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Resumo

As microalgas tém sido objecto de muitos estudos nos Ultimos anos tendo em vista a sua
aplicabilidade nas indlstrias de alimentos e farmacéutica, nas areas da biomedicina e
ambiental, bem como na producdo de energia renovavel. As aplicacbes ambientais das
microalgas incluem a bio-fixacdo de CO,, a remocao de matéria organica e metais toxicos de
efluentes, a producao de biocombustiveis como biodiesel e bioetanol. De entre as microalgas
estudadas, a Chlorella tem apresentado grande potencial de utilizacado em todos esses
sectores, com destaque especial na area de salde.

No presente trabalho realizou-se o crescimento da microalga Chlorella vulgaris, testaram-se
alguns métodos de extraccao de lipidos e identificaram-se alguns desses compostos presentes
na biomassa algas, utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa.

Palavras-chave: microalgas; Chlorella vulgaris; lipidos; aplicaces na saude.



Abstract

Microalgae have been the subject of many studies in recent years aiming to evaluate their
applicability in the food and pharmaceutical industries, in the areas of biomedicine and the
environment, and in the production of renewable energy, as well. Environmental applications
of microalgae include bio-fixing of CO,, removal of organic matter and toxic metals from
effluents, production of biofuels such as biodiesel and bioethanol. Among the microalgae
studied, Chlorella has presented great potential of use in all these sectors, with special
emphasis in the health area.

In the present work, the microalgae Chlorella vulgaris was grown, some lipid extraction
methods were tested and some of these compounds were identified in the algal biomass using

the gas chromatography coupled to mass spectrometry.

Key-words: microalgae; Chlorella vulgaris; lipids; applications in health.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Beneficios dos compostos bioactivos, incluindo os acidos gordos

polinsaturados na saude

As microalgas sao micro-organismo reconhecidos como fonte natural de grande importancia
de novos compostos funcionais, tais como as vitaminas, minerais e proteinas, bem como
carotenoides, lipidos e polissacaridos; podem ainda ser usadas diretamente como suplementos
alimentares para alimentos saudaveis. A Chlorella vulgaris sao algas verdes unicelulares,
cultivadas principalmente em lagoas de agua doce, onde se adaptam e desenvolvem com
facilidade. Estudos diversos mostraram que o consumo das algas do género Chlorella tem
varios beneficios para a salde humana, nomeadamente efeitos anti-proliferativos sobre
células cancerosas, atividade anti-inflamatoéria e anti-oxidante (SALAS-CORONADO1 et al
2016, SAULI, E.& R. SARBATLY et al 21012, LIANG et al 2009). Por exemplo, os esteroides
extraidos do género Chlorella tém uma longa historia e provaram ter efeitos importantes na
atividade antifingica, nomeadamente o ergosterol e seus analogos. Assim, um método
eficiente para o isolamento e purificacao de esteroides da Chlorella vulgaris em quantidades
razoaveis é de grande importancia para novas investigacoes sobre os seus efeitos bioldgicos e
para o desenvolvimento de novos produtos para a area da saude (JIANBING WU,2017). De
fato, as microalgas apesar de receberem uma especial atencdo como uma fonte de lipidos
(transformavel em biodiesel) também tém sido objeto de interesse por parte da industria
farmacéutica, como fonte de esteroides, acidos gordos polinsaturados, conhecidos por PUFA,
polissacaridos e carotenoides (MOTONOBU GOTO et 2015), entre outros (ARJUNA, et al 2016
TRARCILLA al.; 2016). As algas fazem parte de sistemas ecoldgicos complexos,
interdependentes e competitivos, tendo-se adaptado as mais diversas condicoes ambientais
através da biossintese de metabolitos secundarios, como estratégia de sobrevivéncia
(CARDOZO et al, 2007). Inimeras atividades bioldgicas foram relatadas na literatura
incluindo atividades anti-oxidante, anti-inflamatoria, imuno-modulatoéria, anti-virais e
antimicrobianas, entre outros, demonstrando o potencial destes organismos (SMIT et al,
2004).

As microalgas tém um potencial biotecnoldgico excepcional, uma vez que produzem
substancias naturais e biomateriais que podem encontrar aplicacdes industrial diversificadas,
além de constituirem alternativas as fontes nao renovaveis. No entanto, existem ainda alguns
constrangimentos a sua exploracao industrial. Por exemplo, a viabilidade economica da
producao de biodiesel a partir dos lipidos das algas ainda ndo esta assegurada, principalmente

devido aos altos custos de colheita e secagem de biomassa. A viabilidade melhora quando se



considera a exploracdo das microalgas nas suas diferentes vertentes; i.e. energética,
ambiental e de produtos de elevado valor em producao em grande escala (ACKMAN, R. G.
WCOT, 1987 e RAFAEL SILVA MENEZES et al, 2013)

Algumas vantagens das microalgas sao as seguintes: apresentam um ciclo de vida curto e altas
taxas de crescimento; permitem condicdes de cultivo diversificadas, além da possibilidade de
colheita durante todo o ano; ndao ha necessidade de agroquimicos; exigem uma area
significativamente reduzida para o cultivo e, consequentemente, usam um volume reduzido
de agua potavel; podem ser cultivadas em terras nao agricolas, causando um impacto menor,
se nao inexistente, no fornecimento global de alimentos. Ao contrario de outros tipos de
matérias-primas, que sao produzidas em grandes extensdes de terras agricolas, as microalgas
nao competem com a producao de tais produtos para a alimentacao humana.

A producéo de lipidos por via das microalgas € uma alternativa cujo interesse tem crescido
consideravelmente (ARJUNA et al,2014). Entre os lipidos, tém particular interesse os acidos
gordos do tipo 6mega-3, sendo a sua producdo a partir de microalgas utilizando substratos
sustentaveis e condicoes de cultura que optimizem o rendimento em acidos gordos
polinsaturados um grande desafio (JANG et al, 2005).

No entanto o principal desafio na producao dos acidos gordos polinsaturados € a selecao de
estirpes que produzam grande quantidade de biomassa e apresentem alto rendimento de
acidos gordos com elevado teor em 6mega-3 (LI et al,2008 & *, CARL et al.;2009). Um dos
caminhos que tem vindo a ser explorado é a modificacdo do metabolismo das microalgas

favorecendo a producao de w-3 PUFA.

1.2  Microalgas

As algas sdao organismos muito diversos, predominantemente autotroficos, presentes no
ambiente aquatico e nos mais diversos ambientes onde ha humidade, sendo o termo
completamente desprovido de valor taxonomico, visto que designa organismos muitos
distintos entre si quanto a sua origem, composicdao quimica e morfologia. As algas pertencem
a diversas divisoes e classes baseadas em muitos casos na coloracdo dos individuos (VAN DEN
HOECK et al, 1995). A sua coloracdo variada é proporcionada pela presenca de pigmentos.
Estes organismos podem ser unicelulares ou multicelular (KWIETNIEWSKA et al.;2012); sao
seres com a capacidade de realizar a fotossintese, porém nao possuem folhas, raizes e nem
tecidos vasculares (VAN DE HOECK et al,1995). As microalgas sao predominantemente
aquaticas e geralmente microscopicas unicelulares, podendo formar colonias e apresentar
pouca ou nenhuma diferenciacao celular.

As algas aquaticas, tais como a Chlorella vulgaris, exercem um papel ecoldgico importante,
semelhante ao das plantas no que diz respeito ao habitat terrestre, pois sao os produtores
primarios no ambiente (RAVE NET et al.;2007).

As microalgas sao micro-organismos com clorofila e outros pigmentos fotossintéticos capazes

de realizar a fotossintese e libertar oxigénio. Sao capazes de captar CO, e utilizar a luz como



fonte de energia para produzir biomassa e oxigénio, tendo assim um impacto significativo no
balanco global de oxigénio e CO,. As algas, bem como as microalgas, desempenham um papel
central no ciclo do carbono e sdo responsaveis pela libertacao de 50% do oxigénio atmosférico
e pela fixacao de carbono.

Para além de preferencialmente autotréficas, apresentam metabolismo heterotréofico e
amiotrofico, possibilitando-lhes tirar proveito de diferentes fontes de energia e carbono para
o crescimento (CRISAL ZUNIGA, 2016). Existem mais de cem mil espécies diferente de micro-
organismo pertencente a familia das algas. As algas sdo facilmente cultivadas e podem ser
manipuladas para produzirem grandes quantidade, sem que haja disturbio em habitats

naturais ou fonte de alimentos.

A microalga verde Chlorella vulgaris tem sido amplamente reconhecida como um candidato
promissor para a producdo de biocombustiveis devido a sua capacidade de armazenar alto
teor de lipidios e a sua versatilidade metabdlica natural. Sob condicdes dptimas, podem ser
cultivadas gerando grande quantidades de biomassa.

As algas sao importantes fontes de compostos essenciais para a nutricado humana. Em muitos
paises, a indlstria alimentar consome uma grande quantidade de algas bastantes conhecidas,
entre elas a Chlorella vulgaris, por fornecerem grande quantidade de fibras, minerais
vitaminas, proteinas e anti-oxidante; nos Ultimos tempos, observa-se um esforco no
desenvolvimento do cultivo em larga escala em detrimento da exploracao indiscriminada dos
bancos naturais. Os compostos mais explorados sao os acidos gordos e esterois, carotenoides,
lipidos, micospirinas tipo aminoacido (CARDOZO et at, 2007).

Os primeiros interessados em verificar a atividade anti-oxidante de algas foram os japoneses,
com objectivos de obter novos aditivos antioxidantes para alimentos, em substituicao dos
antioxidantes sintéticas. Mesmo com o desenvolvimento dos processos sintéticos para a
obtencao de novas moléculas a partir do final do XIX, os produtos naturais sempre exerceram
um papel importante na pesquisa de novos compostos farmacéuticos ativos. Este facto deve-
se a grande complexidade estrutural de alguns de seus principios ativos. Atualmente, uma
grande percentagem dos farmacos clinicamente viaveis e comercialmente disponiveis com
atividades anti-tumoral e anti-inflamatorio ou anti-infeciosa, por exemplo, tem origem em
produtos naturais (Shu,1998).

A microalga unicelular Chlorella vulgaris, da familia Chlorophyta, serve ha muito tempo como
organismo modelo. As estirpes apresentam flexibilidade metabolica substancial em resposta a
perturbacdes ambientais; além disso, sao capazes de usar nutrientes (ou seja, carbono
organico e minerais) diretamente das aguas residuais para o crescimento, tornando-se
fabricas celulares atraentes para processos de producdo biosustentaveis (CRISAL ZUNIGA,
2016).

A escala industrial, uma boa parte das microalgas sdo produzidas em lagoas artificiais abertas
(tipo “race way”)) operados continuamente, de modo que o CO, e os nutrientes sao

constantemente adicionados, enquanto as microalgas sao recolhidas na extremidade oposta



para manter o sistema em estado estacionario. Nestes casos, recomendam-se lagoas com um
volume maximo de 30 m?3 para o melhor desempenho.

O cultivo de microalgas em lagoas do tipo “race way” requer pouco investimento para
construcao e manutencao, enquanto os tanques podem ser ampliados facilmente. No entanto,
as condicbes reinantes nestas lagoas sdo dificeis de controlar, tém baixa eficiéncia de
producao e sdo susceptiveis a contaminacdo. Esse sistema requer grandes areas de cultura,
mistura eficiente e sofrem a falta de CO; suficiente e luz limitada nas camadas inferiores. Os
sistemas abertos sao usados comercialmente para produzir algumas estirpes de microalgas
com condicoes de crescimento muito especificas; por exemplo, Chlorella sp., Spirinula sp., e
Dunaliella salina Dunal (SALAS-CORONADO et al, 2016). Porém, existem exploracdes

industriais em fotobioreator fechado como esta ilustrado na imagem abaixo.

Figura:1.1 Imagem de reator fechado industrial.

1.3 Substancias bioactivas em microalgas.

O interesse inicial pelo estudo de substancias com atividade antioxidante (AAO) em algas
surgiu no Japao, na busca de novos aditivos para alimentos, em substituicao dos antioxidantes
sintéticos utilizados, como o hidroxianisol butilado e o hidroxitolueno butilado, os quais
mostravam efeitos carcinogénicos, alteracdes enzimaticas e lipidicas em animais. O facto de
as algas secas poderem ser armazenadas por um longo periodo de tempo, sem o perigo da
deterioracao oxidativa, apesar de apresentarem mais de 30% do total dos seus acidos gordo na
forma de cadeias polinsaturadas (principalmente as algas chlorella vulgaris), despertou o
interesse dos pesquisadores em relacao aos produtos antioxidantes presente nessas algas.
Para avaliarem o potencial das substancias antioxidantes presentes nas microalgas usaram o
teste da estabilidade do éster metilico do 6leo de algas e constataram que 60% das fracoes
soliveis em cloroformio (CHCl;) dos extratos das algas testadas foram capazes de estender o

periodo de inducao da reacdo do substrato éster (tempo necessario para atingir um ponto



critico de oxidacao). As algas Chlorella vulgaris, em geral, apresentaram maior atividade
antioxidante. Por outro lado, a biossintese de acidos gordos polinsaturados, como o acido
linoleico desempenha um papel essencial na resposta de plantas e outros organismos ao
abaixamento da temperatura. A introducao de uma ou mais ligacdes duplas cis nas cadeias de
hidrocarbonetos de acidos gordos confere propriedades de fluidizacdao as biomembranas. Um
grande volume de trabalho suporta o papel das desnaturases de acidos gordos como parte de
um sistema de controlo em feedback em que a fluidez da membrana é mantida perto de um
certo nivel, apesar das mudancas na temperatura ambiente. Esta homeoviscosidade parece
ser importante nos organismos fotossintéticos para uma o6tima funcao do cloroplasto a baixas

temperaturas.

1.3.1 Carotenoides.

Carotenoides sao substancias quimicas do tipo pigmento que encontramos em abundancia na
natureza, desde as bactérias, algas e fungos, até as plantas e animais. Sao os carotenoides
que na natureza conferem os tons de amarelo ao vermelho. Plantas, algas, fungos e bactérias
conseguem sintetiza-los, ja os animais nao, devendo adquiri-los através da dieta. Os

carotenoides sao caracterizados por serem lipossolUveis e por terem grupos oxidaveis.

A sua estrutura quimica pertence a classe dos tetraterpenoides, tendo a propriedade de
absorver luz visivel em diferentes comprimentos de ondas. Na natureza encontramos mais de
900 tipos de carotenoides, estando os comprimentos de onda onde absorvem radiacao
associados ao alongamento de cadeia, isomerizacao, migracdo de duplas ligacdes,
hidrogenacao, desidrogenacao, ciclizacao, entre outros. Podem ser divididos em duas classes:
carotenos e xantofilas. A figura seguinte ilustra a estrutura do B-caroteno e da vitamina A,

derivada do B-caroteno.

CHgj

Molécula de B-caroteno.

CHg3 CHg

e e,

CH, CHj,

OH

CHg

Molécula de vitamina A.

Figura: 1.2 - Estrutura das moléculas de B-caroteno e vitamina A.



Os carotenoides que apresentam apenas carbono e hidrogénio na molécula sdo chamados de
carotenos, e sao sintetizados a partir de derivados do isopreno (cinco carbonos),
apresentando um nimero variavel de ligacdes duplas conjugadas. E o composto que confere o
tom amarelo-alaranjado a cenoura. Ja as xantofilas, para além de carbono e hidrogénio,
contém grupos com oxigénio, hidroxilo, cetonas, etc. Sao elas que conferem a coloracao que
vai do amarelo ao marrom-avermelhado. Exemplo: luteina, mixol e zeaxantina.

Os carotenoides sao a segunda classe de pigmentos mais importante no processo de
fotossintese, a seguir a clorofila. Sao os responsaveis pela coloracdo da laranja, do maracuja,
da abdbora, do tomate, por exemplo. E ainda estao presentes na coloracdo de alguns animais,
como caranguejos, camarao, flamingos e guaras que o adquirem através da alimentacdo. Na
fotossintese absorvem luz e protegem a clorofila contra a oxidacao por excesso de luz.

As funcoes dos carotenoides no organismo humano nao estdao completamente determinadas,
mas sabemos que desempenham um papel importantissimo. Estudos recentes tém mostrado a
importancia dessas substancias como antioxidantes, na prevencao de doencas mediadas por
radicais livres, contra o cancro e ainda podem atuar como reguladores do sistema

imunoldgico.

1.3.2 Acidos gordos polinsaturados.

Os acidos gordos polinsaturados conhecidos com PUFAs desempenham uma funcédo
fundamental no que toca ao metabolismo celular, bem como ao transporte de eletrdes
(Karina. HM et al, 2007). Os acidos gordos fazem parte da dieta humana, apresentando
efeitos terapéuticos positivos, para além de desempenharem um papel fundamental na
industria de alimentos. Os acidos gordos extraidos das microalgas podem ser utilizados como
alimentos, farmacos ou transformados em biocombustivel. A figura 1.2 ilustra a estrutura de

alguns acidos gordos.
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Figura: 1.3- Estrutura de alguns dcidos gordos.

Os suplementos derivados de algas com acidos gordos polinsaturados de cadeia longa (LC) do
tipo omega-3 (n-3) (LCn-3PUFA) podem aumentar significativamente o nivel desses acidos em
produtos de origem animal. A deposicdo de LCn-3PUFA, especificamente o acido
eicosapentaendico (EPA, 20: 5n-3) e o acido docosa-hexaenoico (DHA, 22: 6n-3), em musculo
e leite aumentou quando as ovelhas foram alimentadas com algas marinhas (BOHUSTSKYI,
BAUWER et al, 2016). Por outro lado, ha indicacées de que a nutricio com materiais com
elevados teores de dOmega-3 PUFA entre a concepcdao e o desmame pode alterar o
metabolismo da gordura e a acumulacao de LCn-3PUFA no novo ser vivo. Um efeito deste tipo
foi observado em cordeiros quando a progenitora foi alimentada com algas. Isso levanta a
questao de saber se a expressao génica foi alterada pela interacao nutricional, mas os
resultados até a data sao inconclusivos (KUMORE, BHAVANATH et al, 2013).

1.4 Métodos de lise celular e extracdao de compostos activos

Uma das funcoes da parede celular é proteger as células contra danos fisicos, mecanicos ou
quimicos; a parede celular tipica aparece nas espécies eucariotas, sendo uma estrutura rigida
que envolve o protoplasto (KWIETNIEWSKA et al.; 2012; SALAM VELASQUEZ-ORTA; HARVEY et
al, 2016). Devido a espessura e composicao quimica e estrutural da parede celular, bem como
as suas fungdes metabolicas, as microalgas retém os lipidios no seu interior. Assim, é
necessario usar métodos para a sua libertacdo e extracao. Para a realizacao da rotura celular
existem diversos métodos: mecanicos, fisicos, quimicos e enzimaticos. Para além da
tradicional prensa mecanica (“French cell press”), existem os ultrassonificadores e
homogeneizadores de varios tipos, ciclos de congelamento/descongelamento, produtos
quimicos, bem como enzimas especificas (ROCHA FD et al 2014). Para além da lise celular, é
naturalmente necessario proceder ao processo de extracao do/s componente/s desejados,
podendo usar-se os solventes convencionais ou, mais recentemente, fluidos em estado
supercritico, nomeadamente o CO,, eventualmente com outro co-solvente (ROCHA FD et al

2014). A extracao do/s componente/s desejados com solvente/s é o método mais comum



devido as suas vantagens economicas e técnicas; a escolha do/s solvente/s obedece a
critérios de solubilidade e seletividade face ao/s produto/s a extrair, no presente trabalho os
lipidos.

As pesquisas na extracado de lipidios de biomassa com solvente incluem o uso de diferentes
solventes e métodos melhorados aplicados a diferentes estirpes de microalgas, analisando-se
os rendimentos lipidicos face as condicdes de extracao aplicadas.

De entre os processos testados, tém-se os solventes organicos e os liquidos ionicos,
precedidos por tratamento diversos. Os métodos de extracdo de lipidios baseados em
solventes organicos sao em geral considerados de baixo custo, exigem investimentos de
capital modestos e sao faceis de ampliar (GEIGER et al, 2016). Os diferentes processos se
extracao existentes visam romper a parede celular, para a posterior extracao propriamente
dita dos lipidos. Embora a combinacao de solventes polares e nao-polares, como metanol
e cloroformio sao recomendados para uma maior eficiéncia de extracdo de lipidios da
biomassa de algas, deve notar-se que tais misturas (especialmente cloroformio / metanol)
geralmente extraem lipidios polares (presumivelmente de membranas) e lipidios neutros (a
partir de goticulas lipidicas, altamente desejaveis para matéria-prima para a producao de
farmacos) (ZHANG et al,2011)

Assim, o sistema de solvente deve ser selecionado e otimizado tendo em consideracao os
processos subsequentes e o fim a que se destina o produto. (KUMARI, MANTRI et al 2013)
evidenciaram o efeito significativo da hidrdlise da parede celular pelo H,504, mesmo na
auséncia de qualquer solvente polar, como o metanol. Também deve ser enfatizado que
este processo de acido sulfurico pode ser aplicado diretamente na biomassa molhada, embora
os materiais de construcdo devam ser os adequados. A extracado lipidica com fluidos em
estado supercritico requer equipamento dispendioso. Num ensaio tipico com hexano, foram
adicionados 5 g de algas no reservatorio seguido de introducdo de 100 ml de hexano. O
sistema foi purgado para remover o ar e evitar o risco de explosao. A mistura foi aquecida até
a temperatura desejada de 235 °C. A pressdo de vapor é de aproximadamente 34 bar a esta
temperatura (NGUYEN, et al, 2016).


http://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sulfuric-acid

Capitulo 2

2.1 Objectivo do trabalho

0 objectivo central deste trabalho é avaliar o desempenho da extracao precedida/conjugada
por varios processos de desintegracao celular, nomeadamente tratamento acido,
homogeneizador mecanico e alta pressdao, com vista a obter os lipidos das microalgas. Para
além da quantificacdo global dos diferentes extratos, fez-se a identificacdo de extratos mais

significativos.

2.2 Organizacao do documento

0 documento tem um capitulo introdutério onde se apresenta uma breve revisao das matérias
objecto do trabalho experimental; no capitulo 3 apresentam-se as metodologias
experimentais seguidas; no capitulo 4 apresentam-se os resultados e faz-se a sua exploracéo e

no capitulo 5 apresentam-se as conclusoes.



Capitulo3

3 Materiais e métodos

3.1 Reagentes e solventes

Foi utilizada agua destilada, produzida por um sistema RIOs™ 3 (milipore, Estados Unidos). O
CO, foi fornecido engarrafado pela empresa Praxair (Porto, Portugal). O metanol e a acetona
foram fornecidas pela LabChem (Zelienople, Pensilvania, E.U.A). O n-hexano foi fornecido
pela empresa Scharlau (Barcelona, Espanha). O cloroformio foi fornecido pela empresa

Pronalab (Lisboa, Portugal).

Tabela 3.1 - Constante dieléctrica, indice de polaridade e massa volumica de diferentes

solventes usados na extracao.

SOLVENTES CONSTANTE iNDICE DE MASSA VOLUMICA
DIELETRICA POLARIDADE (kg/1)
CLOROFORMIO 4.18 4.1 1,489
HEXANO 1.88 0,1 0,660
ETER DE PETROLEO 2.1 0,1 0,71

ACETATO DE ETILO 6.02 4.4 0,897
METANOL 33 5.1 0,792
AGUA 78.5 0.79 0,998

3.2 Microalgas

Para o presente trabalho foi utilizada a microalga Chlorella vulgaris, que foi adquirida a
empresa Aqualgae S.A. (Viana do Castelo, Portugal). Esta microalga foi mantida em stock e
produzida para o isolamento dos lipidos. O meio utilizado para o crescimento das microalgas
foi o meio GoldMedium Fresh-Water Species (GM-FWS), preparado a partir dos nutrientes
fornecidos pela empresa Aqualgae (Viana do Castelo, Portugal).

Tabela 3.2 Solucées stock de nutrientes.

NUTRIENTE CONCENTRACAO (mg/l) SOLUCAO
N NA FORMA DE NaNO; 7000 1
P NA FORMA DE KH,PO, 2046 1
Mg NA FORMA DE MgS0..7H,0 1480 2
CaCl, 1360 3
OLIGOMEROS E VITAMINAS 1450 4
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3.3 Métodos

3.3.1 Producao de biomassa alga

As microalgas foram cultivadas em reatores de 1L, de 5L e de 6L numa estante de cultura de
microalgas fornecida pela empresa Aqualgae (Viana do Castelo, Portugal). A estante esta
apetrechada com um compressor de ar, marca Hailea (Guangdong, China), modelo v-60, para
abastecimento de ar e com um sistema para controlo dos ciclos de luz e escuro e controlo dos
caudais de dioxido de carbono. A estante é constituida por seis (6) lampadas fluorescentes de
40 W, podendo ainda ser adicionada uma placa do modelo PL-600*600-CW de 40W da Lowcled
(Shenzhen, China). O pH inicial das culturas foi da ordem dos 6,5—7,5, sendo mantido abaixo
do pH 7,5 recorrendo a solucées H,SO4 1M e NaOH 2M. A figura 3.1 representa uma imagem da

montagem experimental.

Figura: 3.1- Fermentadores diversos com as culturas de microalgas

A producao da biomassa foi realizada em diferentes tipos de fotobiorreatores com o objectivo
de apreciar o efeito da geometria do reator sobre o crescimento. Para este efeito nao podem
faltar nutrientes, incluindo o CO,, que foi adicionado em pulsos de 6 segundos cada 120
segundos, durante o ciclo diurno. O ar é abastecido por um compressor, sendo inserido nos
reatores através de dispersores, apos filtragem em filtros de nylon de porosidade 0,45 pm; o
caudal de ar proporciona também a agitacdo necessaria a cultura. A luminosidade foi
assegurada através de lampadas fluorescentes de 40W, colocadas numa das laterais da
estante, fornecendo cada uma 1600 lumen, o que corresponde a 16985 lux (tendo em conta os
0.0942 m2 de area exterior); tendo em conta o factor de conversao de 0.013 obtido na
literatura (SYLVANIA et al.; 2017), teremos uma intensidade da ordem dos 220 pmol

fotdes/(m2.s) O pH foi conservado a 7.5 com recurso a H,504 0.5M.
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3.3.2 Producao de biomassa algas em reator cilindrico de 1L

Trata-se de frascos cilindricos de 1l com injecdo de ar. A geometria do vaso proporciona uma
area/volume de 452 cm?/L. Considerando que s6 havia luz de um lado, a area efetiva é de
226 cm?/L. O Caudal de ar foi de cerca de 0.5 L ar/ (L meio.min), neste caso sem adicao

suplementar de dioxido e carbono.

Figura: 3.2- Fotobiorreator cilindrico de 1 L

3.3.3 Producao de biomassa algas em reator cilindrico de 5L

Trata-se de reator cilindrico de 4l de capacidade nominal, com 18cm de calibre e um volume
méaximo de 51, proporcionado uma area/volume de 222,8 cm?/L. Se o reator for aluminado
apenas de um dos lados, a area/volume passa para 111,4 cm?/L. A concentracao inicial de
biomassa usada nos ensaios foi a volta de 0,2 g/l, dependendo do ensaio. O caudal de ar foi
cerca de 0,308 L ar/ (L meio.min), introduzido através de um dispersor ceramico cilindrico
com 10 cm de comprimento e 3 cm de diametro. O CO, foi abastecido cada 10 minutos
durante 7 segundos com um caudal de 0.4L/min (0,28L/h). O fotobiorreator encontra-se na

figura 3.3.

Figura 3.3- Fotobiorreator cilindrico de 5L
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3.3.4 Producdo de biomassa algas em reator de flat-plate descontinuo

O fotobiorreator “flat-plate” de 6 litros, com volume util de 5 L, foi produzido por nés,
usando vidro e uma estrutura em acrilico. As dimensoes internas sao as seguintes: 28,6 cm de
comprimento, 50 cm de altura e 5,5 cm de espessura. Em sintese, trata-se de um vaso
paralelepipédico com 7,5 cm de espessura, proporcionando uma area/volume de 350 cm?/L.
0 ar e 0 CO, é alimentado ao fundo do fotobiorreator através de um dispersor modelo EW-
700025-28 da marca Cole-Parmer (Vernon Hills, Illinois, Estados Unidos); o caudal de ar
assegura também a mistura da biomassa. O ar foi fornecido au caudal de 0,308 L ar/ (L
meio.min); o CO, foi de cerca de 0.4l/min durante 7 segundos a cada 10 minutos. A
concentracao inicial da biomassa foi de 0,2 g/L sensivelmente. O fotobiorreator encontra-se

na figura 3.4

Figura: 3.4- Fotobiorreator “flat-plate”

3.3.5 Manutencao e controlo do processo.

De modo a monitorizar o crescimento da biomassa nos varios tipos de reatores foram usados
trés procedimentos distintos. O primeiro procedimento assenta na leitura da densidade otica
da suspensdo, apds a diluicdo apropriada, usando um espectrofotometro modelo Helios
Omega (Thermo scientific, Inglaterra), medindo a absorvéncia no comprimento de onda de
685 nm. Esta leitura fez-se diariamente. O segundo procedimento para avaliacao do
crescimento foi a contagem de nimero das microalgas por mililitro, usando a camara de
Neubauer, apds as diluicoes necessarias; as contagens, realizadas em microscdpio otico,
normalmente de 2 em 2 dias, foram convertidas nos valores reais empregando a formula
apropriada. O terceiro procedimento de avaliacao do crescimento foi através da quantificacao
da massa seca existente num determinado volume de suspensao. Normalmente, 100 ml de

suspensao sao sujeitos a centrifugacdo, a 4500 rpm, numa centrifuga de marca Kn-70 da
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Kubota (Osaka, Japao), durante 30 minutos; apos descartar o sobrenadante e adicionar agua
destilada ao “pellet”, repete-se o processo de centrifugacdo durante 15 minutos,
recuperando-se o “pellet” que vai ser seco em estufa a 100°C até peso constante. Com base
na massa seca e no volume inicial, determina-se a concentracao de biomassa no reator. A
temperatura, o pH, o oxigénio dissolvido e a condutividade foram monitorizadas em alguns

periodos através do sensor Aquaprobe AP2000 (Aquaread, Inglaterra).

A concentracao da biomassa alga ao longo do tempo foi determinada por espectrofotometria,
usando uma correlacdo previamente estabelecida entre a absorvancia da suspensdo de
biomassa e o teor de biomassa determinado por pesagem apds centrifugacdo. A figura

seguinte apresenta essa correlacao.
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Figura: 3.5- Reta de calibracdo entre absorvdncia e concentracdo de biomassa.

A equacao seguinte permite estimar a concentracdo de biomassa alga, através da medicdo da

absorvancia a 685 nm das suspensdes convenientemente diluidas.

[Biomassa] = 0,0037 * ABS + 0,0131 R? = 0,9985

3.4 Desintegracao celular e extracao de lipidos

O procedimento selecionado visa a maximizacdo da extracdo/recuperacao de lipidos da
biomassa alga. No que respeita aos solventes de extracao, seguiu-se no essencial o
procedimento de Bligh e Folch (EL-SHEEK, HMOUDA et al, 2016), tendo-se variado os pré-
tratamentos a que as amostras foram sujeitas. Pesou-se cerca de 2 g da biomassa humida,
equivalentes a 200 mg de biomassa seca, a qual se acrescentou 20 ml de agua destilada.
Nesta fase as amostram foram submetidas a diferentes pré-tratamentos. Numa primeira fase

testaram-se varios métodos, conforme descrito na tabela 3.3. Com base nos resultados
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obtidos nesta fase preliminar selecionaram-se os seguintes métodos (figura 3.6): (i) hidrélise

acida (pH ajustado a 2, com acido sulfirico 2M; temperatura 120°C, durante 1 hora); (ii)

homogeneizador mecanico (10 000 rpm, 1 minuto); (iii) homogeneizador mecanico (24 000

rpm, 5 minutos); (iv) alta pressao (68 atmosferas).

Tabela 3.3. Métodos de desintegracao celular usados na fase preliminar do trabalho.

Método legenda
MS moagem (Hz, 5 min, esferas de 8 mm) do material seco
HM 1min homogeneizador mecanico 10000 rpm 1 min
M+E moagem —> enzima
P+E pressao > enzima
HM 24000
Rpm homogeneizador mecanico 24000rpm
HA hidrolise acida
P+U pressao = ultrassons
P branco Pressao (68 atm)
MC moagem criogénica
MC+U moagem criogénico - ultrassons
HM 5min homogeneizador mecanico 10000 rpm 5 min
HA2 hidrolise acida

200 mg de biomassa
em 20 ml de dgua

Homogenizador

A4

10000 rpm/1min

Homogenizador

v

24000 rpm/5min

. S/
e N
5 Alta pressdo 1000
atm/24h
\_ J
7 N

Hidrolise acida

»
>

. J

Figura: 3.6- Pré-tratamentos da biomassa.

Vibracdo

Apds o pré-tratamento, seguiu-se o processo de extracao propriamente dito, que consistiu no

seguinte: a amostra de 20 ml de suspensao pré-tracada, adicionou-se 40 ml de mistura de

cloroformio e metanol (20 ml de cada) que se levou ao sistema de agitacdo/vibracao
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(agitacdo mecanica com esferas de vidro ( 20 esferas de diametro 2 mm, escala de vibracdo 4
(VibroMatic-384)) durante 1 hora; deixou-se sedimentar a amostra durante trés horas e
recolheu-se a fase inferior, que contera essencialmente cloroférmio (muito mais denso que a
agua e o metanol). A biomassa ficou a maiores partes das vezes no cloroformio (mas nalguns
casos ficou na fase aquosa metabolica). Retirou-se a fase que ndo continha a biomassa
(usualmente a fase metabolica/agua). A fase contendo a biomassa, adiciona-se de novo 40 ml
de mistura cloroformio e metanol (20 ml de cada); segue-se a agitacao (1h) e decantacao
(3h). Recolhe-se a fase sem biomassa (fase metandlica/agua), que se junta a recolhida na
fase anterior, e repete-se o procedimento uma terceira vez. A figura 3.8 ilustra o processo de
decantacado. No final tem-se a fase do cloroféormio (que teria um volume de 60 ml se as
separacoes fossem completas) e uma fase metanol/agua que teria um total de 80 ml (60 de
metanol e 20 de agua). De facto, nao é assim, porque o metanol é parcialmente sollvel no
cloroformio. Posteriormente, a fase do cloroformio foi sujeita a uma extracdo com n-hexano
(3 x 20 ml). Verificando-se residuos de biomassa em suspensdao em alguns extratos, estes
foram submetidos a filtracao/centrifugacao para remocao dessa biomassa. Em resumo,
resultaram-se 3 extratos: n-hexano, cloroformio e metanol (com alguma agua), conforme se
ilustra na figura 3.9. Os extratos secos foram obtidos apds evaporacao em sistema de vacuo
(figura 3.7). Posteriormente, os extratos foram colocados na estufa a 70°C durante a noite,

com vista a remover algum solvente residual.

Figura: 3.7- Evaporador rotativo.
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Figura: 3.8- Esquema do processo de extracdo.

Os lipidos tém trés caracteristicas muito importantes: contém extensas regioes formadas
quase exclusivamente por hidrogénio e carbono com ligacées C-C ou C-H ndo-polares. Sao
insollveis em agua, mas sdo sollveis em solventes organicos, como éter, cloroférmio e
benzeno. Os acidos gordos, que sao a unidade fundamental dos lipidos, sdo moléculas
formadas por uma longa cadeia de hidrocarbonetos de tipo linear e com um nimero par de

atomos de carbono.

Figura: 3.9 - Baldo de decantacdo, ilustrando a separacdo de fases (Fonte autoria propria)
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3.4.4 Identificacdo e quantificacdo de compostos

Com vista a identificar e quantificar os compostos dos extratos, utilizaram-se varias técnicas
analiticas, nomeadamente, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS), cromatografia gasosa (GC-MS) e RMN.

A cromatografia liquida conectada a um sistema de espectrometria de massa (LC-MS) é da
marca Thermo Fischer Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA). O sistema é constituido por
quatro componentes: uma bomba Acella 600, um autosampler Acella, um detetor PDA Acella
e um espectrofotometro de massa LCQ Fleet (Figura 3.10).

A coluna usada para a separacao foi do tipo C18, da marca Thermo Fischer Scientific
(Waltham, Massachusetts, EUA), modelo HyperSil Gold com tamanho de particula 5 pm e
dimensdes 150 mm x 4,6 mm. As amostras foram diluidas em metanol 1:10 e filtradas com
recurso a filtro de 0,25 pm de nylon antes de se proceder a analise em LC-MS.

A cromatografia foi realizada em modo de gradiente, fazendo variar no tempo a composicao
do eluente.

Figura: 3.10 - Equipamento LC-MS/LC-GS

A cromatografia foi realizada em modo de gradiente, fazendo variar no tempo a composicao
do eluente (Ver tabela 3.4). A fase movel foi composta pelos seguintes solventes: A contendo
0.5M de acetato de amoénio em metanol e agua nas proporcoes 85:15 v/v, o solvente B
contendo acetonitrilo e agua nas proporcées 90:10 v/v e solvente C contendo acetato de

amoénio. O fluxo foi de 300 pl/min.
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Tabela 3.4 Composicao temporal do eluente

TEMPO (MINUTOS) A% B% C%
0 30 60 0
5 50 0 0
25 90 0 40
70 50 0 0
80 30 0 0
90 30 0 0
100 50 0 50
105 30 60 70
110 30 60 70

Os comprimentos de onda selecionados para a analise foram os seguintes; 400 nm para o
lipidos e 555 nm para a clorofila A. Com o objectivo de quantificar alguns lipidos, construiu-se

uma reta de calibracdo usando o acido linoleico como padrao (Figura 3.11).

y= 00136 + 00009
R =10.9535

Absorvancia

U n i] bl il ] 10

(Lipido) mg/1
Figura: 3.11 - Absorvancia vs concentracdo de dcido linoleico.

No que respeita a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), para
conferir volatilidade aos compostos, estes foram sujeitos a reacao de esterificacao. Para a
analise dos acidos gordos, uma aliquota do extrato de lipidios, contendo aproximadamente
0,1 g de lipidios, foi seca em rota-evaporador e saponificada. Os acidos gordos foram
metilados pelo método de METCALFE, SCHMITZ usando o diazometano como agente
esterificante. A reacao ficou toda a noite a temperatura ambiente; passado este tempo,
verificasse a finalizacdo da reacao por adicao de uma nova quantidade de solucao de

diazometano. A cromatografia gasosa, para analise de acidos gordos, foi realizada em
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cromatografo VARIAN, modelo 3300, equipado com: detector por ionizacdo em chama; injetor
split, razdo de 100:1; coluna capilar de silica fundida, 30 m de comprimento x 0,30 mm de
diametro interno e contendo 0,25 pm de polietileno glicol (DB-WAX da J & W Scientific,
California, USA); e integrador processador INTRALAB 4290. As condicdes cromatograficas
foram: temperatura da coluna, 150°C por 11 min, programada a 210°C numa razao de
3°C/min; gas de arraste, hidrogénio ao caudal de 1,26 ml/min com velocidade linear de 39,4
cm/s; gas "make-up”, nitrogénio a 30 ml/min; temperatura do injetor; 250°C; e temperatura
do detector, 280°C. A identificacao dos acidos gordos foi realizada pelo uso em conjunto dos
seguintes parametros: comparacdao do tempo de retencao corrigido de ésteres metilicos dos
acidos gordos das amostras e padroes; co-comatrografia de padroes e amostras; e
comprimento equivalente da cadeia.

Os lipidos recuperados e eventualmente outros compostos, apds esterificacdo, foram
quantificados e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-

MS), bem como cromatografia em camada fina.
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Capitulo 4

Resultados e discussao

4.1 Crescimento da biomassa

Analisou-se o crescimento da biomassa alga em reatores da mesma geometria, mas diferentes
areas especificas de iluminacado, e reatores de geometrias diferentes e volumes da mesma

ordem de grandeza.

4.1.1 Reactores com volumes diferentes e a mesma geometria

O cultivo de microalgas apresenta algumas vantagens como sejam a facilidade de acesso aos
nutrientes necessarios, a duplicacdo da biomassa em num curto periodo de tempo e a
possibilidade de manipular as condicées de cultura, de modo a aumentar a producao de um
metabolito especifico, como podem ser os acidos gordos.

Diversos fatores podem influenciar a producao de lipidos e em particular de acidos gordos
pelas microalgas, tais como a intensidade luminosa, a temperatura e os nutrientes. A
biomassa da microalga comparada com outras fontes de acidos gordos apresenta como
vantagem a auséncia de contaminacdo e certas microalgas possuem maior espectro de acidos
gordos poli-insaturados (PUFA).

A figura seguinte (Figura 4.1) ilustra o crescimento de biomassa alga, medida através da
absorvancia, para reactores com a mesma geometria cilindrica, mas diferentes volumes o que

propicia diferentes areas de captacao de luz por unidade de volume.

A

[las
=+ 8

Figura: 4.1 - ConcentracGo de biomassa de algas produzida ao longo do tempo na 19 série de

crescimento em reatores cilindricosde 1L e 5 L.
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Pese embora alguma flutuacdo nos valores de densidade otica medida (convertida em
concentracdo de biomassa através da equacdo na parte experimental deste trabalho),
verifica-se um crescimento linear da biomassa alga ao longo do tempo. Nao ocorrendo
crescimento exponencial, tudo indica que havera um factor limitante do crescimento que
podera ser um nutriente ou a luz. Tendo em conta que N, P, Mg, Ca e micronutrientes e
vitaminas estdao em razoavel excesso, a limitacdo mais plausivel sera o carbono ou a luz.
Tendo em conta que estes ensaios foram feitos apenas com introducao de ar (i.e., sem
introducao de CO, de garrafa), € muito provavel que o nutriente limitante seja o carbono.
Entre os dois reatores (1L e 5 L), o de 5 L apresenta, em geral, menor producdo devido a
menor intensidade luminosa que consegue captar (area por unidade de volume). Partindo de
uma concentracao inicial inferior a 200 mg/L, obtiveram-se concentracoes entre os 800 e
1000 mg/L, ao cabo de 25 dias, o que corresponde a crescimento médio de 24 mg/(L.dia) e 34
mg/(L.dia) respetivamente para o reator de 5 L e 1 L. Estes resultados evidenciam a
importancia da radiacdao luminosa recebida por cada um dos reatores; com areas especificas
de 111.4 cm?/L e 226 cm?/L, respectivamente.

Nestes ensaios foi-se monitorando diariamente o pH (que consta da figura 4.2) e ajustado
diariamente para pH 7.5. O aumento do pH de 7.5 (valor ajustado) para o valor medido no

dia seguinte (na figura 4.2) é um bom indicador do crescimento da biomassa alga.

4L vs Flat plate

9,5
9
I 8,5 /'/H\’\.
o o
—o—14L
8
7,5
2 3 5 6 7 8
dias

Figura: 4.2- pH do meio de cultura medido ao longo do tempo, todas as manhds, antes de ajuste a pH

7.5 (da primeira série de ensaios).

4.1.2 Reactores com geometrias diferentes

A figura 4.3 ilustra a evolucao da concentracao de biomassa ao longo do tempo em reatores
de geometrias completamente diferentes: cilindrica e “flat-plate”, que proporcionam areas
de iluminacao por unidade de volume bastante diferentes (222 vs 350 cm?/L). Nesta série de

ensaios ja se adicionou CO, de garrafa.
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Figura: 4.3- flat-plate série 1 vs reator de 5[ série 2

Observa-se um crescimento relativamente lento durante os primeiros 20 dias e depois um
crescimento exponencial; este seria o comportamento esperado para um sistema descontinuo,
mas a fase inicial de adaptacao parece demasiado prolongada. Por outro lado, em coeréncia
com a area de iluminacdo proporcionada por cada um dos reatores, o reator “flat-plate”

apresentou maior crescimento.

4.2 Rotura da biomassa e Extracao
Fizeram-se duas séries de ensaios. Uns preliminares, com um numero alargado de
métodos de pré-tratamento, e uns pré-tratamentos mais reduzidos selecionados a

partir dos preliminares.

4.2.1 Ensaios de rotura

A tabela seguinte (Tabela 4.1) resume os resultados obtidos nos ensaios prévios de
desconstrucdo da biomassa alga, tendo em conta o extrato recuperado face a massa (base
0.d.) de biomassa alga usada no processo de extracao. Os valores obtidos estao, em geral,

dentro do esperado.
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Tabela 4.1 - Métodos de desintegracao celular usados na fase preliminar do trabalho.

Método Legenda Recuperacao, %
MS moagem do material seco 2
HM 1min homogeneizador mecanico 10000 rpm 1 min 4
M+E moagem - enzima 2
P+E pressao > enzima 5
HM 24000 rpm homogeneizador mecanico 24000 rpm, 1 min 6,5
HA hidrolise acida 10
P+U pressao - ultrassons 5,5
P branco Pressao (68 atm) 8,5
MC moagem criogénica 3,5
MC+U moagem criogénico -> ultrassons 3,5
HM 5min homogeneizador mecanico 10000 rpm 5 min 11,5
H A2 hidrélise acida 11,5

Face aos resultados obtidos, verifica-se que a biomassa seca e submetida a moagem
apresenta enorme dificuldade em ser extraida; dentro das extracbes realizadas com biomassa
humida (tudo o resto), as extracoes precedidas de hidrélise acida, homogeneizacao mecanica
e pré-tratamento a alta pressdo sdo as mais promissoras. Com base nestes resultados, os

estudos posteriores foram realizados com estes processos mais promissores.

As tabelas 4.2 e 4.3 registam os valores dos volumes de solventes usados e efetivamente
recuperados nos processos de extracao. Relativamente aos volumes recuperados face aos
usados, verifica-se que existiram algumas perdas, que ficaram a dever-se a dificuldade do
processo de filtracdo usado para remover os residuos de biomassa existente nos extratos. De
notar que a centrifugacdo nem sempre é adequada para remover os residuos sélidos, ja que
estes apresentam menor densidade do que o cloroformio. Este assunto carece que reflexao

futura.
Por outro lado, verifica-se, de acordo com o expectavel, que ocorre mistura de solvente; i.e.

uma parte do metanol é miscivel com o cloroférmio e parte do n-hexano é miscivel com o

cloroformio.
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Tabela 4.2 - Volumes de solventes aplicados no processo de extracao.

volume teorico (ml)
, _ total
metanol + Agua | cloroformio | n-hexano
hidrolise acida 80 60 40 180
homogenizador 24000 rpm 80 60 40 180
homogenizador 10000 rpm 80 60 40 180
alta pressao 68 atm * 110 60 60 230

* : foi adicionado 20 ml extra de n-hexano; devido a diluicao foi adicionado cerca de 30 ml de

agua

Tabela 4.3 - Volumes de solventes efetivamente medidos apds o processo de extracao.

volume real obtido (ml)
_ total
metanol + agua cloroformio | n-hexano
hidrolise acida 60 80 20 160
homogenizador 24000 rpm 40 82 30 152
homogenizador 10000 rpm 79 80 20 179
alta pressao 68 atm 90 130 10 230

A figura 4.4 mostra as massas de extrato recuperado para os diferentes processos de extracao
e para os diferentes extratos (metanol/agua; cloroférmio; n-hexano). Ao contrario do que
aconteceu nos ensaios preliminares, os valores recuperados nos 3 extratos nao fazem sentido
ja que se partiu de 200 mg de biomassa (base seca). Estes valores anormalmente elevados
podem ter ficado a dever-se a residuais de solventes e/ou eventualmente a erros de
pesagem. Apesar deste contratempo, avancou-se para a identificacdo dos compostos

existentes nos diferentes extratos.

0,6

peso (gramas)
o
w

10000 rpm 24000 rpm  hidrolise acida  alta pressao

M cloroformio M metanol + agua hexano

Figura: 4.4- Massa de extrato obtida, para diferentes condicées de desconstrugdo celular.
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4.2.2 Identificacdo dos componentes dos extratos

Numa primeira fase, testou-se o potencial da cromatografia liquida (HPLC-MS) para tentar
identificar e quantificar alguns componentes dos extratos metalonicos, mas o processo foi mal
sucedido, devido a falta de sensibilidade do sistema de MS para identificar os compostos e a
indisponibilidade de padroes.

Note-se que os extratos de cloroformio e hexano, de natureza hidrofébica, estavam
destinados a derivatizacao e a analise por GC-MS. Na realidade também se fez a derivatizacao

dos extractos de metanol.

De acordo com o previsto, os varios extratos acima referidos foram esterificados com
diazometano e posteriormente analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa. Previamente, analisou-se o seu comportamento em cromatografia

em camada fina, conforme se ilustra na figura seguinte.

Figura: 4.5- Visualizacdo da n;igragdo de compos-tos- numa propor¢do de 7:3 ldmpada

ultravioleta do hidrolisado da biomassa.

A figura 4.5 mostra os cromatogramas obtidos para o extracto de cloroférmio e metanol para
o material resultante da hidrélise acida da biomassa algas. Os resultados sugerem que as
proporcoes relativas dos diferentes compostos nos dois extractos sao diferentes, mas uma
parte dos compostos parece ser comum. Ainda assim, uma analise adequada evidencia que ha
compostos no extracto de metanol que ndo estdo no extracto de cloroférmio; porém as suas
quantidades sao baixas e ndo permitiram a sua identificacao. A figura 4.6 ilustra o espetro de

massa do pico dos 23min:55 segundos do extracto de cloroformio.
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Figura 4.6- Cromatograma (GC) do extracto de cloroférmio (esquerda) e metanol (direita) da

biomassa algas apos a desconstrucao celular com acido sulfirico.
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Figura 4.7 Espetro de massa do pico dos 23min:55 seg.

A tabela 4.4 resume alguns aspectos qualitativos dos cromatogramas. Confirma-se que muitos
compostos estao distribuidos pelos diferentes solventes, o que nao seria a primeira vista de
esperar. Tal pode ocorrer pelo caracter anfipatico (parte hidrofilica e parte hidrofébica) das
moléculas originais na biomassa. Assim, do ponto de vista das extraccoes sucessivas que se
realizaram, no futuro deve eventualmente equacionar-se a possibilidade de hidrolisar a
ligacao entre estas duas partes antes das etapas de extraccdo. Do ponto de vista pratico, nao
parece fazer sentido extraccoes sucessivas com diferentes solventes; a mistura de solventes

parece mais apropriada.
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Tabela 4.4 - Aspetos qualitativos dos cromatogramas.

Observacdes sobre o GC-MS dos extratos

metanol (M)

cloroférmio (C) n-hexano (H)

hidrolise acida (HA)

varios picos
significativos

varios picos

PR sem picos significativos
significativos

homogenizador 24000 | picos semelhantes a . picos semelhantes a AP-
pouco material
rpm (H) outros H
alta pressao 68 atm | picos semelhantes a | picos na gama 21-25| picos semelhantes ao
(AP) AP-H min HA-C

As analises realizadaa por GC-MS dos diferentes extratos permitiram identificar os ésteres

metilicos de acidos carboxilicos presentes nos triacilglicerois presentes nos extratos. Temos a

destacar alguns compostos encontrados nos lipidos: 9-Oxodecanoato de metilo; nonanodioato

de dimetilo; 12-Metiltridecanoato de metilo; hexadecanoato de metilo; Ftalato de butilo e

isobutilo; heptadecanoato de metilo; octadecanoato de metilo; 14-metilhexadecanoato de

metilo. Estes acidos apresentam cadeias saturadas e insaturadas de nove até dezoito atomos

de carbono. O acido predominante nesta analise é o acido hexadecanodico. Temos a destacar

as suas estruturas (figura 4.8) de acordo com a nhomenclatura acima mencionada.

De realcar que nao foi possivel identificar acidos gordos polinsaturados, o que pode ter ficado

a dever-se a varias razdes: o seu baixo teor, face aos saturados; oxidacdo no processo de

extraccao e analise; outros
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Figuras 4.8 estruturas destacadas de acordo com a nomenclatura acima mencionada.

As estruturas foram desenhadas no programa chemoffice 2015 por Cahilo Manuel Martins
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Capitulo 5

Conclusdes e perspetivas futuras

A biomassa algas tem potencial para que num futuro préximo possa constituir uma alternativa
para a obtencao de produtos de valor acrescentado para a incorporacao em alimento,
farmacos, entre outros, e ao mesmo tempo mitigar as emissdes de gases de efeito estufa, tais
como o CO,. No entanto, existem ainda variadissimos trabalhos a ser realizados nas varias
areas ligadas a producao e disrupcao deste microrganismo até que a sua utilizacao plena a
escala industrial seja uma realidade.

Neste trabalho foi possivel concluir através de dois ensaios efectuados no reator “flat-plate”
e no reator de cilindrico de cinco litros (5l), que a producao de biomassa pode ser superior no
reator “flat-plate”, devido a sua maior area de captacao de luz.

Relativamente a desintegracdo celular/extracao, foi possivel concluir que para a espécie
utilizada neste trabalho, a secagem da biomassa ndao compensa o gasto energético e de
recursos em relacao a utilizacao de biomassa himida aquando da sua desconstrucao.

Os processos de desconstrucdo mais promissores foram a hidrdlise acida, o pré-tratamento a
alta pressao e a homogeneizacdo mecanica (rotor/estator a elevada rotacéo).

Apesar da proporcao relativa dos diferentes compostos variar com os solventes de extracao
usados, n-hexano, cloroformio e metanol, os solventes nao evidenciaram seletividade para
compostos especificos, o que pode indicar que os compostos originais (ndo hidrolisados)
teriam partes hidrofilicas e partes hidrofébicas.

A esmagadora maioria dos acidos gordos identificados sdo de cadeia saturada, nao tendo sido
possivel identificar acidos gordos insaturados, provavelmente devido a sua baixa concentracao
nos extratos ou eventualmente a sua instabilidade nos processos de desconstrucédo e extracao

usados.

Para trabalho futuro seria importante analisar as razoes para a baixa seletividade dos
solventes e esclarecer a presenca dos acidos gordos insaturados, em termos de teor e em
termos de composicao.

Com vista ao aumento da produtividade, seria necessario estudar o efeito da area interfacial
especifica (m?/m* de meio) para a transferéncia de massa através do aumento do caudal de
ar comprimido entregue as culturas através de uma placa porosa, reduzindo desta forma as

dimensbes médias das bolhas e aumentando o carbono inorganico inserido no meio.
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Anexos

Anexos de aspectos das estruturas dos lipidos

Amostras e extracdes da biomassa de Microalgas: RS - 1 (HA - hexano, peso 0,024 mg)
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RS - 8 (24000 - Cloroformio, peso 0,061 mg). Cromatograma:
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