. média pH
Data Cultura A B média (mg/L) final médio
(mg/L)

1 0,385 0,399 0,392 231,643

Dia 0 2 0,405 0,336 0,371 | 216,286 | 231,64 9,02
3 0,372 0,371 0,372 217,000
1 0,433 0,439 0,436 263,071

Dia 1 2 0,422 0,432 0,427 | 256,643 | 255,69 8,95
3 0,415 0,413 0,414 247,357
1 0,487 0,491 0,489 300,929

Dia 2 2 0,496 0,510 0,503 310,929 | 302,95 9,07
3 0,483 0,484 0,484 297,000
1 0,528 0,533 0,531 | 330,571

Dia 3 2 0,524 0,517 0,521 323,429 | 325,69 9,18
3 0,511 0,529 0,520 | 323,071
1 0,541 0,539 0,540 | 337,357

Dia 4 2 0,571 0,558 0,565 354,857 | 349,86 9,21
3 0,562 0,574 0,568 | 357,357
1 0,627 0,614 0,621 394,857

Dia 5 2 0,614 0,608 0,611 | 388,071 | 391,17 9,26
3 0,611 0,618 0,615 390,571
1 0,764 0,760 0,762 495,929

Dia 6 2 0,769 0,773 0,771 502,357 | 501,88 9,37
3 0,781 0,775 0,778 507,357
1 0,824 0,814 0,819 | 536,643

Dia 7 2 0,825 0,831 0,828 543,071 | 542,12 9,48
3 0,829 0,837 0,833 | 546,643
1 0,864 0,866 0,865 | 569,500

Dia 8 2 0,884 0,875 0,880 579,857 | 574,50 9,60
3 0,865 0,878 0,872 | 574,143
1 0,894 0,890 0,892 588,786

Dia 9 2 0,890 0,891 0,891 | 587,714 | 593,07 9,55
3 0,906 0,917 0,912 602,714
1 0,971 0,959 0,965 640,929

Dia 10 2 0,958 0,963 0,961 | 637,714 | 638,07 9,61
3 0,960 0,955 0,958 635,571
1 0,991 1,011 1,001 666,643

Dia 11 2 0,972 0,987 0,980 651,286 | 656,76 9,59
3 0,968 0,994 0,981 652,357
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Tabela A3.8 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 gguc/Lmeic €

subtraccéo da fonte de azoto (NaNO3z) em 80% (0,2N)

Absorvancia (a 680 nm) Conc.
Conc. média pH
Data | Cultura A B média (mg/L) final médio
(mglL)

1 0,382 0,392 0,387 228,071

Dia 0 2 0,346 0,340 0,343 196,643 228,07 9,03
3 0,368 0,370 0,369 215,214
1 0,401 0,436 0,419 250,571

Dia 1 2 0,461 0,443 0,452 274,500 259,26 9,03
3 0,414 0,429 0,422 252,714
1 0,492 0,484 0,488 300,214

Dia 2 2 0,505 0,493 0,499 308,071 304,86 9,19
3 0,487 0,506 0,497 306,286
1 0,512 0,517 0,515 319,143

Dia 3 2 0,503 0,525 0,514 318,786 320,33 9,27
3 0,518 0,522 0,520 323,071
1 0,539 0,526 0,533 332,000

Dia 4 2 0,536 0,557 0,547 342,000 334,86 9,35
3 0,543 0,518 0,531 330,571
1 0,637 0,642 0,640 408,429

Dia 5 2 0,587 0,592 0,590 | 372,714 | 387,83 9,40
3 0,592 0,614 0,603 382,357
1 0,707 0,672 0,690 444,143

Dia 6 2 0,738 0,712 0,725 469,500 459,62 9,47
3 0,711 0,727 0,719 465,214
1 0,728 0,725 0,727 470,571

Dia 7 2 0,749 0,747 0,748 485,929 477,24 9,50
3 0,747 0,719 0,733 475,214
1 0,751 0,753 0,752 488,786

Dia 8 2 0,748 0,745 0,747 484,857 487,36 9,64
3 0,749 0,754 0,752 488,429
1 0,782 0,789 0,786 512,714

Dia 9 2 0,794 0,808 0,801 523,786 514,98 9,63
3 0,777 0,782 0,780 508,429
1 0,813 0,822 0,818 535,571

Dia 10 2 0,819 0,807 0,813 532,357 534,74 9,65
3 0,812 0,825 0,819 536,286
1 0,863 0,902 0,883 582,000

Dia 11 2 0,822 0,834 0,828 543,071 554,26 9,66
3 0,818 0,823 0,821 537,714
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Anexo 3.3. Quatro culturas de concentracdes distint  as, em regime mixotréfico de 1,0
Jglucose /L com adigéo de cloreto de s6dio ao meio de cultur a

Nas tabelas seguintes apresentam-se os resultados obtidos no estudo de crescimento de
Arthrospira platensis em diferentes condi¢c6es de cultivo em regime mixotréfico com adicao

de cloreto de s6dio ao meio de cultura.

Tabela A3.9 — Avaliagdo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 gguc/Lmeio (Igual a
tabela A3.5)

Absorvéancia (a 680 nm) Conc. méCdi(;nf(i:ﬁal pH

Data Cultura A B média (mg/L) (mgil) médio
1 0,366 0,374 0,370 | 215,929

Dia 0 2 0,369 0,361 0,365 | 212,357 | 215,93 8,91
3 0,382 0,373 0,378 | 221,286
1 0,458 0,472 0,465 | 283,786

Dia 1 2 0,472 0,469 0,471 | 287,714 | 285,57 8,92
3 0,463 0,471 0,467 | 285,214
1 0,513 0,526 0,520 | 322,714

Dia 2 2 0,519 0,508 0514 | 318,429 | 321,88 8,98
3 0,517 0,527 0,522 | 324,500
1 0,550 0,568 0,559 | 350,929

Dia 3 2 0,546 0,556 0,551 | 345,214 345,93 9,16
3 0,540 0,552 0,546 | 341,643
1 0,594 0,602 0,598 | 378,786

Dia 4 2 0,597 0,591 0,594 | 375,929 374,62 9,22
3 0,580 0,589 0,585 | 369,143
1 0,672 0,657 0,665 | 426,286

Dia 5 2 0,654 0,663 0,659 | 422,000 | 426,17 9,31
3 0,675 0,665 0,670 | 430,214
1 0,809 0,825 0,817 | 535,214

Dia 6 2 0,817 0,819 0,818 | 535,929 | 542,95 9,35
3 0,847 0,850 0,849 | 557,714
1 0,907 0,913 0,910 | 601,643

Dia 7 2 0,912 0,919 0,916 | 605,571 602,12 9,64
3 0,909 0,904 0,907 | 599,143
1 0,964 0,956 0,960 | 637,357

Dia 8 2 0,953 0,969 0,961 | 638,071 | 639,14 9,52
3 0,972 0,961 0,967 | 642,000
1 0,993 0,994 0,994 | 661,286

Dia 9 2 0,987 1,003 0,995 | 662,357 660,69 9,72
3 0,984 0,995 0,990 | 658,429
1 1,024 1,036 1,030 | 687,357

Dia 10 2 1,037 1,044 1,041 | 694,857 | 693,31 9,60
3 1,032 1,057 1,045 | 697,714
1 1,069 1,061 1,065 | 712,357

Dia 11 2 1,055 1,048 1,052 | 702,714 | 704,02 9,64
3 1,048 1,039 1,044 | 697,000
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Tabela A3.10 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 gguc/Lmeio € adi¢éo

de cloreto de sodio em 500% (5,0x)

Absorvéancia (a 680 nm) Conc. méﬁi(;nf(i:ﬁal oH

Data | Cultura A B média (mg/L) (mall) médio
1 0,338 0,333 0,336 191,286

Dia 0 2 0,369 0,367 0,368 | 214,500 191,29 9,00
3 0,358 0,364 0,361 209,500
1 0,415 0,417 0,416 248,786

Dia 1 2 0,399 0,406 0,403 | 239,143 244,14 8,96
3 0,409 0,411 0,410 244,500
1 0,468 0,455 0,462 281,286

Dia 2 2 0,440 0,498 0,469 | 286,643 283,43 9,09
3 0,457 0,469 0,463 282,357
1 0,512 0,520 0,516 | 320,214

Dia 3 2 0,516 0,497 0,507 313,429 316,88 9,17
3 0,509 0,514 0,512 | 317,000
1 0,551 0,560 0,556 348,429

Dia 4 2 0,544 0,568 0,556 348,786 351,17 9,25
3 0,562 0,571 0,567 | 356,286
1 0,615 0,608 0,612 388,429

Dia 5 2 0,624 0,599 0,612 388,429 388,55 9,29
3 0,608 0,616 0,612 388,786
1 0,769 0,755 0,762 495,929

Dia 6 2 0,748 0,751 0,750 487,000 488,07 9,39
3 0,735 0,748 0,742 481,286
1 0,831 0,805 0,818 | 535,929

Dia 7 2 0,817 0,818 0,818 535,571 534,86 9,39
3 0,822 0,806 0,814 | 533,071
1 0,855 0,848 0,852 559,857

Dia 8 2 0,846 0,842 0,844 554,500 556,52 9,59
3 0,839 0,851 0,845 | 555,214
1 0,882 0,867 0,875 576,286

Dia 9 2 0,885 0,896 0,891 587,714 581,88 9,50
3 0,879 0,885 0,882 581,643
1 0,934 0,966 0,950 | 630,214

Dia 10 2 0,952 0,950 0,951 | 630,929 632,00 9,55
3 0,948 0,965 0,957 634,857
1 0,969 0,989 0,979 | 650,929

Dia 11 2 0,983 1,007 0,995 662,357 655,45 9,56
3 0,970 0,994 0,982 653,071
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Tabela A3.11 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 gguc/Lmeio € adi¢éo

de cloreto de sodio em 1.500% (15x)

Absorvancia (a 680 nm) Conc.
Conc. média pH
Data Cultura A B média (mg/L) final médio
(mg/L)

1 0,342 0,325 0,334 189,857

Dia 0 2 0,350 0,337 0,344 197,000 | 189,86 8,95
3 0,344 0,353 0,349 200,571
1 0,397 0,380 0,389 229,143

Dia 1 2 0,394 0,411 0,403 239,143 | 230,33 8,86
3 0,389 0,370 0,380 222,714
1 0,451 0,430 0,441 266,286

Dia 2 2 0,421 0,432 0,427 256,286 | 263,31 8,99
3 0,447 0,437 0,442 267,357
1 0,502 0,504 0,503 310,929

Dia 3 2 0,513 0,495 0,504 311,643 | 311,88 9,08
3 0,497 0,515 0,506 313,071
1 0,557 0,531 0,544 340,214

Dia 4 2 0,546 0,563 0,555 347,714 | 342,12 9,15
3 0,549 0,534 0,542 338,429
1 0,560 0,570 0,565 355,214

Dia 5 2 0,585 0,581 0,583 | 368,071 | 364,26 9,20
3 0,588 0,582 0,585 369,500
1 0,669 0,678 0,674 432,714

Dia 6 2 0,673 0,679 0,676 434,500 | 434,62 9,27
3 0,688 0,670 0,679 436,643
1 0,703 0,719 0,711 459,500

Dia 7 2 0,705 0,713 0,709 458,071 | 457,00 9,30
3 0,694 0,711 0,703 453,429
1 0,797 0,805 0,801 523,786

Dia 8 2 0,781 0,789 0,785 512,357 | 513,79 9,53
3 0,767 0,783 0,775 505,214
1 0,822 0,842 0,832 545,929

Dia 9 2 0,830 0,841 0,836 | 548,429 | 546,52 9,44
3 0,829 0,833 0,831 545,214
1 0,861 0,872 0,867 570,571

Dia 10 2 0,884 0,864 0,874 575,929 | 572,24 9,47
3 0,859 0,873 0,866 570,214
1 0,926 0,925 0,926 612,714

Dia 11 2 0,912 0,920 0,916 605,929 | 608,90 9,45
3 0,931 0,907 0,919 608,071
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Tabela A3.12 — Avaliagéo do crescimento em regime mixotrofico com 1,0 gguc/Lmeio € adi¢éo

de cloreto de sodio em 2.500% (25x)

Absorvancia (a 680 nm) Conc.
Conc. média pH
Data Cultura A B média (mg/L) final médio
(mg/L)

1 0,372 0,360 0,366 213,071

Dia 0 2 0,372 0,359 0,366 212,714 | 213,07 8,90
3 0,359 0,342 0,351 202,000
1 0,363 0,377 0,370 215,929

Dia 1 2 0,394 0,386 0,390 230,214 | 227,71 8,81
3 0,401 0,398 0,400 237,000
1 0,403 0,418 0,411 244,857

Dia 2 2 0,406 0,396 0,401 238,071 | 245,57 8,93
3 0,429 0,417 0,423 253,786
1 0,472 0,463 0,468 285,571

Dia 3 2 0,488 | 0,459 0,474 | 289,857 | 289,50 | 9,02
3 0,479 0,477 0,478 293,071
1 0,531 0,535 0,533 332,357

Dia 4 2 0,523 0,495 0,509 315,214 | 326,17 9,09
3 0,524 0,538 0,531 330,929
1 0,591 0,564 0,578 364,143

Dia 5 2 0,553 0,562 0,558 | 349,857 | 351,52 9,14
3 0,538 0,551 0,545 340,571
1 0,657 0,656 0,657 420,571

Dia 6 2 0,633 0,608 0,621 394,857 | 411,52 9,22
3 0,649 0,660 0,655 419,143
1 0,690 0,615 0,653 417,714

Dia 7 2 0,698 0,680 0,689 443,786 | 435,10 9,24
3 0,682 0,696 0,689 443,786
1 0,732 0,717 0,725 469,143

Dia 8 2 0,733 0,703 0,718 464,500 | 469,14 9,46
3 0,728 0,734 0,731 473,786
1 0,763 0,766 0,765 497,714

Dia 9 2 0,721 0,732 0,727 | 470,571 | 488,67 9,36
3 0,758 0,771 0,765 497,714
1 0,792 0,799 0,796 519,857

Dia 10 2 0,778 0,811 0,795 519,143 | 518,79 9,41
3 0,801 0,783 0,792 517,357
1 0,805 0,817 0,811 530,929

Dia 11 2 0,824 0,843 0,834 547,000 | 533,19 9,40
3 0,802 0,794 0,798 521,643
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Anexo 4. Determinacdo da massa de agua contida na biomassaa Igal humida

Para se proceder a quantificagdo de oleos por gravimetria (conforme descrito em 11.5.) é

necessario conhecer-se o teor de 4gua 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
tracar a curva de calibracdo. Este procedimento vai desidratar a biomassa humida, obtendo-
se no final do processo biomassa seca. Os valores obtidos sdo os apresentados na Tabela
VII.15.

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

m (Epp.) (9) m (Epp.+ Biom m (Biom m (Epp.+ Biom m (Biom % Biomassa
Pp-) (g hamida) (g) hamida) (g) seca) (9) seca) (g) seca

0,9176 2,7474 1,8298 1,1877 0,2701 14,76

Exemplos de calculo:

m (Biom humida) = m (Epp.+ Biom hamida) - m (Epp.) (9)

m (Biom seca) = m (Epp.+ Biom seca) - m (Epp.) (9)

% Biomassa seca = (0,2701 x 100) / 1,8298 = 14,76%

Determinac&o do teor de Agua (m/m) presente na biom  assa humida:

% Biomassa seca + % Agua = 100%

% Agua = 100 — 14,76 = 85,24%

NOTA: No procedimento descrito em I1.5. o valor do teor de Agua foi aproximado a 85%, por uma

questao de simplificacao de calculos.
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Anexo 5. Determinagéo das produtividades maximas de biomassa seca

Y

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

seca, cujos resultados foram apresentados no capitulo I11.2.4.

O valor da produtividade de biomassa seca é o declive da recta de ajuste tangente da fase
exponencial formada pelo conjunto dos pontos de valor de concentragéo de biomassa seca

ao longo do tempo:

concentracio final — concentracioinicial

odutividade =
T diafinal — diainicial

Exemplos de célculo:

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

Produtividade = (291,05 - 242,83) / (4-2) = 24,11 MJsecas/L.dia

Todos os valores calculados séo apresentados nas Tabelas A5.1 a A5.9, que serviram de

base para a constru¢éo da Tabela lll.1 e da Figura 111.11 do capitulo 11.2.4.

Tabela A5.1 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 24 h para
as culturas em regime autotréfico e em regime mixotréfico com adicdo de concentragdes

distintas de glucose

Periodo Auto Mix 0,25 gluc | Mix 0,5 gluc | Mix 0,75 gluc | Mix 1,0 gluc
Dias 0-1 18,81 36,19 55,48 59,64 69,64
Dias 1-2 9,64 21,79 9,05 21,07 36,31
Dias 2-3 21,43 23,45 47,14 42,98 24,05
Dias 3-4 26,79 32,14 38,33 34,52 28,69
Dias 4-5 14,40 49,64 52,14 52,26 51,55
Dias 5-6 28,57 62,98 87,26 99,17 116,79
Dias 6-7 60,95 29,05 43,93 49,05 59,17
Dias 7-8 27,86 39,64 32,14 37,98 37,02
Dias 8-9 25,48 24,40 35,12 30,12 21,55
Dias 9-10 33,81 25,83 23,93 21,55 32,62
Dias 10-11 34,64 16,19 14,76 13,45 10,71
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Tabela A5.2 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 48 h para a

cultura em

regime autotréfico e culturas em

concentragdes distintas de glucose

Periodo Auto Mix 0,25 gluc | Mix 0,5 gluc | Mix 0,75 gluc | Mix 1,0 gluc
Dias 0-2 14,23 28,99 32,26 40,36 52,98
Dias 1-3 15,54 22,62 28,10 32,02 30,18
Dias 2-4 24,11 27,80 42,74 38,75 26,37
Dias 3-5 20,60 40,89 45,24 43,39 40,12
Dias 4-6 21,49 56,31 69,70 75,71 84,17
Dias 5-7 44,76 46,01 65,60 74,11 87,98
Dias 6-8 44,40 34,35 38,04 43,51 48,10
Dias 7-9 26,67 32,02 33,63 34,05 29,29
Dias 8-10 29,64 25,12 29,52 25,83 27,08
Dias 9-11 34,23 21,01 19,35 17,50 21,67

regime mixotrofico com adicdo de

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

cultura em

regime autotrofico e culturas em

concentragdes distintas de glucose

Periodo Auto Mix 0,25 gluc | Mix 0,5 gluc | Mix 0,75 gluc | Mix 1,0 gluc
Dias 0-3 16,63 27,14 37,22 41,23 43,33
Dias 1-4 19,29 25,79 31,51 32,86 29,68
Dias 2-5 20,87 35,08 45,87 43,25 34,76
Dias 3-6 23,25 48,25 59,25 61,98 65,67
Dias 4-7 34,64 47,22 61,11 66,83 75,83
Dias 5-8 39,13 43,89 54,44 62,06 70,99
Dias 6-9 38,10 31,03 37,06 39,05 39,25
Dias 7-10 29,05 29,96 30,40 29,88 30,40
Dias 8-11 31,31 22,14 24,60 21,71 21,63

regime mixotréfico com adicdo de

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

as culturas em regime mixotrofico com adicdo de 1,0 ggu/lmeic © Subtraccdo de

concentracdes distintas da fonte de azoto ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0 gluc Mix 0,2N Mix 0,6N
Dias 0-1 69,64 31,19 24,05
Dias 1-2 36,31 45,60 47,26
Dias 2-3 24,05 15,48 22,74
Dias 3-4 28,69 14,52 24,17
Dias 4-5 51,55 52,98 41,31
Dias 5-6 116,79 71,79 110,71
Dias 6-7 59,17 17,62 40,24
Dias 7-8 37,02 10,12 32,38
Dias 8-9 21,55 27,62 18,57
Dias 9-10 32,62 19,76 45,00
Dias 10-11 10,71 19,52 18,69
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Tabela A5.5 — Produtividade em biomassa seca (Mmgsecas/L.dia) para periodos de 48 h para
as culturas em regime mixotrofico com adicdo de 1,0 Qgul/lmeic € Subtraccdo de

concentracoes distintas da fonte de azoto ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0 gluc Mix 0,2N Mix 0,6N
Dias 0-2 52,98 38,39 35,65
Dias 1-3 30,18 30,54 35,00
Dias 2-4 26,37 15,00 23,45
Dias 3-5 40,12 33,75 32,74
Dias 4-6 84,17 62,38 76,01
Dias 5-7 87,98 44,70 75,48
Dias 6-8 48,10 13,87 36,31
Dias 7-9 29,29 18,87 25,48
Dias 8-10 27,08 23,69 31,79
Dias 9-11 21,67 19,64 31,85

Tabela A5.6 — Produtividade em biomassa seca (MQsecas/L.dia) para periodos de 72 h para
as culturas em regime mixotrofico com adicdo de 1,0 Qguc/lmeic © Subtraccdo de

concentracdes distintas da fonte de azoto ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0 gluc Mix 0,2N Mix 0,6N
Dias 0-3 43,33 30,75 31,35
Dias 1-4 29,68 25,20 31,39
Dias 2-5 34,76 27,66 29,40
Dias 3-6 65,67 46,43 58,73
Dias 4-7 75,83 47,46 64,09
Dias 5-8 70,99 33,17 61,11
Dias 6-9 39,25 18,45 30,40
Dias 7-10 30,40 19,17 31,98
Dias 8-11 21,63 22,30 27,42
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Tabela A5.7 — Produtividade em biomassa seca (Mgsecas/L.dia) para periodos de 24 h para
as culturas em regime mixotréfico com adi¢céo de 1,0 gguc/Lmeio € adigdo de concentragdes

distintas de cloreto de s6dio ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0 gluc Mix 5xNaCl Mix 15xNaCl | Mix 25xNaCl
Dias 0-1 69,64 52,86 40,48 14,64
Dias 1-2 36,31 39,29 32,98 17,86
Dias 2-3 24,05 33,45 48,57 43,93
Dias 3-4 28,69 34,29 30,24 36,67
Dias 4-5 51,55 37,38 22,14 25,36
Dias 5-6 116,79 99,52 70,36 60,00
Dias 6-7 59,17 46,79 22,38 23,57
Dias 7-8 37,02 21,67 56,79 34,05
Dias 8-9 21,55 25,36 32,74 19,52
Dias 9-10 32,62 50,12 25,71 30,12
Dias 10-11 10,71 23,45 36,67 14,40

Tabela A5.8 — Produtividade em biomassa seca (Mmgsecas/L.dia) para periodos de 48 h para
as culturas em regime mixotréfico com adi¢céo de 1,0 gguc/Lmeio € adicdo de concentragdes

distintas de cloreto de s6dio ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0 gluc Mix 5xNaCl Mix 15xNaCl | Mix 25xNacCl
Dias 0-2 52,98 46,07 36,73 16,25
Dias 1-3 30,18 36,37 40,77 30,89
Dias 2-4 26,37 33,87 39,40 40,30
Dias 3-5 40,12 35,83 26,19 31,01
Dias 4-6 84,17 68,45 46,25 42,68
Dias 5-7 87,98 73,15 46,37 41,79
Dias 6-8 48,10 34,23 39,58 28,81
Dias 7-9 29,29 23,51 44,76 26,79
Dias 8-10 27,08 37,74 29,23 24,82
Dias 9-11 21,67 36,79 31,19 22,26

Tabela A5.9 — Produtividade em biomassa seca (MQsecas/L.dia) para periodos de 72 h para
as culturas em regime mixotrofico com adi¢éo de 1,0 gguc/Lmeic € adicdo de concentracbes

distintas de cloreto de so6dio ao meio de cultura

Periodo Mix 1,0 gluc Mix 5xNaCl Mix 15xNaCl | Mix 25xNaCl
Dias 0-3 43,33 41,87 40,67 25,48
Dias 1-4 29,68 35,67 37,26 32,82
Dias 2-5 34,76 35,04 33,65 35,32
Dias 3-6 65,67 57,06 40,91 40,67
Dias 4-7 75,83 61,23 38,29 36,31
Dias 5-8 70,99 55,99 49,84 39,21
Dias 6-9 39,25 31,27 37,30 25,71
Dias 7-10 30,40 32,38 38,41 27,90
Dias 8-11 21,63 32,98 31,71 21,35
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Anexo 6. Quantificacao de 6leos por gravimetria—d  eterminacédo da produtividade maxima lipidica

Tabela A6.1 — Teor percentual lipidico e Produtividade lipidica (mg/L.dia) para todos os ensaios realizados
: Cloroférmio Agua destilada “ Adli i Produtividade
SsEles mte+bm | mbm (mL) Metanol (mL) (mL) mgoblé mgoblé 1 1eo 3 96leo | Media |RRrOdUVIVIdadEs S 20 e
Arthrospira mte (g) © © mH20 ) + dleo ) %0leo final %0leo maxima lipidos
pissE 1%ase | 2%fase | 1%fase | 2°fase | 1%fase | 2%fase © final " (mgsecas/L.dia) (mg/L.dia)
Auto_1 78,4328 | 81,7350 | 3,3022 | 2,8069 | 3,51 3,51 7,02 0,00 0,00 3,51 | 33,5090 | 33,5397 | 0,0307 | 6,20 6,89
7,06 60,95 4,31
Auto_2 78,5223 | 81,0689 | 2,5466 | 2,1646 | 2,71 | 2,71 | 541 | 0,00 [ 0,00 | 2,71 | 36,2860 | 36,3109 | 0,0249 | 6,52 | 7,24
Mix0,25gluc_1 | 78,0131 | 80,6688 | 2,6557 | 2,2573 | 2,82 | 2,82 | 564 | 0,00 | 0,00 | 2,82 | 30,7035 | 30,7295] 0,0260 [ 6,53 | 7,25
7Al5 62,98 4,51
Mix0,25gluc_2 | 78,1048 | 80,9178 | 2,8130 | 2,3911 ] 2,99 2,99 5,98 0,00 0,00 2,99 | 33,1794 | 33,2062 | 0,0268 | 6,35 7,06
Mix0,5gluc_1 | 78,9417 | 81,8914 | 2,9497 | 2,5072 | 3,13 | 3,13 | 6,27 | 0,00 | 0,00 | 3,13 | 32,9232 32,9524 0,0292 | 6,60 | 7,33
7,74 87,26 6,76
Mix0,5gluc_2 | 78,0389 | 81,2185 | 3,1796 | 2,7027 | 3,38 | 3,38 | 6,76 | 0,00 | 0,00 | 3,38 | 32,7126 | 32,7476 ] 0,0350 | 7,34 | 8,15
Mix0,75¢gluc_1 | 77,8629 | 81,0925 | 3,2296 | 2,7452 | 3,43 3,43 6,86 0,00 0,00 3,43 | 32,5582 | 32,5950 | 0,0368 | 7,60 8,44
8,53 99,17 8,45
Mix0,75gluc_2 | 77,9793 | 81,0937 | 3,1144 | 2,6472| 3,31 | 3,31 | 6,62 | 0,00 | 0,00 | 3,31 |32,5911|32,6273]0,0362 7,75 | 8,61
Mix1,0gluc_1 | 79,0447 | 82,0219 | 2,9772 | 2,5306 | 3,16 | 3,16 | 6,33 | 0,00 | 0,00 | 3,16 | 33,1606 | 33,2005} 0,0399 | 8,93 | 9,93
9,72 116,79 11,35
Mix1,0gluc_2 | 78,6180 | 81,6237 | 3,0057 | 2,5548 | 3,19 3,19 6,39 0,00 0,00 3,19 | 32,2417 | 32,2803 | 0,0386 | 8,56 9,51
Mix 0,2N_1 | 78,8308 | 81,8264 | 2,9956 | 2,5463 | 3,18 | 3,18 | 6,37 | 0,00 | 0,00 | 3,18 | 34,3696 | 34,4339 | 0,0643 | 14,31 | 15,90
15,06 71,79 10,81
Mix 0,2N_2 | 77,8638 | 80,6748 | 2,8110 | 2,3894 | 2,99 | 2,99 | 597 | 0,00 | 0,00 | 2,99 | 30,6747 | 30,7287 | 0,0540 | 12,81 | 14,23
Mix 0,6N_1 | 78,8042 | 81,9130 | 3,1088 | 2,6425 ] 3,30 3,30 6,61 0,00 0,00 3,30 | 31,5133 | 31,5648 | 0,0515 | 11,04 | 12,27
11,95 110,71 13,23
Mix 0,6N_2 | 77,9211 | 80,7226 | 2,8015 | 2,3813 | 2,98 | 2,98 | 595 | 0,00 | 0,00 | 2,98 |32,5634 | 32,6074 | 0,0440 | 10,47 | 11,63
Mix 5xNaCl_1 | 78,8874 | 81,7594 | 2,8720 | 2,4412| 3,05 | 3,05 | 6,10 | 0,00 | 0,00 | 3,05 | 34,3675 | 34,4091 0,0416 | 9,66 | 10,73
10,92 99,52 10,87
Mix 5xNaCl_2 | 77,1033 | 80,4577 | 3,3544 | 2,8512 | 3,56 3,56 7,13 0,00 0,00 3,56 | 32,2016 | 32,2519 | 0,0503 | 10,00 | 11,11
Mix 80,4899 | 83,6806 | 3,1907 | 2,7121 | 3,39 3,39 6,78 0,00 0,00 3,39 |31,5779 | 31,6302 ] 0,0523 | 10,93 | 12,14
15xNaCl_1
Mix 12,44 70,36 8,75
15xNaCl 2 78,0662 | 81,0554 | 2,9892 | 2,5408 | 3,18 3,18 6,35 0,00 0,00 3,18 | 31,8006 | 31,8520 | 0,0514 | 11,46 | 12,74
Mix 78,5529 | 81,6354 | 3,0825 | 2,6201 | 3,28 3,28 6,55 0,00 0,00 3,28 | 32,5644 | 32,6337 | 0,0693 | 14,99 | 16,65
25xNaCl_1
i 15,45 60,00 9,27
25XN.’:|1>23| 5 77,9606 | 80,6799 | 2,7193 | 2,3114 | 2,89 2,89 5,78 0,00 0,00 2,89 | 34,3692 | 34,4215 | 0,0523 | 12,82 | 14,25
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Anexo 7. Gréficos Absorvancia vs Comprimento de onda (nm), medida no
espectofotébmetro UV-visivel UV-160A, aquando das le ituras de Abs para as
culturas constantes nas Tabelas A3.1, A3.5, A3.8, A 3.12e A5.1aA5.9

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 excepc¢ao 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 0.
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Figura A7.2 — Curva de Abs vs A (nm) para regime autotrofico — dia 15.
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Figura A7.4 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggue/Lmeio — dia 11.

Ol Qia ©

Figura A7.5 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtraccéo da
fonte de azoto em 80% (0,2N) — dia O.
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Figura A7.6 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtraccéo da
fonte de azoto em 80% (0,2N) — dia 11.
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Figura A7.7 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotréfico 1,0 gguc/Lmeio € Subtrac¢éo da
fonte de azoto em 40% (0,6N) — dia O.
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Figura A7.8 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € Subtraccéo da
fonte de azoto em 40% (0,6N) — dia 11.
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Figura A7.9 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 ggiuc/Lmeio € adigéo de

cloreto de s6dio em 2.500% (25x) — dia O.

Figura A7.10 — Curva de Abs vs A (nm) para regime mixotrofico 1,0 gguc/Lmeio € adi¢éo de

cloreto de sodio em 2.500% (25x) — dia 11.
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