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Resumo

A associacdo de dois bioreactores, um fotoautotréfico e um heterotréfico, ligados entre
si através das suas correntes gasosas de entrada e saida com troca de gases, nomeadamente
CO, e 0,, pode gerar um beneficio em ambas as culturas.

A corrente gasosa de saida do fotobioreactor, rica em O,, é usada como corrente de
entrada no biorector heterotréfico, fermentador, e em paralelo, a corrente de saida do
fermentador, rica em CO, é usada como corrente de entrada no fotobioreactor,
proporcionando um melhor crescimento de biomassa e uma melhor produtividade em
biomassa e lipidos para posterior transformacdo em biodiesel.

A microalga Chlorella protothecoides e a levedura Rhodotorula glutinis foram escolhidas
como microrganismos modelo uma vez que, aliadas a sua robustez, apresentam elevadas
produtividades de biomassa e lipidos em regime autotrofico (microalga) e heterotréfico
(microalga e levedura). Neste trabalho foram realizados estudos de optimizagdo sobre o
crescimento heterotréfico da microalga em meio simples com diferentes fontes de carbono,
no qual a glucose apresentou a mais elevada taxa de crescimento (u), 0,037 h™', e a melhor
produtividade em biomassa (Pymax), 1,55 g/1.d.

A simbiose entre Chlorella protothecoides autotrdfica e a levedura heterotroéfica
Rhodotorula glutinis, revelaram resultados bastante promissores no sentido de fornecimento
de ar rico em CO, ao fotobioreactor, proveniente da fermentacdo da levedura, aumentando a
taxa de crescimento da alga autotréfica 30%, o que leva a um aumento da produtividade em
biomassa em 100%, e consequentemente a um aumento na produtividade em lipidos. Este
resultado é de interesse biotecnoldgico e passivel de levar a futuros estudos de ampliagao de
escala com possibilidade de diminui¢ao dos custos de produgdo de biomassa e seus produtos

sem a necessidade de investimentos adicionais.

Palavras-chave: chiorella protothecoides, biodiesel, simbiose, fermentacao,
fotobioreactores (FBR), Citdmetria de fluxo






Abstract

The combination of two bioreactors, one photoautotrophic and one heterotrophic,
interconnected through their inlet and outlet gas streams, exchanging CO, and O,, can be of
mutual benefit in terms of either biomass or lipid productivities towards biodiesel.

The rich-02 exiting gas stream from the photobioreactor, is used as an entering stream
for the heterotrophic bioreactor (fermentor), and, at the same time, the fermentor exit gas
stream, rich in CO,, it is used as an inlet gas stream for the photobioreactor, enhancing
biomass growth and productivities.

The microalgae Chlorella protothecoides and the yeast Rhodotorula glutinis were chosen
as model microorganisms, as they are robust and undergo fast growth together with high lipid
content in autotrophic regime (microalgae) and heterotrophic (microalgae and yeast). In this
thesis several optimization studies have been made about the heterotrophic growth of the
microalgae in simple environment with some carbon sources, in which the glucose shows the
most high growth rate (p), 0,037 h™>and the best biomass productivity (Pxmas), 1,55 g/I.d.

The symbiosis between the autotrophic Chlorella protothecoides and the heterotrophic
yeast Rhodotorula glutinis, showed really promising results when the outlet gas from the
fermentor was connected to the photobioreactor, providing a 30% increase on the microalgae
growth rate compared to the control, leading to an increase on lipid productivity. This result is
of biotechnological relevance and can be scale-up, giving the possibility of trimming biomass

production costs and its products without having to do additional investments.

Key wodrs: chlorella protothecoides, biodiesel, symbiosis, fermentation, photobioreactors
(PBR), Flow citometry
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1. Introducao

A energia desempenha um papel fundamental em todas as actividades, tendo o
desenvolvimento sécio-econdmico, das ultimas décadas, sido relacionado por um forte
crescimento do consumo energético, proveniente, essencialmente, de combustiveis fosseis.

O sector de transportes e energia sdao as principais fontes responsaveis, na Unido
Europeia, por mais de 20% e 60% da emissao dos gases de efeito de estufa, respectivamente,
sendo a agricultura a terceira maior fonte responsavel, representando cerca de 9% das
emissoes [1].

Este consumo global de energia que é observado, tem a tendéncia de aumentar nos
préoximos anos com o desenvolvimento de novas economias em crescimento, como é o caso da
india e da China, o que pode levar a danos ambientais devastadores.

Os gases de efeito de estufa contribuem ndo sé para o aquecimento global, mas
também para outros impactos no meio ambiente e na vida humana. A nivel ambiental, um
grande impacto é o facto de os oceanos absorverem cerca de 1/3 do CO, emitido anualmente,
o que levard a uma diminuicdo do pH das aguas. Esta acidez nas aguas dos oceanos causara
danos irreversiveis a nivel dos recifes de coral e de toda a biodiversidade do ecossistema
marinho, o que posteriormente levara a um impacto negativo na vida terrestre também.

Como o aquecimento global é um problema que afecta tantos aspectos diferentes da
vida humana e do ambiente, em geral, sdo necessdrias um conjunto de solu¢des para o poder
enfrentar.

Para encontrar fontes energéticas limpas e renovaveis, actualmente estdo a ser
estudadas e implementadas varias opcGes alternativas, com diferentes graus de sucesso e em
diferentes fases de estudo. Varios exemplos incluem energia solar, térmica ou fotovoltaica,
geotermal, hidroeléctricas, edlica, biocombustiveis, entre outros, tendo cada um deles as suas
proprias vantagens e desvantagens dependendo da area de aplicacdo [1].

Na area dos biocombustiveis, os mais comuns sdo o biodiesel e o bioetanol que
substituem, em parte o gaséleo e a gasolina, respectivamente, nos veiculos, sendo que estes
nao precisam de nenhuma ou muito pouca modificagdo dos motores. Estes biocombustiveis
sdo produzidos principalmente a partir de biomassa o que contribui bastante para a atenuagao

das emissdes de gases de efeito de estufa.



1.1. Biodiesel

Embora os biocombustiveis ainda sejam mais caros que os combustiveis fosseis, a sua
producdo estd a aumentar em varios paises de todo o mundo.

A principal alternativa ao gaséleo é o biodiesel, o que representa cerca de 82% da
producdo total de biocombustiveis, que tende a crescer nos préximos tempos na Europa, Brasil
e Estados Unidos.

O biodiesel de primeira geracdo tem vindo a ser produzido a partir de éleos vegetais,
também usados para consumo humano, o que tem levado a um aumento da sua procura e por
consequéncia do preco dos dleos alimentares, fazendo com que o custo do biodiesel aumente,
dificultando a sua utilizagdo, mesmo apresentando vantagens em relagdo ao gasdleo. Além
disso, o biodiesel de primeira geracdo apresenta ainda a desvantagem de exigir uma plantacdo
excessiva e pressdo crescente para a mudanga no uso de terra e aumento de campos de
cultivo, o que pode levar a competicdo de terras e perda de biodiversidade, devido ao corte de
florestas existentes e utilizacdo de dreas de importancia ecoldgica, e ainda a substituicdo de
culturas utilizadas para consumo humano, o que gerou um conflito mundial em relacdo a
fome.

A fim de ndo competir com os dleos vegetais comestiveis, nasce entdo a segunda
geracdao de biodiesel, que pode ser produzido a partir de subprodutos e desperdicios
biolégicos de baixo custo e renovdveis tais como os 6leos nao-comestiveis, 6leos de fritura
usados, gorduras animais e até sabdo [2]. No entanto as quantidades disponiveis destes dleos
usados e destas matérias-primas de baixo custo, ndo sdo suficientes face as exigéncias de hoje
em dia para o biodiesel.

E entdo que surge, assim, a chamada terceira geracdo de biodiesel, produzido a partir de
microalgas [3], que apresentam a vantagem de ndo competir com a alimentacdo humana ou
animal a escala mundial, uma vez que ndo requerem terrenos agricolas, bem como a reducdo
das necessidades de terra (dreas), devido ao seu maior rendimento energético por hectare,

Tabela 1.



Tabela 1.1.: Comparagdo de produtividade de 6leo por area de terreno ocupado para espécies oleaginosas

potenciais fontes de biodiesel [4].

Potenciais espécies Rendimento dleo Area de terra
oleainosas (L/ha) necessaria (M. ha)
Milho 172 1540
Soja 446 594
Canola 1190 223
Cocd 2689 99
Oleo de Palma 5950 45
M’lcroalgas '(70%(p/p) 136900 5
6leo em biomassa)
1 0,
Microalgas (30%(p/p) 58700 45

oleo em biomassa)

1.2. Microalgas

As microalgas sdo organismos fotossintéticos procaridticos ou eucaridticos com
estrutura simples unicelular ou multicelular que podem crescer rapidamente e conseguem
viver em condi¢Ges adversas. Um exemplo de microalgas procaridticas sdo as cianobactérias
(Cyanophyceae) e microalgas eucariodticas sdo as algas verdes (Chlorophyta) e as diatomaceas
(Bacillariophyta). As microalgas estdo presentes em todos os ecossistemas da Terra, ndo sé
aquaticos mas também terrestres, e representam uma grande variedade de espécies que
vivem em diversas condigdes ambientais. Esta grande variedade de diferentes espécies de
microalgas faz também com que haja uma grande diversidade de aplicacGes onde estes
microrganismos se inserem, tais como captagdo de CO, para a sua alimentagdo,
biorremedia¢do de aguas residuais, produ¢dao de compostos bioactivos e produtos de quimica
fina para cosmética, aplicagbes na saude humana, alimenta¢cdo em instalagdes de aquacultura
e ainda como fonte de energia [1].

Dentro da aplicagdo energética, as microalgas podem ser usadas para gerar energia
através de diversos métodos, como a producdo de metano por digestdo anaerdbia de
biomassa microalgal, producdo fotobioldgica de biohidrogénio, entre outras, sendo que o
processo mais utilizado e estudado é através da utilizacdo do dleo microalgal para producdo de
biodiesel [2,4].

As microalgas sdo assim a matéria-prima alternativa da nova geracdo de producdo de
biodiesel, como ja foi referido anteriormente.

Devido ao elevado contetddo em dleos que certas espécies de microalgas apresentam, e
a facilidade com que este pode ser extraido, usando a tecnologia actualmente disponivel, estes

microrganismos tornam-se bastante promissores nesta area dos biocombustiveis,



apresentando inimeras vantagens em relacdo a outras matérias-primas disponiveis para
producao de biodiesel. Além de apresentarem taxas de crescimento muito mais elevadas que
as plantas, sdo praticas de cultivar, podem crescer com pouca ou nenhuma monitoriza¢do, nao
precisam de terra aravel ou de agua potdvel e a sua producdao nado é sazonal ao poderem ser
colhidas diariamente [5].

Para o trabalho em questdao, vamos ter em conta a grande vantagem de producado de
lipidos que as microalgas apresentam. Em média o teor de lipidos varia entre 25 e 30% do peso
seco mas sob certas condi¢des especificas algumas espécies podem mesmo chegar a atingir

perto dos 80%, Tabela 1.2. [1,4].

Tabela 1.2.: Contetido em lipidos de algumas microalgas [4].

Microalga Contetido em dleo (% p/p)
Botrycoccus braunii 25-75
Chlorell sp 28— 32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp 16 -37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp 20-35
Nannochloropsis sp 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp 45 - 47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

A seleccdo da espécie mais adequada ndo deve ter em conta unicamente a quantidade
de lipidos, mas também a produtividade de biomassa e a capacidade de se desenvolver usando
nutrientes disponiveis ou condi¢des ambientais especificas. Todos estes parametros devem ser
considerados em simultaneo na selecgao da espécie mais adequada a produgdo de biodiesel.

Além disto, também é importante considerar a composi¢do dos acidos gordos das
diferentes espécies, porque vai influenciar as caracteristicas do biodiesel produzido.

Uma boa opgdo de seleccdo para a producdo de biodiesel é qualquer espécie de
microalga do Género Chlorella dada as suas caracteristicas promissoras apresentadas na
Tabela 1.3. Todas as espécies de Chlorella aqui apresentadas tém, além de uma percentagem

de lipidos bastante favoravel, uma produtividade diaria bastante promissora.



Tabela 1.3.: Contetido e produtividades em lipidos de algumas espécies de microalga do Género Chlorella
[Adapatado de 1].

Contetido em

Espécies de .. . Produtividade Produtividade por
. ] lipidos (% Produtividade em P . .
Microalgas Marinhas peso seco lipidos (mg/l/dia) volumétrica de drea de biomassa
e . . 2 .
e de Agua doce biomassa) biomassa (g/l/dia) (g/m?/dia)
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0 0,036 -0,041 0,91-0,97
Chlorella 14,6 57,8 1214 2,00-7,70 .
protothecoides
Chlorella sorokiniana 19,0-22,0 44,7 0,23-1,47 -
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2-40,0 0,02-0,20 0,57 -0,95
Chlorella sp 10,0 — 48,0 42,1 0,02-2,5 1,61 -16,47
Chlorella pyrenoidosa 2,0 - 2,90 - 3,64 72,5/130
Chlorella 18,0-57,0 18,7 - 3,5-13,90

1.2.1. Cultivo de microalgas

No geral, para o crescimento autotréfico de biomassa microalgal (que consiste em cerca
de 40 a 50% de carbono), as microalgas dependem de um fornecimento suficiente de uma
fonte de carbono e luz para poderem realizar a fotossintese.

As microalgas podem assumir varios tipos de metabolismo, centrado em duas formas
principais de nutricdo, ou seja o autotrofismo e o heterotrofismo, dos quais o autotrofismo é o
mais importante [6].

O autotrofismo, também chamado de fotoautotrofismo, utiliza a luz como fonte de
energia Unica, para reducdo de CO, pela oxidacdo de substratos, que é convertida em energia
quimica por meio de reaccbes fotossintéticas, com a libertacdo de 0,. Os organismos
autotréficos requerem apenas iGes minerais inorganicos na composicdo do seu meio de
cultura. [1,6]

O heterotrofismo utiliza compostos organicos como fonte de energia e carbono, isto é, o
meio de cultura heterotréfico é bastante similar ao meio de cultura autotréfico com a
excep¢do de que é adicionado um composto de carbono organico, normalmente glucose,
acetato ou glicerol e crescem na auséncia de luz. Por norma estas culturas heterotroéficas
apresentam algumas desvantagens, nomeadamente na limitacdao de espécies de microalgas
que conseguem crescer desta forma; no aumento dos custos devido a adi¢cdo de mais um
composto no meio, o carbono organico; na contaminagdo e competicdo por outros
microrganismos; inibicdo por excesso de substrato organico; e ainda de produzir metabolitos

que so sdo induzidos pela presenca de luz. [7,8]



Além destas vias principais de nutricdo existem ainda outros metabolismos, ndo menos
importantes, que sdo um misto dos dois trofismos anteriores, sdo eles o mixotrofismo e o
fotoheterotrofismo, Figura 1.1..

O mixotrofismo, consiste na realizacdo da fotossintese como principal fonte de energia,
apesar dos compostos organicos e do CO, serem essenciais para o crescimento celular. Dentro
deste tipo de trofismo existe ainda o anfitrofismo que significa que os microrganismos
conseguem viver auto e heterotroficamente, dependendo da concentracdo de compostos
organicos e intensidade luminosa disponivel.

O fotoheterotrofismo, também conhecido como foto-organotrofismo, descreve um
metabolismo em que a luz é necessdria para que os compostos organicos sejam consumidos
como fonte de carbono.

Existe ainda o modo nutricional auxotréfico que consiste na necessidade de apenas

pequenas quantidades de compostos organicos essenciais, como vitaminas e aminodacidos.

Amphitrophy
Autotrophy « »> Heterotrophy
Mixotrophiy
;v o »

*»,  Photohatarctrophy
Photoautotrophy iy

Auxatrophy

Obligate Photoaulotraphy
Figura 1.1.: Varias vias metabolica possiveis para a nutricio de microalgas, onde o crescimento

autotrofico e heterotréfico sdo os mais importantes [8].

Mas, ndo sé o carbono organico ou substrato (fonte de carbono), vitaminas, sais e
outros nutrientes (como o azoto e fosforo) sdo necessarios para o crescimento de microalgas,
também é necessdrio que se mantenha um equilibrio entre outros parametros operacionais,
como o pH, temperatura, intensidade luminosa, entre outros.

Sob todas as condi¢des favoraveis e nutrientes suficientes, as microalgas podem
apresentar elevadas velocidades de crescimento. Em geral, a maioria das microalgas tem um
tempo de duplicagdo de biomassa de cerca de 24 horas, mas em casos muito favoraveis

podera atingir 3,5 horas durante a fase exponencial de crescimento. [4]



1.2.2. Sistemas de Culturas
1.2.2.1. Sistemas fechados versus abertos

O cultivo de microalgas pode ser feito em sistemas abertos de cultura como lagoas ou
reactores raceway e sistemas de cultura fechados altamente controlados chamados
fotobiorectores (FBR), caso seja uma cultura autotréfica, e fermentadores, caso se trate de
uma cultura heterotréfica.

Os sistemas de cultura abertos normalmente sdo menos dispendiosos tanto de construir
como depois de operar, sdo mais duradouros mas tém uma produtividade relativamente baixa
[1]. Apresentam as seguintes desvantagens: tém uma razdo area/volume pequena; é dificil
manter um mono-cultivo de microalgas devido as contaminacdes provenientes do ar
atmosférico, excepto se se tratar de uma espécie extremoéfila; os parametros ambientais de
crescimento do cultivo dependem principalmente das condicbes meteoroldgicas locais e
raramente podem ser controladas; e ainda a colheita é trabalhosa e cara devido a baixa
densidade celular [4,9].

Os sistemas de cultura fechados, como os FBR, sdo sistemas flexiveis e podem ser
optimizados de acordo com as caracteristicas bioldgicas e fisioldgicas das espécies de
microalgas a cultivar, permitindo o crescimento de espécies que ndo conseguem crescer em
lagoas abertas. Num FBR as trocas directas de gases e contaminantes entre as células
cultivadas e o meio exterior sdo limitadas ou até mesmo nao permitidas pelas paredes do
reactor. Dependendo da sua forma, os reactores fechados sdo considerados como tendo varias
vantagens sobre os sistemas abertos, como o facto de oferecerem um melhor controlo das
condigdes de cultura e parametros de crescimento (pH, temperatura, O, ou CO, dissolvidos,

mistura) levando assim a uma consequente maior produtividade volumétrica [1,4].

1.2.2.2. Operagdo descontinua versus Operagdo continua

Os reactores bioldgicos podem trabalhar em descontinuo, em semi-continuo ou em
continuo, sendo que as opera¢gdes em continuo oferecem mais vantagens em relagdo as
operagdes em descontinuo, como o facto de proporcionarem um maior grau de controlo; as
taxas de crescimento podem ser reguladas e mantidas por longos periodos de tempo; a taxa
de crescimento pode ser controlada pela taxa de diluicdo; e ainda a obtencao de resultados
mais fidveis e de facil reprodutibilidade. No entanto também tém desvantagens associadas
como por exemplo o controlo da producdao de produtos ndo associados ao crescimento. Por
este motivo, o processo continuo exige muitas vezes um cultivo semi-continuo, isto é, um

fornecimento continuo ou pulsado de nutrientes.



1.2.2.3. Simbiose de gases entre culturas autotréficas e heterotréficas

O fornecimento de energia e fonte de carbono tém sido apontados entre as grandes
causas das dificuldades no cultivo de microalgas.

No crescimento autotrofico, quanto ao fornecimento de luz como fonte de energia,
sabe-se que elevadas intensidades luminosas combinadas com baixas concentracbes de
biomassa podem ser prejudiciais para as culturas devido a foto-inibicdo e foto-oxidacdo. No
entanto, baixas intensidades luminosas e elevadas concentra¢cdes de biomassa aumentam o
consumo enddgeno de biomassa por respiracdo, porque nem todas as células conseguem
captar luz. Ambas as situagoes induzem baixas produtividades.

O didxido de carbono, fonte de carbono, pode ser fornecido através de ar comprimido,
mas o problema esta no contelddo de CO, no ar, que é de apenas 0,04%, fazendo com que as
culturas sejam limitadas em carbono. No entanto as microalgas precisam de uma quantidade
superior de CO,, cerca de 2 a 5%, para conseguirem um crescimento éptimo, ndo limitado em
carbono [5].

Para combater este problema, poderia ser usado gas de combustdo como uma fonte de
suplemento de CO, mais barato, mas o SO, NO, e VOCs contidos nestes gases podem causar
inibicdo no crescimento das microalgas [10]

Sendo assim, o CO, extra necessario para o o6ptimo crescimento das microalgas
autotréficas pode ser fornecido através da respiragao de microrganismos heterotréficos. O uso
de CO, vindo da respiragdao como fonte de carbono para produgdo de biomassa de microalgas
autotroéfico apresenta varias vantagens das quais o facto de ser uma fonte de carbono de baixo
custo e livre de toxinas, serem as vantagens mais significativas. Além de que o oxigénio
necessario para a respiracao dos microrganismos heterotréficas pode também ser fornecido
através da fotossintese realizada pelas microalgas autotroéficas. [5]

Assim a associacdo destes dois reactores, um autotréfico e outro heterotroéfico, levaria a
um suplemento duplo, podendo alcangar elevadas produtividades em ambos os reactores e

diminuindo os custos de producao.



1.2.3. Chlorella protothecoides
Chlorella é um género de microalga verde, do Filo Chlorophyta, que é encontrada em
todos os habitats aquaticos existentes. [9]
De forma esférica ou elipsoidal e cerca de 2-10 um de diametro, Figura 1.2, a Chlorella é
essencialmente conhecida pelo seu elevado conteido em carotendides, como a luteina, e

também o seu elevado contetddo em lipidos.

Figura 1.2.: Suspensdo celular de Chlorella protothecoides cultivada autotroficamente, amplia¢gdao 40x10,

LNEG 2010.

Tendo ciclos de vida relativamente simples, a sua taxa de crescimento normalmente é
bastante elevada, chegando a duplicar entre 16 a 24 horas, mas tendo por norma como factor
limitante a intensidade luminosa.

A sua reproducdo, exclusivamente assexuada, segue essencialmente trés etapas:
crescimento, maturagao e por fim divisao.

Na etapa de divisdo, a célula mae divide-se, produzindo 4 ou 8, e muito raramente 16,
esporos, que sdo depois libertados pela ruptura ou dissolu¢ao das paredes da célula mae.

Devido as suas propriedades Unicas, quer em carotendides ou em oleos, Chlorella
tornou-se alvo de cultivo em todo o mundo, uma vez que pode oferecer bastantes beneficios
em diversas dreas, como a drea energética, farmacéutica, alimentar, entre muitas outras.

Outra caracteristica desta espécie de microalga, é o facto de ser um microrganismo
autotrofico facultativo, isto €, também cresce bem em meios heterotréficos e mixotréficos.
Esta versatilidade de metabolismo que é oferecida por esta microalga leva a que seja um alvo
de estudo uma vez que pode oferecer muitos mais beneficios ou até melhorar certas

caracteristicas que ja Ihe sdo atribuidas. [9]



1.3. Alevedura Rhodotorula glutinis

A levedura Rhodotorula glutinis pertencente ao filo Basidiomycota, é uma levedura

essencialmente pigmentada, Figura 1.3,,

Figura 1.3.: Coldnias de Rhodotorula glutinis, crescidas em placa de agar.

Conhecida pelo seu elevado conteldo em carotendides, como o B-caroteno, o toruleno
e o torularrudina, e também pelo seu elevado teor em lipidos, é também considerada uma
“single cell oil”, despoletando bastante interesse em diversas dreas de estudo como na
industria farmacéutica, alimentar e na produgao de éleo para biodiesel. [11]

Além disso, visto ser uma levedura heterotrofica, faz respiragdo, isto é, consome
oxigénio libertando CO,, e uma vez que apresenta elevada taxa de crescimento,
consequentemente apresenta também grande taxa de consumo de oxigénio originando
posteriormente grande taxa de producdo de CO.,.

Estas elevadas taxas de produc¢do de CO, sdo bastante importantes, uma vez que podem
surgir como um fornecimento extra de CO, a culturas de microalgas autotrdficas, quando a
saida da corrente de ar de um fermentador de levedura é ligado a corrente de entrada de ar

no fotobioreactor, mostrando assim uma simbiose positiva entre leveduras e microalgas.
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1.4. Citometria de fluxo

Um citdmetro de fluxo é um sistema constituido por 5 elementos: fonte de radiacado
(lampada de mercurio ou laser), uma camara de fluxo, unidades de filtros dpticos para a
seleccdo de um intervalo de comprimento de onda especifico, fotomultiplicadores para a
deteccdo sensivel e processamento de sinal, e ainda uma unidade que processa os dados
recolhidos, Figura 1.4. [12].

Cell suspension

FLOW 1 Central core
CELL /
Sheath fluid ‘ ll ll

Dichroic
\ / filters B Flaicisscins
oreseence
\ / \ / detector
\ I . 0 -@ Fluorescence
A — ’ 0 detector
\ Z detector

» Fluorescence
/(r > Side scattered detector (907)
o
LASER [ ] » 0 ’ Forward scatter detector (0-10°)

Single cells

Figura 1.4.: Exemplo de uma configuragdo de um citémetro de fluxo [Adapatado de 13].

A suspensdo celular a analisar é injectada, no seio de uma solucdo salina (sheath fluid), e
atravessa a camara onde se dd a passagem célula a célula através do feixe de radiacdo,
perpendicular ao fluxo.

O feixe de radiagdo de excitacdo ao interceptar a célula na camara, sofre dispersdo que
depois é convertida em sinais e reconhecida pelos sensores.

A radiagdo detectada pelo sensor Forward scatter (FS), que esta colocado na direcgdo do
feixe luminoso, da-nos informagdo sobre o tamanho da célula, ja a radiagdao detectada pelo
sensor Side scatter (SS), que se encontra colocado a sensivelmente 90° da direc¢do do feixe
luminoso, informa-nos sobre a complexidade no interior da célula. Os sensores FL1, FL2 e FL3,
sdo detectores de fluorescéncia, que permitem encontrar compostos intracelulares com
fluorescéncia intrinseca, como é o caso de clorofilas, NAD(P)H, e outras mais, ou entdo
compostos que tém a propriedade de se ligarem a corantes fluorescentes, permitindo a
diferenciacdo de subpopulagdes. Os citdmetros mais sofisticados podem possuir até 16
detectores em simultdneo, o que permite analisar multiplas possibilidades de caracteristicas

celulares. [12, 13]
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Uma das grandes vantagens da citometria de fluxo, é conseguir diferenciar a viabilidade
de uma célula individual através de um corante fluorescente, o iodeto de propidio (PI). Este
corante consegue atravessar a membrana citoplasmatica de células, em que a membrana j3
estd despolarizada e aberta, isto é permeabilizada, ligando-se ao seu ADN, provocando assim a
fluorescéncia. Deste modo conseguimos distinguir com facilidade as duas subpopulacées de
uma determinada populacdo, uma vez que as células ndo vidveis, que estdo coradas, vao emitir
fluorescéncia de cor vermelha, enquanto as células viaveis ndo emitem qualquer fluorescéncia.
Este método consegue oferecer uma grande precisdo na percentagem de células vidveis e ndo
vidveis, e é bastante importante e precioso no decorrer de experiencias laboratoriais em que o
conhecimento da viabilidade celular é crucial para o sucesso do ensaio. [12,13]

Outras das grandes vantagens, e bastante relevante para o trabalho em questdo, diz
respeito a capacidade de avaliar em tempo quase real o conteddo em lipidos de uma célula,
recorrendo também a um corante, de nome Vermelho do Nilo (Nile Red, NR). O NR é um
composto lipofilico que se liga aos lipidos celulares emitindo fluorescéncia vermelha e
amarela. A fluorescéncia vermelha é obtida da associacdo do NR aos lipidos polares,
essencialmente presentes na membrana citoplasmatica, ao mesmo tempo que a fluorescéncia
amarela é proveniente da associacdo do NR aos lipidos neutros, essencialmente de reservas
lipidicas intracelulares, por fim através de uma correlacao linear entre o teor de lipidos e a
fluorescéncia, consegue-se saber a quantidade de lipidos presentes nas células.

A grande vantagem de usar este método de citometria de fluxo, para determinagdo do
conteudo em lipidos, em relagdo aos métodos tradicionais ja existentes, como a Cromatografia
gasosa para acidos gordos [13], o método Bligh and Dyer [14], ou a extraccdo de soxhlet [15], é
gue a citometria é um método bastante répido e eficaz, que necessita de um pequeno volume
de amostra, ao contrario dos outros métodos que sdo bastante morosos e recorrem ao uso de
solventes organicos, além de que se consegue seguir a evolugdo dos lipidos intracelulares em
tempo quase real, levando a uma optimizagdo de todos os parametros essenciais para obter
mais e melhores lipidos, que posteriormente pode vir a oferecer mais e melhor biodiesel. [13,

16, 17]
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O objectivo deste trabalho, centra-se na simbiose de gases entre as culturas auto e
heterotroficas, que tém o intuito de melhorar o crescimento dos microrganismos, oferecendo-
Ihe ar enriquecido no componente essencial para o seu crescimento.

A simbiose entre as culturas auto e heterotréficas de Chlorella protothecoides, e
Rhodotorula glutinis, ocorrem no sentido de fornecimento de ar rico em CO, ao FBR, que
contem microalga autotréfica, proveniente do fermentador, com alga heterotréfica ou a
levedura, e no sentido inverso, isto é, no fornecimento de ar rico em O, ao fermentador, para
alimentar as algas heterotrdficas ou a levedura, provenientes da fotossintese das algas

autotroficas.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Microrganismos

A microalga usada neste estudo foi a estirpe 25 de Chlorella protothecoides, da UTEX
Collection (Texas University of Austin, USA). As culturas autotréficas sdo mantidas em meio
liguido MCV (composicdo do meio descrito no subcapitulo seguinte) e repicadas cada 3
semanas, tal como as culturas heterotréficas que sdo mantidas em meio MCS (composicdo do

meio descrito no subcapitulo seguinte).

A levedura Rhodotorula glutinis NCYC 1026 (Harrison 1927) foi adquirida na National
Collection of Yeast Culture, e mantida em rampas de meio YMAgar incubada na estufa a 37°C,

durante 3 dias e depois mantida no frio a 4°C.

2.2. Composicao dos meios

O cultivo autotréfico de Chlorella foi feito em meio inorganico completo (MCV) que
continha por litro: 1,25g KNOs; 1,25g KH,PO,; 1g MgS0,.7H,0; 0,11g CaCl,.H,0; 0,5g NaHCO;3;
0,1mg FeEDTA.3H,0; e 10ml de uma Solucdo de Elementos Traco com a seguinte composicdo
por litro: 222mg ZnS0,.7H20; 79mg CuS0,4.5H,0; 15mg Mo0s; 2,86g H3BO3; e MnCl,.4H,0. Os
compostos KH,PO, e NaHCO; tém de ser esterilizados a parte dos outros componentes do
meio. [18]

Para o cultivo heterotrofico de Chlorella protothecoides foi usado um meio organico
simples (MCS) que continha por litro: 10g Glucose; 2g de Extracto de levedura; e 3g de Sal do
mar Vermelho, Red Sea™. O pH foi ajustado a 7,2 com a adicdo de NaOH.

No ensaio inicial onde se estudou diferentes fontes de carbono no cultivo heterotréfico
de Chlorella protothecoides, foi usado o meio de cultivo standard [19] com a seguinte
composicao em sais: 0,7g KH,PO,; 0,3g K,HPO,; 0,3g MgS0,.H,0; 0,003g FeS0O,.7H,0; 0,1g
glicina; 1ml de uma Solugdo de Elementos-Trago, ja descrita anteriormente [18], e 10ug
Vitamina B1, esterilizada por filtragdo e adicionada no fim da esterilizagdo do restante meio, e
onde a fonte de carbono foi variando, mantendo sempre o mesmo nimero de moles em
carbono, nos seguintes compostos: 10g Glucose; 9,9g Lactose; 10,22g Glicerol; 13,66g Acetato
de Sddio; e 9,9g de Xilose.

Em reactor, foi usado o meio MCS, e de forma a prevenir contaminag¢des por bactérias
foi adicionada uma mistura de 3 antibiéticos (1 ml de antibiéticos por 1l de cultura), com a

seguinte composicdao por litro: 5mg Cloranfenicol; 62mg de Penicilina-G; e 100mg de
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Estreptomicina; e foi também adicionado um anti-espuma, polipropilenoglicol (PPG), numa
concentracdo de 200 pl por litro de cultura. A mistura de antibidticos e o anti-espuma ja foram
testados anteriormente e nao afectam o crescimento da microalga nem a densidade maxima

de biomassa [5].

O cultivo da levedura Rhodotorula glutinis, foi realizado em meio utilizado por Yoon e
Rhee para limita¢do de carbono (MYR), com a seguinte composicdo por litro: 0,134g CaCl,.H,0;
0,73g MgS0,; 2g NaH,P0,; 7g KH,PO,4; 0,5g Extracto de levedura; 1g (NH,),SO,4; e 10g glucose
[20]. No reactor foi adicionado anti-espuma, PPG, numa concentracao de 100 ul por litro de
cultura. Tal como no caso do cultivo heterotréfico de Chlorella protothecoides, o anti-espuma
ja foi testado anteriormente e ndo afecta o crescimento da levedura.

Todos os meios foram esterilizados em autoclave, durante 20 minutos a uma

temperatura de 120°C e 1 atm.

2.3. Estudo do crescimento de Chlorella protothecoides
heterotrofica em diversas fontes de carbono

Para estudar o crescimento de Chlorella protothecoides em diversas fontes de carbono
em cultivo heterotréfico, foram testadas as seguintes fontes de carbono: glucose, lactose,
acetato de sddio, glicerol e xilose.

Este ensaio foi realizados em erlenmayers de um litro, contendo cada um 400ml de cada
meio, sendo que estes ja foram esterilizados previamente em autoclave a 120°C e latm,
durante 20 minutos. Cada fonte de carbono foi realizada em duplicado. Procedeu-se a
inoculagdo, numa razdao de inoculagdo de 10%, isto é de 40ml, onde o pré indculo foi
preparado em meio MCS a partir de Chlorella protothecoides heterotréfica do banco de algas
heterotrofico, e mantida na incubadora Unitron (HT INFORS), durante 2,5 dias a 28°C e 150
rpm, no escuro.

O crescimento foi acompanhado durante 8 dias, onde os erlenmayers foram mantidos,
no escuro, na incubadora nas mesmas condi¢es do pré indculo. Diariamente foram recolhidas
amostras de 20ml de cultura para analisar o crescimento, medir o pH (Series inoLab (WTW)),
determinar o consumo de cada fonte de carbono e ainda observacdo microscépica para

verificar possiveis contaminagdes por outros microrganismos.
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2.4. Cultivo de Chlorella protothecoides

2.4.1. Autotroéfico
O fotobioreactor (FBR) usado para o cultivo autotréfico de Chlorella protothecoides,
esquematizado na Figura 2.1., é um FBR vertical alveolar, que suporta cerca de 2,7 litros de

suspensao celular de microalga.
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Figura 2.1.: Esquema de um fotobioreactor (FBR) vertical alveolar para o cultivo autotroéfico de microalgas.
(1) Suspensao celular; (2) Rotametro; (3) Entrada de ar comprimido; (4) Saida de ar; (5) Saida da amostra para
analise.

Na parte inferior do FBR faz-se a entrada de ar comprimido, que é controlada pelo
rotdmetro, as bolhas que surgem fazem agitar a suspensdo celular ndo deixando que haja
deposicado de células na parede do FBR.

Este FBR foi preenchido com 2,2 litros de meio MCV, e o restante volume preenchido
com 500ml de pré indculo. O pré inéculo é obtido em coluna de bolhas com 600ml de meio
MCV e cerca de 100ml de suspensdo de Chlorella protothecoides, retirada do banco de algas
autotroéfico, e é mantido a 28°C e na presenca de luz durante 4 dias, para se obter células em
fase exponencial de crescimento.

Diariamente foi registada a concentra¢do de oxigénio dissolvido e temperatura através
de um eléctrodo especifico (Oxi 197-S (WTW)), em apenas num dos FBR, e foram recolhidas
amostras de cerca de 20ml de volume para analisar o crescimento da cultura, medir o pH
(Series inoLab (WTW)), determinar o consumo de nitratos, e ainda para observacdo

microscépica, de modo a verificar o aspecto da cultura e possiveis contaminacoes.
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Além das andlises feitas a suspensdo celular foi também medida a composicdo da
corrente gasosa de entrada e saida do FBR, em CO, e O,, e respectivo caudal volumétrico de ar,
através de um analisador de gases (Servomex 1440).

O volume de liquido do FBR, que devido a evaporac¢ées vai diminuindo, foi mantido

constante adicionando agua destilada diariamente.

2.4.2. Heterotrofico
O crescimento heterotréfico de Chlorella protothecoides foi realizado num fermentador

Setric Genie Industriel (SGI Set 002) de 2 litros, esquematizado na Figura 2.2..

7

Figura 2.2.: Esquema de um fermentador para cultivo heterotroéfico de microalgas. (1) Suspensdo celular;
(2) Agitador; (3) Fonte de alimentacgao; (4) Rotametro para a entrada de ar comprimido; (5) Medidor de pH;
(6) Medidor de Oxigénio dissolvido; (7) Controlador; (8) Acido; (9) Base; (10) Saida de ar.

O fermentador para cultivo heterotrofico de Chlorella protothecoides, é um reactor
complexo com varias entradas a controlar. Seguindo a Figura 10, o fermentador possui uma
entrada de ar comprimido, estéril por um filtro de ar, que é controlada por um rotametro,
onde as bolhas de ar formadas vao ajudar na agitagdo da cultura; uma entrada de uma fonte
de alimentag¢do, uma vez que o ensaio a decorrer é em semi-continuo; e tem um controlador
que controla varios parametros dentro do fermentador.

O controlador, SGI Seteric Genie Industriel, estd ligado a um eléctrodo de oxigénio
dissolvido InPro 3030/325 (METTLER-TOLEDO, Suica), e a um eléctrodo de pH InPro 3030/225
(METTLER-TOLEDO, Suica), como o controlador estd programado para um set-point de pH,
consegue assim com o acido e a base controlar o pH da cultura a um pH desejado. Este
controlador controla ainda a temperatura dentro do fermentador, também através de um set-

point, e as rotagdes do agitador.
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Para comecar a fermentacdo, o fermentador foi devidamente lavado com acido acético
e agua destilada. Os elétrodos de O, dissolvido e pH devem ser ligados ao controlador e
deixados dentro de agua destilada durante, pelo menos, 6 horas até polarizarem, e sé depois
calibrados. O controlador foi configurado para os seguintes set-point: temperatura a 28°C, pH
a 7,2, rotacdes a 200 rpm e o caudal de ar de entrada de 50 I/h.

A parte foi preparado 1 litro de HCl 1M e 1 litro de NaOH 1M, e colocados em frasco
proprio, para o controlo do pH durante a fermentacdo. E como a fermentacdo é em semi-
continuo foi também necessdrio preparar 500 ml de uma fonte de alimenta¢do que consiste
em meio MCS concentrado 10 vezes.

Dentro do fermentador foi colocado 700ml de meio MCS, com o anti-espuma, todas as
ligacdes, entradas e saidas de ar e frascos de acido e base, foram feitas e isoladas com algodao
e papel de aluminio, todos os tubos de ligacdo foram fechados com pingas, mas deixou-se uma
abertura no topo do fermentador para equilibrar as pressdes, colocou-se tudo na autoclave, e
deixou-se esterilizar durante 30 minutos a 120°C e 1 atm.

Passado o tempo de esterilizacdo deixou-se arrefecer tudo até a temperatura ambiente,
com o tubo de saida de ar aberto e a entrada de ar com um pequeno caudal para que a
pressdo seja positiva dentro do fermentador. Assim que o fermentador ficou frio, adicionou-se
1 ml de solucdo de antibidticos, esterilizada por filtracdo, usando uma seringa com agulha
estéril. Em seguida procedeu-se a inoculagao, pelo mesmo método de seringa e agulha estéril,
numa razdo de inoculagdo de 10 % (volume), isto é 70ml. O pré inéculo foi preparado em meio
MCSa a partir de Chlorella protothecoides heterotréfica do banco de algas heterotrdficas, e
mantida na incubadora a 28°C e 150 rpm, no escuro, durante 3 dias para se obter células na
fase exponencial de crescimento.

Na fermentacgdo heterotrdfica de Chlorella protothecoides é essencial que a cultura ndo
apanhe luz, para fazer unicamente respiracdo e ndo fotossintese, assim, o reactor foi
completamente tapado com papel de aluminio.

Para além da monitorizagdo da cultura pelo controlador, onde podemos registar
diariamente as rota¢des do agitador, a temperatura, o pH e o oxigénio dissolvido, foi realizada
uma amostragem também didria, onde foi retirado da cultura uma amostra com cerca de 15ml
no inicio do ensaio, e quando a biomassa ficou mais concentrada apenas um volume de 5ml. A
amostra foi analisada em termos de crescimento da cultura, determinagdo do consumo de
glucose, observagdo microscépica, a 1000 vezes, que é bastante importante neste tipo de
fermentacdo, uma vez que é bastante propicia a contaminagbes com bactérias, e ainda
analisada por citometria de fluxo, para verificacdo da viabilidade celular e do conteddo em

lipidos.
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Além das anadlises feitas a suspensdo celular, foi também medida a composicdo da
corrente de gases a entrada e saida do fermentador, em 02 e CO2, e o respectivo caudal
volumérico de ar.

Quando a biomassa no fermentador atingiu a fase estacionaria, isto é, quando a glucose
se esgotou, iniciou-se a alimentacdo, através de uma estratégia escalonada, com um caudal

exponencial para manter a taxa de crescimento constante.

2.5. Cultivo de Rhodotorula glutinis

O cultivo de Rhodotorula glutinis foi realizado no mesmo fermentador do cultivo
heterotrofico de Chlorella protothecoides, o fermentador Setric Genie Industriel (SGI Set 002)
de 2 litros, esquematizado na Figura 2.2..

Comecgou-se a fermentacdo do mesmo modo que a de cultivo heterotréfico de Chlorella
protothecoides, e configurou-se o controlador para os seguintes set-points , temperatura a
30°C, pH a 5,5, rotacGes a 453 rpm e o caudal de ar de entrada de 78 I/h.

Tal como no cultivo anterior, foi preparado a parte 500ml de HCl 2M e 500m| de NaOH
2M, para o controlo do pH.

No fermentador foi colocado 1300ml| de meio MYR, com o anti-espuma, e de seguida
foram tomadas as mesmas medidas, que na fermenta¢do de Chlorella protothecoides, para
proceder a sua esterilizagao.

Apds o tempo de esterilizagdo, deixou-se arrefecer a temperatura ambiente, com o tubo
de saida de ar aberto e a entrada de ar com um pequeno caudal para que a pressdo seja
positiva no interior do fermentador.

Assim que estava frio, procedeu-se a inoculagdo, numa razdo de inoculagdo de 10%
(volume), isto é 130ml de pré inoculo, usando um baldo erlenmeyer com tubuladura inferior,
que se ligou ao fermentador. O pré indculo foi preparado a partir de cultura de 3 rampas com
meio YMAgar, que estiveram a incubar 3 dias a na estufa a 30°C, posteriormente a cultura
dessas 3 rampas foi transferida para 300 ml de meio de limitacdo de carbono, e foi a incubar
durante 24 horas a 30°C com agitacao de 120 rpm.

A amostragem foi feita de 2 em 2 horas em condi¢Ges de assepsia, onde se retirou um
volume de cultura de cerca de 12,5ml. Este volume de amostra serviu para analisar o
crescimento celular da cultura, determina¢do do consumo de aménia e de glucose, e ainda

analisar por citometria a viabilidade celular da cultura e o conteddo em lipidos.
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Tal como nos cultivos de Chlorella protothecoides, também foi medida a composi¢do da
corrente de gases a entrada e saida do fermentador, em 02 e CO2, e o respectivo caudal
volumétrico de ar, no mesmo analisador de gases.

Quando a biomassa atingiu a fase estacionaria, o consumo de glucose deu-se por

completo. Nestas condicdes deu-se como terminada a fermentacao.

2.6. Simbiose

De modo a estudar a simbiose entre as culturas auto e heterotréficas de Chlorella
protothecoides foram realizados dois ensaios essenciais, o primeiro deles onde a corrente
gasosa de saida do FBR é a corrente de entrada no fermentador, e um segundo onde a
corrente gasosa de saida do fermentador é a corrente de entrada no FBR.

As condig¢des de cultivo de ambas as culturas, auto e heterotréficas, sdo precisamente as
descritas anteriormente, mas é de realgar que no primeiro ensaio, que ocorreu no sentido
FBR->Fermentador, o FBR era um fotobioreactor vertical alveolar, ja existente no laboratdrio,
de menores dimensées, com apenas 2 alvéolos, tendo uma capacidade de 600ml de cultura,
gue operou de modo idéntico ao FBR descrito anteriormente, a excep¢ao do caudal de ar de
entrada que foi de 72 I/h.

No segundo ensaio, que ocorreu no sentido Fermentador ->FBR, ja foi utilizado o FBR
vertical alveolar descrito na sec¢do anterior, operando sempre nas mesmas condigoes.

Na simbiose entre as culturas autotréica de Chlorella protothecoides e heterotréfica de
Rhodotorula glutinis, foram também realizados dois ensaios, a semelhangca da simbiose
anterior, o primeiro onde a corrente de saida do FBR é a corrente de entrada do fermentador e
um segundo ensaio onde a corrente de saida do fermentador é a corrente de entrada do FBR.

Também nesta simbiose, ambos os ensaios ocorreram nas mesmas condi¢des descritas
nas secgles anteriores.

Esta foi a estratégia adoptada para demonstrar a simbiose, onde se optou por ensaios
com uma so ligacdo da corrente gasosa num dos sentidos, variando apenas a posi¢do dos

bioreactores por simplicidade de operacao
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2.7. Meétodos Analiticos

2.7.1. Analise do crescimento
O crescimento de Chlorella protothecoides, quer autotréfico, quer heterotrdéfico, foi
monitorizado diariamente, com medicdo da densidade éptica das culturas a 540nm, no
espetrofotéometro Thermo Spetronic génesis 20 (THERMO SCIENTIFIC, Estados Unidos), e
através da determinacao de peso seco, onde se filtrou um volume rigoroso de cultura entre 5 a
10ml de amostra em filtros de fibra de vidro, previamente tarados, e deixados na estufa a
100°C durante 24 horas, e onde o sobrenadante filtrado foi guardado no congelador para

posterior analise de nitratos e glucose. Ambas as medidas foram realizadas em duplicado.

O crescimento da Rhodotorula glutinis, foi monitorizado de 2 em 2 horas, com medicdo
da densidade éptica da cultura a 600nm, no espetrofotdmetro, e com a determinacao de peso
seco, onde se usou filtros de nitrocelulose de 0,2 um de poro, previamente tarados, para filtrar
rigorosamente 5 a 10 ml de cultura, onde de seguida foram deixados na estufa a 100°C
durante 24 horas, e onde o sobrenadante filtrado foi guardado no congelador para posterior
anadlise de amoénia e glucose. Também neste crescimento, ambas as medidas foram realizadas

em duplicado.

2.7.2. Determinacao da glucose
A glucose contida no meio, quer da cultura heterotroéfica de Chlorella protothecoides,
quer da cultura de Rhodotorula glutinis, foi analisada através do sobrenadante obtido da
filtragdo, para a determinagdo do peso seco, pelo método de DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico)
[21]. A medicdo da absorvancia foi efectuada a 550nm no espetrofotdmetro Thermo Spetronic
génesis 20 (THERMO SCIENTIFIC, Estados Unidos), em células de 1cm de percurso optico. Cada

amostra foi analisada em duplicado.

2.7.3. Determinacdo de nitratos
Para a determinagdo dos nitratos contidos no meio inorganico de cultivo de Chlorella
protothecoides, foi usado o método espetroscopico ultravioleta, através do sobrenadante
obtido da filtracdo para a determinacdo do peso seco. E de salientar que neste método sé se
pode usar agua Millipore, isto é, sem nitratos para que ndo haja interferéncia. A leitura da

absorvancia foi feita no espetrofotometro ultravioleta U-2000 Spetrophotometer (HITACHI),
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contra agua Millipore, em cuvetes de QS, quartzo silica, com 1cm de percurso 6ptico, nos

comprimentos de onda 220nm e 275nm [22].

2.7.4. Determinacido da amoénia
A quantidade de amdnia no meio de cultivo de Rhodotorula glutinis, foi determinada
através do sobrenadante obtido da filtracdo para a determinacdo do peso seco, pelo kit
Spectraquant Ammonium Cell Test (MERCK, Alemanha), onde a absorvancia foi medida a 690
nm no espectrofotémetro Thermo Spetronic génesis 20 (THERMO SCIENTIFIC, Estados Unidos),

em células de 1cm de percurso éptico.

2.7.5. Quantificacdo de lipidos e viabilidade celular

As analises de citometria de fluxo foram processadas pelo citdmetro de fluxo FACScan
(BD INSTRUMENTS, Bélgica).

A andlise de citometria a amostras de Chlorella protothecoides, tanto auto como
heterotrofica, seguem o mesmo procedimento.

Em primeiro lugar, as amostras devem ser sonicadas, em banho de ultrassons nao
destrutivos durante 10 segundos, em seguida a concentracdo de cada amostra é ajustada por
diluicdo com tampao PBS, para um volume de 1ml, de modo a que o numero de eventos por
segundo seja entre 250 a 300.

A percentagem de células mortas foi obtida através da fluorescéncia emitida pelas
células coradas com PI. A 1ml de amostra diluida com PBS, foram adicionados 5 ul de solucdo
stock de PI, com uma concentracdo de 2 mg/ml.

A analise do conteudo em lipidos foi conseguida através da fluorescéncia das células
efectuada pelo corante NR, na qual foram adicionados 20ul de solucdo NR em 1ml de amostra

diluida com PBS, agitada vigorosamente e incubada durante 2 minutos a 37°C

A andlise de citometria das amostras de Rhodotorula glutinis foram processadas de
maneira igual as amostras de Chlorella protothecoides, a excepgao do nimero de eventos por
segundo, que nesta levedura é entre 800 e 1000, e o tempo de incubagdao da amostra com

corante NR é de 30 segundos, em vez de 2 minutos [11].
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3. Resultados e Discussao

3.1. Estudo de Chlorella protothecoides heterotrofica em meio com
diferentes fontes de carbono organico

O ensaio do estudo do crescimento de Chlorella protothecoides em meio com diferentes
fontes de carbono foi realizado de modo a se perceber qual seria a melhor fonte de carbono
onde esta microalga, Chlorella protothecoides, conseguiria atingir melhores resultados tanto
no seu crescimento como na sua produtividade.

Na figura seguinte, Figura 3.1., estd representado o crescimento de Chlorella

protothecoides sob condi¢des heterotréficas em meio com diferentes fontes de carbono.
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Figura 3.1.: Grafico esquematico do crescimento de Chlorella protothecoides em erlenmayers agitados, em 5
fontes de carbono diferentes, glucose, lactose, glicerol, acetato e xilose.

Como se pode observar pela figura 3.1., o crescimento nao foi bem sucedido para vdrias
fontes de carbono. Os parametros de crescimento calculados foram muito diferentes. Neste
ensaio para compara¢do de fonte de carbono, foram calculados as taxas de crescimento
(ANEXO 1), a biomassa maxima atingida, a produtividade maxima em biomassa (ANEXO 2), o
rendimento de biomassa em relacdo ao substrato (ANEXO 3), para o meio MCS e Standard, e
ainda calculado a taxa volumétrica de consumo de glucose (ANEXO 4) para os mesmos dois

meios. A tabela seguinte, Tabela 3.1., mostra-nos os pardmetros calculados para este ensaio,
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Tabela 3.1.: Parametros de crescimento no ensaio das diferentes fontes de carbono testadas.

K Xmax meax Yx/s Felu
(h) (g/1) (g.I%dY) g/g) (elid?)

mcs 0,037 3,74 1,54 0,31 3,36

Standard | 0,032 3,56 0,69 0,28 1,92
Acetato 0,020 2,60 044 e T
Glicerol = 0,015 0,99 022 e T
Lactose 0,006 0,61 018 e T
Xilose 0,006 0,36 0,05 e T

Comecando por analisar as taxas de crescimento, verificamos que o melhor crescimento
foi no meio MCS, seguido pelo meio Standard, ou seja os dois meios com glucose, depois o
Acetato e o Glicerol, que apresentam taxas de crescimento intermédias, e por fim a Lactose e a
Xilose que ndo apresentam praticamente nenhum crescimento.

A biomassa mdxima atingida e a produtividade maxima em biomassa, coincidem com as
taxas de crescimento, sendo que a biomassa mais elevada atingida nos seis ensaios foi de 3,73
g/| e a produtividade maxima atingida em biomassa também nos seis ensaios foi de 1,54 g/l.d,
ambos no meio MCS, seguindo-se o meio Standard com 3,57 g/l e 0,69 g/l.d, em biomassa
maxima e produtividade maxima em biomassa, respectivamente.

Nos meios de Acetato e Glicerol, a alga mostra-nos parametros sempre mais baixos. Isto
pode dever-se ao facto de alga ndo estar adaptada a este tipo de fontes de carbono, isto é,
como a alga é repicada e mantida no banco de algas sempre em meio MCS estd adaptada a
este meio, e dai 0 seu crescimento ser o que apresenta melhores resultados, quando passa
para uma nova fonte de carbono estranha, leva algum tempo de adaptacdo, o que se pode
reflectir numa curva de crescimento muito linear, como é mostrado na figura 3.1.

Ja nos meios de Lactose e Xilose, a alga revela uma incapacidade de reproducdo, que se
pode dever, ou a uma fase de adaptacdo a este tipo de fontes de carbono mais alargada, como
nos dois casos anteriores, ou mesmo ainda devido a falta de enzimas especificas, que
degradem estas fontes de carbono [8].

Neste ultimos quatro meios, Acetato, Glicerol, Lactose e Xilose, é ainda de referir que o
crescimento pode nao ter sido bem sucedido devido a um excesso de fonte de carbono, uma
vez que a alga ndo estava adaptada a este tipo de meio, nomeadamente o Acetato e o Glicerol
que podem ser consumidos por algumas espécies de algas, mas se estiverem em baixas

concentragdes [8].
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No entanto, durante o ensaio também foram medidos os valores de pH, apresentados na
Figura 3.2., que também pode ser um parametro importante no crescimento da microalga.

== MCS
== Standard
== actose

=>¢=Glicerol
== Acetato
=@=Xilose

3 T T T T 1
0 50 100 150 200

Tempo (h)

Figura 3.2.:Grafico esquematico da variagdo do pH ao longo do tempo, nos meios com diferentes fontes de
carbono.

Como pode ser observado pela figura anterior, a maioria dos meios mantém o pH mais
ou menos constante ao longo de todo o ensaio, cerca de pH 6,5, com excep¢do do meio com
Acetato e do meio MCS.

Quanto ao meio com Acetato, o pH deste vai ficando alcalino com o crescimento de
biomassa, o que pode ser a causa pela qual a curva de crescimento é tipica de uma inibicdo,
uma vez que a alga pode estar a ser inibida pelo excesso de alcalinidade do meio, levando a
um crescimento mais lento.

Pelo contrario, no meio MCS o pH vai ficando acido com o crescimento de biomassa,
sendo visivel uma pequena subida de pH quando o crescimento atinge a fase estacionaria. Este
perfil de pH pode indicar que, o crescimento foi bem sucedido, apesar do pH éptimo de
crescimento de Chlorella protothecoides ser 7,2.

Para além do controlo do pH, a amostra recolhida diariamente serviu também para
analisar a quantidade de agucar consumido, mas apenas se verificou no caso da glucose, no
meio MCS e no meio Standard, uma vez que as culturas de Lactose e Xilose ndo obtiveram um
bom crescimento. Para os meios com Acetato e Glicerol, o consumo de substrato devia ter sido
feito através do método TOC, Total Organic Carbon, mas uma vez que, tal como nos dois casos
anteriores, ndo houve um bom crescimento, esta fonte de carbono deixou de ter interesse e
por isso ja ndo se foi verificar o consumo destes dois substrato.

Na figura 3.3., esta representado o consumo de glucose ao longo do tempo, nos meios

MCS e Standard,
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Figura 3.3.: Grafico esquematico da variagao da concentragao de glucose no meio MCS e meio Standard ao longo
do tempo, no ensaio das fontes de carbono

Como se pode verificar pela observagdo da figura anterior, a taxa volumétrica de
consumo de glucose é maior no meio MCS do que no meio Standard, 3,36 g.I*.d* e 1,92 g.I'".d"
1, respectivamente.

Além disso o rendimento de biomassa em relacdo ao substrato, também é maior no
meio MCS do que no meio Standard, 0,31 g biomassa/g glucose e 0,28 g biomassa/g glucose,
respectivamente, o que seria de esperar uma vez que no meio MCS foi atingida mais biomassa
no fim do ensaio, e com a mesma quantidade de glucose inicial.

Pode entdo concluir-se que o melhor meio de crescimento heterotréfico de Chlorella
protothecoides é o meio MCS, um meio onde se obtém os melhores parametros de
crescimento e de produtividade, e que por ser um meio simples faz com que os custos de
producdo sejam mais baixos, apresentando assim mais uma vantagem a nivel de
sustentabilidade. No entanto ndo é de se excluir as outras fontes de carbono, uma vez que tém

potencial para tal.
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3.2. Estudo da simbiose por troca gasosa entre Chlorella
protothecoides autotrofica e heterotrofica

Uma vez que a melhor e mais rentdvel fonte de carbono estava testada, meio MCS,
iniciou-se entdo o estudo da simbiose por troca gasosa entre Chlorella protothecoides auto e
heterotrofica, de modo a obter ainda melhores resultados.

Foram realizados dois ensaios, o primeiro onde a corrente gasosa de saida do FBR é a
corrente de entrada no fermentador, e o segundo onde a corrente gasosa de saida do

fermentador é a corrente de entrada no FBR.

3.2.1. FBR ->Fermentador

O primeiro ensaio que ocorre no sentido de fornecimento de ar rico em O,, proveniente
do FBR, para o fermentador, foi realizado nas condi¢cbes que sdo descritas nos materiais e
métodos, excepto que as dimensdes do FBR utilizado foram mais reduzidas, neste caso com
apenas 2 alvéolos e capacidade de 600ml de cultura, sendo por isso que o caudal de ar de
entrada foi de 72 I/h e a temperatura média do ensaio de 22°C. A figura seguinte, Figura 3.4,
representa a evolucdo dos parametros medidos ao longo do desenvolvimento de Chlorella

protothecoides autotréfica, em meio inorganico:
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Figura 3.4.: Evolugdo dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigGes autotroficas.
Ao longo do tempo (h) de cultura estdo representados: (A) Concentragdo da biomassa, g/l; (B) Variagio da
percentagem de oxigénio dissolvido no meio; (C) Variacdo da percentagem de O,; (D) Variagdao da percentagem
de CO,.

O ensaio teve a duracdo de cerca de 8 dias (188 horas), e foi realizado em semi-
continuo, onde as 164 horas foi retirado um volume de 150 ml de cultura do FBR, e reposto
com meio MCV concentrado duas vezes, de modo a repor os niveis de nitratos no meio, no
entanto neste ensaio ndo temos analise ao consumo de nitratos.

O crescimento foi bem sucedido, onde se conseguiu atingir um maximo de 1,8 g/l de
biomassa, como se pode observar pelo grafico (A) da Figura 3.4.. Este valor de biomassa est3
muito préximo do atingido por Carla Santos e Alberto Reis [5], 2 g/I, numa coluna de bolhas de
900 ml de volume.

Pela observagdo do grafico (A) da Figura 3.4., podemos ainda diferenciar uma fase de
laténcia muito curta, de apenas 20 a 30 horas, o que demonstra que apesar de o ensaio ter
comegado com uma densidade celular baixa, 0,138 g/|, a alga teve uma boa adaptacio ao FBR,
comecando logo a crescer a uma boa velocidade, o que significa que, em especial, a
intensidade luminosa e o caudal de ar de entrada eram os adequados.

A taxa de crescimento (p) obtida foi de 0,028h™, o que demonstra ser uma taxa baixa
para este tipo de reactor, uma vez que ja se conseguiu atingir taxas de crescimento de 0,037h™
em colunas de bolhas [5]. Uma vez que estamos perante um fotobioreactor vertical alveolar,
seria de esperar que a taxa de crescimento fosse superior a taxa obtida em colunas de bolhas,
pois este reactor tem uma melhor agitacdo com bolhas de menor dimensao, que proporciona
uma melhor transferéncia de massa.

A variacdo de produtividade de biomassa (P,) também foi calculada para este ensaio
apresentando produtividades crescentes até um maximo de 0,31 g/l.d, atingido em plena fase
exponencial, comec¢ando depois a decrescer lentamente.

Quanto ao grafico (B) da Figura 3.4, este representa o contetido de oxigénio dissolvido

no meio, onde podemos observar pequenas variagdes ao longo do tempo. Apesar de
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apresentar uma ligeira variacdo, e ndao apenas um aumento gradual, consequente do aumento
da biomassa. Os valores de oxigénio estdo sempre acima do valor de saturagdo de oxigénio
dissolvido em agua a temperatura de 25°C, que é de 8,46 mg/| [23], o que mostra que houve
um aumento de oxigénio devido ao crescimento de biomassa microalgal, atingindo o seu
maximo as 164 horas, de 129% da saturacdo do oxigénio em agua.

De seguida, esta producdao de oxigénio diminui, devido ao facto das células se
encontrarem em fase estaciondria, até que volta a ter uma ligeira subida quando se retira
cultura e adiciona meio fresco, repondo os nutrientes no meio, fazendo com que haja novo
crescimento celular e mais producdo de oxigénio.

Os graficos (C) e (D), da Figura 3.4, dizem respeito a variacdo de O, e CO,, na corrente
gasosa. A variacdo de oxigénio esta de acordo com o grafico (B), que vai aumentado ao longo
do tempo, uma vez que a densidade celular também aumenta, atingindo o seu valor maximo
de 0,5%.

Quanto a variacdo de CO,, este tem um comportamento inesperado uma vez que
comeca com um consumo mais elevado na fase de laténcia do que na fase exponencial, o que
ndo é de esperar, uma vez que o maximo consumo da fonte de carbono deve ser durante a
fase de maior crescimento, fase exponencial. Quando atinge a fase estacionaria deixa de
consumir, o que é normal, e quando se inicia o regime semi-continuo volta a consumir

novamente o CO,, até um méaximo de 0,03%.

O crescimento heterotrofico de Chlorella protothecoides, no fermentador, que recebeu
ar rico em oxigénio, vindo da corrente de saida do FBR descrito anteriormente, estd
representado na Figura 3.5 onde também esta representada a evolucdo de varios parametros

medidos ao longo de todo o ensaio,
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Figura 3.5.: Evolugdo dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condicGes
heterotréficas. Ao longo do tempo (h) de cultura estdo representados: (A) Concentragdo da biomassa, g/l; (B)
Variagdo da percentagem de oxigénio dissolvido no meio (linha azul), e variagdo das rotagées, rpm, (linha
vermelha); (C) Variagdo da percentagem de O,; (D) Variagdo da percentagem de CO,.

Tal como no FBR, o ensaio teve a duracdo de 8 dias, onde o controlador ligado ao
fermentador, monitorizou as rotagdes a 300 rpm, a temperatura a 28°C, o pH a 7,2, e ainda a
concentragao de oxigénio dissolvido no meio de cultura, e onde o caudal de ar de entrada foi a
corrente de saida do FBR.

O crescimento foi realizado em descontinuo seguido de semi-continuo, onde foi
adicionado 20 ml de fonte de alimentagdo de meio MCS concentrado dez vezes, todos os dias
a partir do terceiro dia, ou seja, assim que atingiu a fase estacionaria.

O crescimento foi bem sucedido, atingindo uma concentragcdo maxima de biomassa de
6,9 g/l, o que é um valor aprecidvel para este tipo de reactor, uma vez que Carla Santos e
Alberto Reis [5] atingiram 7 g/l em coluna de bolhas com 900ml, em simbiose com alga
autotréfica também em coluna de bolhas.

Pela observacdo do grafico (A) da Figura 3.5, pode-se constatar que ndo houve fase de
laténcia, o que nos mostra que as células vindas do pré indculo se adaptaram bem ao
fermentador, crescendo de uma forma saudavel, apesar de o ensaio ter come¢ado com uma

densidade celular baixa, de 0,5 g/I.

32



A taxa de crescimento (p) aqui obtida foi de 0,020 h™, que demonstra ser baixa
comparada com o artigo anteriormente referido [5], que nos mostra um taxa de 0,0278 h™
para um crescimento heterotréfico de Chlorella protothecoides em colunas de borbulhamento
a receber ar rico em O, vindo do crescimento da mesma alga cultivada de modo autotrodfico,
além de que o crescimento no tipo de reactor utilizado no presente trabalho (FBR alveolar
plano) seria de esperar que alcangasse melhores resultados, uma vez que o seu design oferece
muito melhores condi¢des de crescimento ao providenciar melhor aproveitamento de
radiacdo, melhor mistura e, em consequéncia, menores gradientes e melhor transferéncia de
massa de gases.

E ainda a produtividade maxima em biomassa foi de 0,49 g/l.d, o que, mais uma vez, é
um valor muito baixo para uma alga que estd em simbiose a receber ar rico em O,.

O grafico (B) mostra-nos a variagcdo de oxigénio dissolvido no meio, que a medida que a
densidade celular ia aumentando o oxigénio dissolvido ia diminuindo. Como se pode observar
pelos valores do grafico, o oxigénio nunca esteve muito acima da saturacao do meio, o que nos
indica que o FBR ndo estava a produzir tanto oxigénio como era esperado. E devido ao
consumo dentro do fermentador, de modo a que o oxigénio disponivel ndo estivesse abaixo
dos 40%, as rotacdes de agitacdo do meio tiveram de ser aumentadas, como mostra a linha
vermelha do grafico, assim, sempre que as rotacdes eram aumentadas o oxigénio disponivel
no meio aumentava também favorecendo o crescimento celular.

Os graficos (C) e (D), da mesma figura, ddo-nos informacgao sobre a variacdo de gases, O,
e CO,, dentro do fermentador. O consumo de oxigénio acompanha o crescimento celular. E o
aumento de CO, corrobora com o crescimento celular e a dimunuicdo de oxigénio, uma vez
que a producdo de CO, é maior quanto maior é o consumo de oxigénio e consequentemente
guanto maior é o crescimento celular.

Com estes dados apresentados e utilizando o artigo ja referido [5] como controlo,
podemos afirmar que a simbiose no sentido de fornecimento de ar rico em O, proveniente do
FBR ao fermentador, FBR -> Fermentador, e nestas condi¢bes, ndo foi muito favoravel para um
melhor crescimento da alga Chlorella protothecoides heterotréfica, mostrando que ndo houve

efeito positivo quer na taxa de crescimento, quer na produtividade em biomassa.
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3.2.2. Fermentador -> FBR

O segundo ensaio realizado com simbiose entre a mesma espécie de Chlorella
protothecoides, mas cultivada autotréficamente e heterotréficamente, é realizado no sentido
de fornecimento de ar rico em CO, proveniente do fermentador, ao FBR, com capacidade para
2,7 | de cultura. Neste ensaio aumentou-se a concentracdo de glucose no meio para 50 g/l e de
extracto de levedura para 5g/l e sal do Mar para 1g/| de modo a melhorar o crescimento
heterotroéfico.

A figura seguinte, Figura 3.6, representa a evolugao dos parametros medidos ao longo
do desenvolvimento de Chlorella protothecoides heterotréfica, em meio organico, MCS com

50g/1 de glucose, no fermentador:
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Figura 3.6.: Evolugdo dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigGes
heterotréficas. Ao longo do tempo (h) de cultura estdo representados: (A) Concentracdo da biomassa, g/l; (B)
Variacdo da percentagem de oxigénio dissolvido no meio; (C) Concentragdo de glucose, g/l; (D) Percentagem de
células mortas); (E) Concentragdo de lipidos, g/l; (F) Variagdo da percentagem de CO,; (G) Variagdo da
percentagem de O,.

Este ensaio teve a duracdo de aproximadamente 16 dias, onde também foi realizado um
controlo em erlemayer do cultivo heterotréfico de Chlorella protothecoides, em meio MCS
com a mesma composi¢ao que o meio do fermentador, inoculado a partir do mesmo pré-
inéculo.

Na figura seguinte, Figura 3.7., estdo representados alguns parametros monitorizados ao

longo do crescimento heterotréfico em erlenmayer, operando em descontinuo,
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Figura 3.7.: Evolugdo dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigcGes
heterotréficas, em operagdo descontinua em erlenmayer. Ao longo do tempo (h) de cultura estdo representados:
(A) Concentragdo da biomassa, g/l; (B) Varia¢do do pH; (C) Percentagem de células mortas; (D) Concentragio de
lipidos, g/I.
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De modo a ser mais facil a comparacao dos dois reactores, do fermentador com o controlo em
erlenmayer, estd representado na tabela seguinte os parametros chave,

Tabela 3.4.: Parametros de crescimento de Chlorella protothecoides, em meio organico, em dois tipos de reactor,
fermentador e erlenmayer.

K Xmax PXmax Lipmax PIip.max

(h?) (g/1) (g/1.d) (% p/p) (g/1.d)

Fermentador 0,021 7,6 2,17 26,5 0,091
Controlo 0,015 6,3 0,86 17.4 0,081

(erlenmayer)

Comecando por analisar o crescimento no fermentador, este foi realizado em
descontinuo seguido de regime semi-continuo, onde foi adicionado volumes de 10 e 20 ml de
fonte de alimentacdo de meio MCS concentrado dez vezes, a partir do quinto dia, ou seja
guando comecou a atingir a fase estacionaria.

O crescimento foi bem sucedido, onde a biomassa maxima atingida foi de 7,2 g/I, o que
foi positivo em relagdo ao controlo, uma vez que este sé atingiu 6,3 g/l, e ainda bastante
positivo em relacdo a fermentacdo em simbiose apresentada anteriormente.

Pela observacdo do grafico (A), da Figura 3.6, podemos verificar que ndo houve fase de
laténcia o que nos mostra que a alga se adaptou bem ao fermentador, seguindo-se uma fase
exponencial com um taxa de crescimento de 0,021 h gue é bastante favordvel em relagdo ao
controlo, cuja taxa de crescimento é 0,015 h mostrando uma vantagem significativa na
utilizacdo de fermentador para cultivo heterotrdéfico, além de que a produtividade méxima em
biomassa também é bastante mais significativa em fermentador, 2,17 g/l.d, do que em
erlenmayer, 0,86 g/l.d.

O gréfico (B) da figura 3.6. da nos indicacdo do oxigénio dissolvido no meio, que vai
diminuido com o aumento da densidade celular dentro do fermentador, e assim que esta
atinge a fase estacionaria o oxigénio aumenta até niveis de saturagdo uma vez que ja ndo esta
a haver consumo porque também ja nao esta haver crescimento celular.

No gréfico (C) da figura 3.6, esta representada a concentracdo de glucose no meio, que
inicialmente diminui devido ao crescimento exponencial da microalga ate as 100 horas, e a
partir do momento em que adicionamos a fonte de alimentac¢do o crescimento da micralga
nao é significativo, ndo havendo consumo de glucose, e esta vai-se acumulando, como se pode
verificar no gréafico. Como a adi¢do de glucose ao longo do tempo foi excessiva, excedendo os
50 g/l e até chegando a atingir 100 g/I, pode levar a uma inibicdo do crescimento por excesso
de substrato. Segundo Xian-Ming Shi [24] niveis de glucose a ordem dos 80 g/l inibem a taxa

de crescimento desta alga.
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A partir das 200 horas o crescimento atinge a fase estaciondaria, havendo ainda
disponivel no meio oxigénio e glucose, para além dos outros nutrientes do meio de cultura, e
portanto existe um outro factor limitante do crescimento nado identificado.

No caso do controlo, isto ndo acontece uma vez que ndo hd adicdo de substrato no
meio, e como se pode observar pelo grafico (B) da Figura 3.7., a glucose vai diminuindo com o
aumento da densidade celular, atingindo a fase estaciondria com glucose ainda no meio, o que
nos indica que houve falta de outro nutriente no meio, e o que é refor¢cado com o facto do
meio de cultura ser simples.

Analisando agora as células mortas dos dois reactores observamos que no fermentador
estas se vdao mantendo mais ou menos constantes num valor n3o significativo, ou seja muito
baixo, em media 2%, grafico (D) Figura 3.6., enquanto no controlo em erlenmayer a
percentagem de células mortas é maior, aumentando gradualmente com o tempo, mas num
valor também muito baixo e nao significativo de cerca de 3 a 4%, grafico (C) Figura 3.7, mas
gue nos indica mais uma vantagem do cultivo em fermentador.

Quanto aos lipidos produzidos, representados no grafico (E) da Figura 3.6. para o
fermentador, e no grafico (D) da Figura 3.7. para o controlo em erlenmayer, determinados por
citometria onde a fluorescéncia foi convertida em lipidos através de uma correlacdo feita
anteriormente, de resultados ndo publicados obtidos no laboratério LNEG (ANEXO 5), ambos
tém o mesmo perfil crescente ao longo do tempo e com o aumento da biomassa, mas no
fermentador é alcangado 26,5% de lipidos enquanto no controlo em erlenmayer sdo atingidos
apenas 17,4%, sendo que também a produtividade mdaxima em lipidos (ANEXO 6) é mais
elevada no fermentador, 0,091 g/l.d, do que no controlo em erlenmayer 0,081 g/1.d, o que nos
oferece mais uma vantagem no cultivo em fermentador, nomeadamente para a producdo de
biodiesel, uma vez que se consegue alcancar um teor de lipidos mais elevado.

Os grafico (F) e (G) da Figura 3.6 dizem respeito a variacdo de gases, O, e CO,. A variacdo
de O, foi realizado de modo esperado, onde conseguimos ver pelo gréfico (F) que quando
temos produc¢do de biomassa dentro do fermentador hd uma diminuigdo do O,, e quando as
células entram em fase estaciondrio o consumo diminui.

A variacdao de CO, é bastante importante neste ensaio, pois queremos produzir CO,,
para injectar na corrente gasosa do FBR de modo a que este tenha mais fonte de carbono
proporcionando um maior crescimento da microalga.

Sendo assim, observando o grafico (G) verificamos que ha na realidade um aumento de
CO, significativo, mais acentuada no inicio do ensaio, que é quando temos mais produtividade

em biomassa, que depois decresce quando a biomassa atinge o estado estacionario, sendo que
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tem uma média de produgdo de CO, de 0,08%, o que representa um aumento de 100% acima

do valor da composi¢cdo em CO, do ar comprimido que é de apenas, em média, 0,04%.

Sendo que houve uma producdo de CO2, por parte do fermentador, o ar que foi
introduzido no FBR estava na realidade mais rico em CO2, assim o crescimento autotrdéfico de

Chlorella protothecoides que se encontrava nesse FBR, estd representado na figura seguinte,

Figura 3.8,,
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Figura 3.8.: Evolugao dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigbes autotréficas,
em operagao descontinua seguida de semi-continua, a receber ar rico em CO, proveniente da fermentagao de
Chlorella protothecoides heterotréfica. Ao longo do tempo (h) de cultura estido representados: (A) Concentragao
da biomassa, g/l; (B) Variacdo da percentagem de O,; (C) Variagdo da percentagem de CO,.

O ensaio teve o mesmo tempo de duracdo que o do fermentador, aproximadamente 16
dias, onde, tal como no fermentador, foi realizado um controlo, noutro FBR igual e a operar
nas mesmas condi¢Ges, com a diferenca que a corrente gasosa de entrada era unicamente ar
comprimido, de modo a podemos comparar os resultados dos dois FBR. Na figura seguinte,
Figura 3.9, estdo representados os parametros monitorizados ao longo do crescimento

autotrofico, no FBR controlo,
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Figura 3.9.: Evolug¢ao dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigbes autotréficas,
em operagao descontinua seguida de semi-continua, sendo o controlo do FBR em simbiose anterior. Ao longo do
tempo (h) de cultura estdo representados: (A) Concentragdo da biomassa, g/l; (B) Variacdo de percentagem de
0,; (C) Variagdo da percentagem de CO,.

Tal como no caso do crescimento heterotréfico, para ser mais facil a comparacdo dos
dois Fotobioreactores, o simbidtico e o controlo, estd representado na tabela seguinte os
parametros chave:

Tabela 3.3.: Parametros de crescimento de Chlorella protothecoides, em meio inorganico, em dois FBR, um FBR
simbidtico e um controlo.

H11 ”21 Xmax PXmax
(h?) (h?) g/l (9/1.d)
FBR-
. 0,0078 0,0096 1,465 0,340
simbidtico
FBR- 0,0255 0,0151 1,983 0,647
controlo

Comecando por comparar as curvas de crescimento dos graficos (A) das Figuras 3.8. e
3.9., reparamos que em ambas, ao terceiro dia, se verifica uma pequena dilui¢do da cultura
que se deve a reposi¢cdo do volume de cultura, com agua destilada, que evaporou devido a
temperatura do laboratério.

De seguida ao oitavo dia ha uma grande diluicido em ambas as culturas, uma vez que a
cultura, que estava em simbiose com o fermentador floculou. Assim teve de se dividir a cultura
do controlo e repor o restante volume com meio fresco MCV, de modo a que continuasse o

ensaio, e os dois FBR fossem comparaveis. Deste modo a partir desse ponto os dois FBR
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iniciaram um novo crescimento com uma nova taxa de crescimento partindo da mesma
densidade celular.

Sendo assim temos duas taxas de crescimento distintas, a primeira no FBR em simbiose
foi de 0,0078 h™, enquanto no controlo foi de 0,026 h™, a segunda taxa de crescimento no FBR
em simbiose foi de 0,0096 h™ e no controlo de 0,015 h™’. Estas taxas de crescimento n3o esto
em coeréncia, uma vez que no FBR em simbiose a taxa de crescimento devia ter sido mais
elevada que no controlo porque estava a receber ar rico em CO, tendo mais fonte de carbono
disponivel. A biomassa maxima atingida e a produtividade em biomassa sdo ambas mais
elevadas no controlo, 1,98 g/l e 0,65 g/I.d, respectivamente, que no FBR em simbiose, 1,47 g/l
e 0,34 g/l.d.

Uma justificacdo provavel para tal ter acontecido, foi o facto de em ensaios posteriores
se ter descoberto que o eléctrodo de oxigénio poderia estar a verter electrdlito para o meio,
um electrdlito téxico para uma alga sensivel como a Chlorella prothecoides, e por esse facto a
alga ter floculado. Outro facto que corrobora com esta afirmacao, é que na segunda parte do
ensaio, o FBR que tinha o eléctrodo era o controlo, o que fez com que a taxa de crescimento
fosse mais baixa, de 0,0255 h™ passou para 0,0151 h™, mas mesmo assim foi mais elevada que
no FBR em simbiose porque este pode nao ter sido bem lavado e continuar contaminado com
o electrélito toxico.

Apesar do crescimento no FBR em simbiose ndo ter sido o melhor, a variagdo de gases a
saida do bioreactor, nos graficos (B) e (C) da Figura 3.8., revelam ser muito maiores em relagdo
ao controlo, graficos (B) e (C) da Figura 3.9.. Embora apresentem ambos o mesmo perfil em
relacdo a biomassa, maior diminucdo de CO, e maior aumento de O, quando as células se
encontram em fase exponencial, e estabilizacdo desses valores na fase estacionaria, em média
o FBR simbidtico consumiu 0,05 % de CO, face aos apenas 0,03% no FBR controlo, o mesmo se
verifica na producdo de O, onde o FBR simbiético produziu em média 0,4% de O, enquanto o
FBR controlo produziu apenas 0,13%. Estes valores mais baixos no FBR controlo podem dever-
se ainda a uma inibigdo pelo aumento do pH no meio de cultura, o que ndo ocorreu no FBR em
simbiose uma vez que este, tendo uma maior percentagem de CO, no meio, ndo deixa que pH
aumente.

Apesar deste consumo e producdo de gases, o crescimento autotréfico ndo foi
melhorado provavelmente devido a contaminagdo com o eletrélito téxico do eléctrodo de
oxigénio. Num trabalho futuro poderia ser realizado mais uma vez este ensaio, nas mesmas

condigBes, mas certificando que o eléctrodo estd em boas condigdes.
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3.3. Estudo da simbiose por troca gasosa entre Clorella
protothecoides autotrofica e Rhodotorula glutinis
heterotrofica

Uma vez que a simbiose entre Chlorella prothecoides auto e heterotréfica ndo foi bem
sucedida devido a falhas técnicas, optou-se por intensificar a produ¢ao de CO, usando uma
levedura. Estudou-se entdo a simbiose de troca gasosa entre a mesma espécie de alga
autotrodfica e uma levedura, a Rhodotorula glutinis, também ela uma “single cell oil”, cultivada
heterotroficamente, com grande potencial para producdo de CO,.

Foram realizados dois ensaios, tal como no estudo anterior, o primeiro onde a corrente
gasosa de saida do FBR é a corrente de entrada no fermentador, de modo a alimentar a
levedura com ar rico em oxigénio, e o segundo onde a corrente gasosa de saida do
fermentador é a corrente de entrada no FBR, de modo a alimentar a alga autotréfica com ar

ricoem CO,.

3.3.1. FBR -> Fermentador
O primeiro ensaio ocorre no sentido de fornecimento de ar rico em O,, proveniente do
FBR, para o fermentador alimentando a levedura, que foi realizado no FBR de 2,7 | como
descrito na seccao de materiais e métodos, onde ndo houve controlo devido ao problema com
o eléctrodo de oxigénio, ja explicado anteriormente, sendo assim podemos assumir como
controlo, o FBR controlo usado no ensaio anterior.
A figura seguinte, Figura 3.10., representa a evolu¢do dos parametros medidos ao longo

do desenvolvimento de Chlorella protothecoides autotréfica, em meio inorganico:
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Figura 3.10.: Evolucdo dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigdes autotroficas.
Ao longo do tempo (h) de cultura estdo representados: (A) Concentragdo da biomassa, g/l; (B) Concentragdo de
Nitrato N-NO3, g/l; (C) Percentagem de células mortas; (D) Concentragio de lipidos, g/I.

Uma vez que a levedura tem um tempo de duplicacgdo muito maior que o da alga,
apresentando taxas de crescimento mais elevadas [11], o ensaio teve apenas a duragao de 15
horas, que é o tempo necessdrio para a levedura atingir a sua fase de maturagdo, fase
estacionaria, nas condi¢cOes descritas nos materiais e métodos para o cultivo desta levedura.

Como se pode observar no grafico (A) da Figura 3.10., o crescimento foi bem sucedido,
atingindo um maximo de biomassa de 1,1 g/l com uma taxa de crescimento de 0,015 h'euma
produtividade maxima em biomassa de 0,32 g/l.d, o que mostra estar em coeréncia com o
controlo do estudo anterior, apesar da produtividade em biomassa ser ligeiramente mais
baixa.

Observamos ainda que por volta das 10 horas hd um pequeno aumento da densidade
celular, devido a uma reposicdo do volume da cultura com meio fresco MCV, o que é
corroborado com o grafico (B) da mesma figura, que nos mostra a variagdo da concentragdo
dos nitratos ao longo do crescimento. Este tem um perfil de decréscimo devido ao consumo
por parte das microalgas com o decorrer do tempo, e que precisamente por volta das 10 horas
tem um ligeiro aumento devido a essa reposi¢do de volume com meio MCV, em vez de agua
destilada, que por ser uma reposicdo de um volume muito pequeno ndo houve diluicdo da
cultura e por isso se observa um aumento da densidade celular. Neste ensaio a taxa
volumétrica de consumo de nitratos (ryo3) (ANEXO 7) foi de 0,875mg/I.h, e o rendimento da
biomassa em relacdo a fonte de N (Yy,y) (ANEXO 8) foi de 0,0142 g biomassa/gN.

O grafico (C) da Figura 3.10. mostra a percentagem de células mortas ao longo do
ensaio, e como se pode observar a percentagem é sempre bastante baixa ndo ultrapassando
nunca os 2%, embora tenha valores mais elevados no final do ensaio, o que nos indica que,
uma vez que este FBR tinha o eléctrodo de oxigénio, as células podiam estar a comegar a

flocular, mas como o tempo do ensaio é curto tal ndo aconteceu.
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Quanto a composi¢cdo em lipidos, determinados por citometria, estes apresentam um
perfil relativamente constante ao longo do tempo atingindo 0,055 g/l quando a biomassa é
maxima, com uma produtividade maxima em lipidos de 0,1 g/l.h.

Neste ensaio optou-se por ndo medir a composicdo da corrente gasosa entre a simbiose,
isto é, na saida do FBR, para ndo causar nenhum tipo de stress na cultura que recebe a
corrente, neste caso é o fermentador com levedura, mas admitindo que a producdo de O, é

idéntica a do estudo anterior.

O crescimento heterotréfico de Rhodotorula glutinis, no fermentador, que recebeu ar
rico em oxigénio, vindo da corrente de saida do FBR, estd representado na Figura 3.11. onde

também esta representada a evolucdo de vdrios parametros medidos ao longo de todo o

ensaio,
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Figura 3.11.: Evolucdo dos parametros medidos na cultura de Rhodotorula glutinis em condigOes heterotrdficas, a
receber ar rico em O, proveniente do FBR. Ao longo do tempo (h) de cultura estdo representados: (A)
Concentracdo da biomassa, g/l; (B) Variagdo da percentagem de oxigénio dissolvido no meio; (C) Concentragio de
glucose, g/l; (D) Concentragdo de amodnia, mg/l; (E) Variagdo da percentagem de O,; (F ) Variagdo da percentagem
de CO,; (G) Percentagem de células mortas; (H) Concentragdo de lipidos, g/I.

O ensaio teve a duracdo de 15 horas, como ja foi referido, onde o controlador ligado ao
fermentador monitorizou as rotag¢Ges a 513 rpm, a temperatura a 30°C, o pH a 5,5, e ainda a
concentracao de oxigénio dissolvido no meio de cultura, e onde o caudal de ar de entrada foi a
corrente de saida do FBR descrito anteriormente.

O crescimento foi bem sucedido, atingindo uma concentracdo em biomassa de 5,7 g/I,
um valor bastante favoravel ao comparar com resultados obtidos por Raoni Andrade [11], que
consegui atingir apenas 4,5 g/l, mas com uma taxa de crescimento de 0,45 h™, muito mais
elevada que a taxa de crescimento alcancada neste ensaio, 0,29 h™. Tal facto pode ser
explicado por se ter usado uma agitagao mais baixa, 513 rpm em vez de 700 rpm, o que faz
com que a transferéncia de massa seja mais limitada, demorando mais tempo o crescimento, e
resultando também numa fase de laténcia mais alargada como se pode verificar no grafico (A)
da Figura 3.11.. Estes resultados ndo eram esperados uma vez que a levedura estava a receber
ar rico em oxigénio vindo do FBR.

O grafico (B) da Figura 3.11. da-nos informacdo do oxigénio dissolvido no meio, que
decresce enquanto ha aumento da densidade celular, comec¢ando a subir quando esta chega a
fase estacionaria.

O objectivo era fazer uma fermentagdo limitada pelo carbono, mas como podemos
observar pelos graficos (C) e (D) da Figura 3.11., que dizem respeito ao consumo de glucose e
amonia pela levedura, respectivamente, constatamos que a glucose é praticamente esgotada
ao fim de 15 horas, com uma taxa volumétrica de consumo de 0,68 g/l.h, tendo um
rendimento em relagdo a biomassa de 0,544 g biomassa/g glucose, e a amodnia é totalmente

esgotada ao fim das 15 horas com uma taxa volumétrica de consumo (ANEXO 9) de 43 mg/I.h,
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tendo um rendimento em relacdo a biomassa de 9,1 g biomassa/g N. Mais uma vez este
valores ndo eram esperados uma vez que o meio era destinado a limitacdo de carbono tal
como é referido por Yoon e Rhee [20], e ndo por limitacdo de fonte de azoto, que foi o que se
sucedeu.

A variacdo de gases na saida do fermentador, é verificada nos gréficos (E) e (F) da
mesma figura. Como seria de esperar o consumo de oxigénio e a producdo de CO, vao
crescendo a medida que a biomassa também vai aumentando, atingindo 0,4% de diminucdo
de O, e 0,5% de aumento de CO,, o que se torna num valor bastante promissor para futuros
projectos.

Quanto ao numero de células mortas, este é bastante baixo, na ordem dos 2%, sendo
gue no final do ensaio atinge um valor maximo de 3%, continuando a ser um valor bastante
baixo, mostrando que as células estavam em boas condigdes.

IH

Sendo a Rhodotorula glutinis também uma “single cell oil”, verificou-se também o teor
em lipidos, determinados por citometria onde a fluorescéncia foi convertida em lipidos através
da correlacdo apresentada por Raoni Andrade [20], que crescem a medida que a biomassa
também cresce, atingindo um valor maximo, no final do ensaio, de 1,46 g/l de lipidos, cerca de
30% de lipidos, com uma produtividade maxima em lipidos de 0,1g/l.h, o que nos demonstra
gue esta levedura é bastante promissora na producao de lipidos.

Por fim, e tendo por base os resultados obtidos por Raoni Andrade [20], verificamos que
a simbiose de troca gasosa no sentido de fornecimento de ar rico em O, ao fermentador com
levedura proveniente do FBR, ndo foi favordvel uma vez que o FBR ndo produziu oxigénio
suficiente para aumentar a taxa de crescimento da levedura, tendo sempre em conta que a

producdo de O, por parte do FBR estava afectada pelo eléctrodo de oxigénio que poderia estar

a libertar electrolito para o meio de cultura.
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3.3.2. Fermentador -> FBR
Uma vez que a levedura Rhodotorula glutinis se mostrou uma produtora de CO,, o
segundo ensaio com simbiose de troca gasosa entre Chlorella protothecoides autotréfica e a
levedura Rhodotorula glutinis, é realizado no sentido de fornecimento de ar rico em CO,
proveniente do fermentador, ao FBR.
A Figura 3.12,, representa a evolucdo dos parametros medidos ao longo do

desenvolvimento de Rhodotorula, em meio organico com limitacdo de carbono:
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Figura 3.12.: Evolugdo dos parametros medidos na cultura de Rhodotorula glutinis em condi¢Ges heterotréficas.
Ao longo do tempo (h) de cultura estio representados: (A) Concentragdo da biomassa, g/l; (B) Variagio da
percentagem de oxigénio dissolvido no meio; (C) Concentragdo de glucose, g/l; (D) Concentragido de aménia,
mg/); (E) Percentagem de células mortas; (F ) Concentracdo de lipidos, g/I.
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O ensaio, tal como o anterior teve a duracdo de 15 horas, e como se pode verificar no
grafico (A) da Figura 3.12., teve uma fase de laténcia de cerca de 4 horas, seguindo-se uma
fase exponencial com uma taxa de crescimento de 0,29 h™. Tanto a fase de laténcia como a
taxa de crescimento foram mais favoraveis neste ensaio do que no anterior, dando-nos
indicacdo de que a levedura se encontra em éptimo estado de producdo de biomassa, que
atingiu o seu valor maximo de 6,41 g/l, e uma produtividade maxima em biomassa de 0,41
g/l.h, que se reflecte posteriormente numa melhor produgao de CO,, que alimentara de forma
mais eficaz o FBR.

Pelo grafico (B) da mesma figura verificamos que a cultura chegou a sua fase
estaciondria, uma vez que o oxigénio que estava a ser consumido, em decréscimo constante
com o aumento da biomassa, comeca a aumentar dentro do reactor, dizendo que o consumo
estd abrandar, ou seja, que a fase estacionaria esta a ser atingida.

Mais uma vez, como no ensaio anterior, o meio utilizado era, supostamente, de
limitacdo de carbono, o que ndo se sucede, uma vez que ao fim de 15 horas ainda ha vestigios
de glucose, grafico (C) Figura 3.12., enquanto a amodnia ja foi totalmente esgotada com um
taxa volumétrica de consumo de 44 mg/l.h e com um rendimento em relagdo a biomassa de
10g biomassa/g N. A taxa volumétrica de consumo de glucose foi de 0,63 g/I.h e o rendimento
em relagdo a biomassa foi de 0,66g biomassa/g glucose. Ambas as taxas volumétricas de
consumo e os rendimentos em relagdo a biomassa estdo em coeréncia com as apresentadas
no ensaio anterior e com os resultados obtidos por Raoni Andrade [20]

Foi também monitorizado por citometria, as células mortas, grafico (E) Figura 3.12., que
se revelam sempre muito baixas, tendo um pico mdaximo as 14 horas de cerca de 2%, o que
nao é significativo.

Quanto aos lipidos, estes vdo acompanhando o crescimento de biomassa, grafico (F)
Figura 3.12, atingindo o seu maximo de 1,85 g/l, quando a biomassa é maxima também, e
tendo uma produtividade maxima em lipidos de 0,120 g/I.h.

Com estes resultados verifica-se que o crescimento da levedura deste ensaio, assim
como a sua produtividade em lipidos, foi melhor que no ensaio anterior, proporcionando um
arejamento mais rico em CO, para a cultura autréfica de Chlorella protothecoides.

Neste ensaio ndo foi medida a composi¢ao da corrente gasosa de saida do fermentador,

em CO, e O,, para que nao houvesse perturbagdes no arejamento do FBR.
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Admitindo que a producdo de CO, por parte do fermentador com levedura foi
semelhante ao ensaio anterior, o ar que foi injectado como corrente gasosa de entrada no
FBR, ia rico em CO,, assim o crescimento autotréfico de Chlorella protothecoides que se

encontrava nesse FBR, esta representado na figura seguinte, Figura 3.13,,

(A) (B)
0,6 - 200 -
0,5 A —_
< 150
= 0,4 - @
= E
\E—D 013 o 100 N
02 2 50
0,1 - z
0 T T 1 0 T T 1
0 5 10 15 0 5 10 15
Tempo (h) Tempo (h)
(€)
100
__ 98
g 9
8 94
-
o 92
o
90
88
0 5 10 15
Tempo (h)
(D) (E)
0,25 ~ 0,12 ~
£ 02 ] 01 -
o .
S 0,15 g 008
o 2 0,06 -
AT
g 0.1 80,04 -
E 0,05 g 0,02 -
0 0 n T 1
0 5 10 15 0 5 10 15
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 3.13.: Evolugdo dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigdes autotroficas,
a receber ar rico do fermentador com Rhodotorula glutinis. Ao longo do tempo (h) de cultura estdo
representados: (A) Concentracdo da biomassa, g/l; (B) Concentragdo de Nitrato N-NO;, g/l; (C) Variagio da
concentragdo de oxigénio dissolvido no meio, mg/l; (D) Variagdo da percentagem de CO,; (E) Variagdo da
percentagem de O,.

O ensaio teve o0 mesmo tempo de duracdo que o do fermentador, 15 horas, onde foi
realizado um controlo, noutro FBR igual e a operar nas mesmas condi¢es, com a diferenca

que a corrente gasosa de entrada era unicamente ar comprimido, de modo a podemos
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comparar os resultados dos dois FBR. Tal ja tinha sido feito no estudo da simbiose de troca
gasosa entre os dois trofismos de Chlorella protothecoides, mas devido a varias variacdes, quer
em termos de cultura quer em termos da composicao do ar comprimido, voltou-se a fazer um
controlo para que a comparacdao entre os dois crescimentos fosse mais precisa. Na figura
seguinte, Figura 3.14., estdo representados os parametros monitorizados ao longo do

crescimento autotréfico, no FBR controlo,
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Figura 3.14.: Evolucdo dos parametros medidos na cultura de Chlorella protothecoides em condigdes autotroficas,
como controlo do FBR anterior. Ao longo do tempo (h) de cultura estido representados: (A) Concentragao da
biomassa, g/l; (B) Concentragio de Nitrato N-NO;, g/l; (C) Variagdo da percentagem de CO,;(D) Variagio da
percentagem de O,

De modo a ser mais facil compara¢do dos dois Fotobioreactores, o simbidtico e o

controlo, esta representado na tabela seguinte os parametros chave:

Tabela 5.4.: Parametros de crescimento de Chlorella protothecoides, em meio inorganico, em dois FBR, um FBR
simbidtico e um controlo

H11 Xmax PXmax Y></N
(h™) (a/l) (9/1.d) (9/9)
Rl 0,037 0,52 0,022 2.10
simbidtico
FBR- 0,029 0,38 0,011 2,88
controlo

49



Comecando por comparar as curvas de crescimento dos graficos (A) das Figuras 3.13. e
3.14., verificamos que ambas tém um crescimento continuo ao longo das 15 horas de ensaio,
embora no FBR controlo se verifigue um pequeno aumento de densidade celular, as 12 horas,
devido a reposicao do volume de cultura com meio MCV fresco, como se pode verificar
também no grafico (B) da Figura 3.14, onde a concentragdo de nitratos aumenta ligeiramente
no mesmo tempo. E também pelo mesmo motivo que o rendimento de biomassa em relagdo &
fonte de azoto é maior no FBR controlo, 2,88 g biomassa/g N, do que no FBR simbidtico, 2,10 g
biomassa/g N, uma vez que ha mais nitrato disponivel.

A taxa de crescimento do FBR em simbiose foi de 0,037 h?, enquanto no FBR controlo
foi de apenas 0,029 h o gue mostra um efeito bastante positivo na simbiose realizada, onde
o FBR que recebe ar rico em CO, vindo do fermentador com levedura, tem uma taxa de
crescimento superior, chegando a atingir 0,52 g/l de biomassa, enquanto o controlo atingiu
apenas 0,38 g/l, tendo em conta que ambos comecaram o ensaio coma mesma densidade
celular. Também em termos de produtividade maxima de biomassa o FBR em simbiose teve
melhores resultados, 0,022g/I.h do que o FBR controlo, com apenas 0,011 g/lI.h, o que significa
um melhoramento da produtividade na ordem dos 100%.

E de realcar ainda que o FBR em simbiose tinha o eléctrodo de oxigénio, que
possivelmente estaria a contaminar a cultura com electrélito, o que faz com que os resultados
apresentados pudessem ter sido melhores, apesar de mesmo assim se ter confirmando uma
simbiose positiva entre a levedura Rhodotorula glutinis e a alga Chlorella protothecoides no

sentido de enriquecimento do ar com CO, através da fermentacdo da levedura, ao FBR.
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4. Conclusao

Ja a partir destes ensaios, podemos concluir que o meio MCS, um meio de cultura
simples, para o cultivo heterotréfico de Chlorella protothecoides, é o meio que atinge os
melhores resultados tanto em velocidade de crescimento como em quantidade de biomassa,
isto em comparacdao com um meio Standard completo, e os outros meios com fontes de
carbono alternativas ao seu cultivo, testadas também neste trabalho, o Acetato, Glicerol,
Lactose e Xilose.

Nos ensaios de simbiose entre fermentacdo e FBR apenas permitindo a troca gasosa,
com Chlorella protothecoides hetero e autotréfica, respectivamente, de modo a verificar se
havia algum efeito simbidtico positivo no crescimento do reactor que recebia ar enriquecido
pelo outro reactor. No ensaio onde a corrente gasosa de saida do FBR era a corrente de
entrada no fermentador, verificou-se que ndo havia nenhum efeito positivo no crescimento de
Chlorella protothecoides heterotréfica apesar de haver producdo de O, por parte do FBR, mas
uma vez que neste ensaio o FBR usado tinha apenas 600ml de capacidade de cultura, era de
esperar que ndo conseguisse produzir O, suficiente para aumentar o crescimento da cultura
heterotrofica que era bastante mais densa que a cultura autotréfica. Para trabalho futuro
deveria repetir-se este ensaio, mas com o FBR de 2,7 | para verificar, se com uma maior
volume de cultura autotrdfica, face ao reactor heterotrofico, a simbiose de troca gasosa ja é
positiva.

No sentido inverso, onde a corrente de saida do fermentador era a corrente de entrada
no FBR, também ndo se conseguiu provar um efeito positivo da simbiose, uma vez que houve
um problema de contaminag¢do com electrdlito, por parte do eléctrodo de oxigénio, fazendo
com que a cultura autotrofica de Chlorella protothecoides fosse inibida e floculasse ao fim de
poucas horas de ensaio.

Uma vez que a simbiose entre os dois trofismos de Chlorella protothecoides ndo foi bem
sucedida devido a falhas técnicas, optou-se por experimentar a simbiose entre a mesma
espécie de Chlorella autotrdfica e a levedura Rhodotorula glutinis, sendo esta ultima também
uma “single cell oil” e boa produtora de CO,.

No ensaio onde a corrente gasosa de saida do FBR era a corrente gasosa de entrada no
fermentador com levedura, os resultados ndo foram positivos, em relacdo a simbiose, uma vez
gue, mais uma vez o eléctrodo de oxigénio estava, possivelmente, a contaminar a cultura com
electrdlito, debilitando a alga fazendo com esta ndo tivesse um crescimento normal e
consequentemente limitando a produgdo de O,. J4 no ensaio inverso, onde a corrente de saida

do fermentador com levedura era a corrente de entrada no FBR, tivemos um efeito positivo no
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crescimento de Chlorella protothecoides autotréfico, mostrando um aumento tanto na taxa de
crescimento, de 30%, como na produtividade em biomassa de 100%.

Como pudemos comprovar, a simbiose aplicada aos bioreactores associados com dois
metabolismos de nutricdo complementares quer entre a mesma espécie de microalga quer
entre uma microalga e uma levedura oleaginosas pode ser um caminho viavel para contribuir
com enormes vantagens no aumento de producao de lipidos microbianos para biodiesel.

Como perspectiva futura, seria notavel a realizagdo de um ensaio onde os dois
bioreactores, fermentador e FBR, fossem ligados entre si num circuito fechado, onde o FBR
forneceria O, ao fermentador e em simultidneo este forneceria CO, ao FBR, de modo a se
conseguir tirar o maximo de partido da composicdo de ambos os bioreactores, potenciando

uma melhor taxa de crescimento e uma melhor produtividade em lipidos.
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ANEXOS






Anexo 1: Calculo das taxas de crescimento

As taxas especificas de crescimento (u) de cada ensaio foram calculadas através do

grafico Ln X em funcdo do tempo, correspondendo ao declive da correlacao linear dos pontos,

relativos a fase de exponencial de crescimento.
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Anexo 2: Calculo da Produtividade volumétrica em Biomassa

Sabendo as concentragdes de biomassa da amostra a ser analisada e a amostra inicial,

pode calcular-se a produtividade volumétrica da biomassa pela equagao:

Onde Py é a produtividade volumétrica da biomassa (g.I"".d™), X é a concentragdo de
biomassa na amostra a ser analisada (g/l), X; é a concentracdo da biomassa no inicio do ensaio,

e At é o intervalo de tempo decorrido (d).
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Anexo 3: Calculo do Rendimento em relacao a fonte de carbono

Sabendo-se as concentra¢des da fonte de carbono, que neste trabalho foi unicamente
glucose, inicial e final, e a concentracdo de biomassa formada no mesmo periodo de tempo, o

rendimento da biomassa em relacao a fonte de carbono foi calculada pela seguinte equacao,

.o X=X
XIS =5, = 5f

Onde Yys é o rendimento da biomassa em relagio a fonte de carbono
(8siomassa/ Bsubs.consumido), X¢ € @ concentracdo de biomassa no final do ensaio (g), Xi é a
concentragdo de biomassa no inicio do ensaio (g), S; é a concentragdo de substrato, neste caso

glucose, no inicio do ensaio (g), e S; é a concentragdo de substrato no final do ensaio (g).

61



Anexo 4: Calculo da taxa volumeétrica de consumo de Glucose

A taxa volumétrica de consumo de glucose foi calculada através da seguinte equacao:

[Glu]i — [Glu]f
Telu = At

Onde rg, é a taxa volumétrica de consumo de glucose (g.I".h™), [Glu]i é a concentragdo
de glucose no inicio do ensaio(g), [Glu]f é a concentracdo de glucose no final do ensaio (g), e At

é o intervalo de tempo decorrido no ensaio (h).
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Anexo 5: Correlacao entre a fluorescéncia e o teor em lipidos totais,
para Chlorella protothecoides

A recta de correlagdo da fluorescéncia emitida pelo Vermelho do Nilo, detectada pelo
citometro de fluxo, e o teor de lipidos totais, extraidos pelo método de Bligh e Dyer [14],
determinada em ensaios anteriores no mesmo laboratdrio, em resultados ndo publicados, tem
um coeficiente de correlacdo de 0,973 e é representada pela equacao, %Lip.totais = 0,132 x

FLtotal + 3,77.
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Anexo 6: Calculo da Produtividade volumétrica em lipidos totais

Sabendo as concentragdes de lipidos totais da amostra a ser analisada e a amostra

inicial, pode calcular-se a produtividade volumétrica em lipidos totais pela equacao:

LT —LT;
LT — At

Onde Py é a produtividade volumétrica em lipidos totais (g.I"*.d™), LT é a concentracdo de
lipidos totais na amostra a ser analisada (g/l), LT; é a concentragdo da lipidos totais no inicio do

ensaio, e At é o intervalo de tempo decorrido (d).
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Anexo 7: Calculo da taxa volumeétrica de consumo de Nitrato

A taxa volumétrica de consumo de nitrto foi calculada através da seguinte equacao:

[NO51i — [NOs1f

noz; = At

Onde ryos3 é a taxa volumétrica de consumo de nitrato (g.I"*.h™), [NO5]i é a concentragdo
de nitrato no inicio do ensaio(mg), [NO;5]f é a concentracgdo de nitrato no final do ensaio (mg),

e At é o intervalo de tempo decorrido no ensaio (h).
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Anexo 8: Calculo do Rendimento em relacao a fonte de azoto

Sabendo-se as concentracées da fonte de azoto inicial e final, e a concentracdo de
biomassa formada no mesmo periodo de tempo, o rendimento da biomassa em relacdo a

fonte de azoto foi calculada pela seguinte equacao,

Xr — X
&mzm—m

Onde Yy/\ € o rendimento da biomassa em relagdo a fonte de azoto (ggiomassa/EN.consumido)s
X; é a concentracdo de biomassa no final do ensaio (g), X; € a concentracdo de biomassa no
inicio do ensaio (g), N; é a concentragdo de azoto no inicio do ensaio (g), e N; é a concentragdo

de azoto no final do ensaio (g).
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Anexo 9: Calculo da taxa volumeétrica de consumo de amonia

A taxa volumétrica de consumo de amdnia foi calculada através da seguinte equacao:

[NH{1i — [NHf1f
TN} = At

Onde ryys € a taxa volumétrica de consumo de aménia (g.1™.h™), [NH,']i é a concentracdo
de amadnia no inicio do ensaio(mg), [NO5]f é a concentracdo de nitrato no final do ensaio (mg),

e At é o intervalo de tempo decorrido no ensaio (h).
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