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Resumo

Com origem ha cerca de 2.500 milhoes de anos, as microalgas podem ser encontradas em
quase todo o tipo de ambientes apresentando, deste modo, uma extensa biodiversidade
que possibilita a exploracdo de diferentes metabolitos por elas produzidos.

Atualmente, a exploracdo destes microrganismos abrange uma vasta area, que vai desde a
alimentacao humana e animal até a farmacéutica. O seu interesse comercial é evidente,
produzindo-se cerca de 11 000 toneladas todos os anos.

Apesar dos avancos alcancados, persiste a necessidade de otimizar o processo como um
todo, para melhorar a sua viabilidade econémica. Neste contexto, a otimizacao da extracao
de produtos de elevado valor acrescentado, como a astaxantina, é uma das vias a seguir.
Este produto é produzido principalmente pela microalga Haematococcus pluvialis;
atualmente, sao produzidas cerca de 300 toneladas por ano e o seu valor pode atingir os
6300€/kg. O presente trabalho visava trabalhar com a H. pluvialis e otimizar as suas
condicbes de crescimento e de extracdo de astaxantina. Durante os meses de novembro e
dezembro de 2019 realizaram-se alguns ensaios com esta microalga, que permitiram
identificar alguns fatores limitantes do crescimento, nomeadamente fosforo e luz. Com o
aparecimento da pandemia nao foi possivel manter a H. pluvialis em condicoes favoraveis,
tendo ocorrido contaminacoes por outros microrganismos que tornou inviavel continuar
com esta microalga adquirida na Escdcia. Face a isto, o trabalho orientou-se para a Chlorella
vulgaris na qual se aplicou a mesma estratégia: identificaciao das limitagdes ao crescimento;
aumento do crescimento suprindo as caréncias de fosforo e implementando um método que
permite fornecer a intensidade luminosa necessaria, mesmo com elevadas concentragoes de
biomassa; aplicacao de condicGes de stress ( luz, caréncia de nutrientes e H.O.) e avaliacao
do impacto na biomassa e nos correspondentes teores de carotenoides e lipidos.

Deste modo, foi realizado uma otimizacdo que envolveu alteracbes no meio de cultura e,
posteriormente, foi analisado e caracterizado o efeito da intensidade luminosa ao longo do
tempo de cultura, sendo este um dos fatores limitantes na cultura.

O método proposto permitiu aumentar em 22% a quantidade de lipidos e em 51% a
quantidade de carotenos produzidos pelas células, tendo em conta o acréscimo de biomassa
obtido pelos métodos de cultura otimizados, quando comparados a um controlo.

Os resultados desta investigacao permitem o desenvolvimento de métodos mais eficazes na
producao de biomassa, bem como a utilizacdo de um método para a producao de compostos

de interesse, apresentando-se o peroxido de hidrogénio como um indutor de stress.

Palavras-chave
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Abstract

Microalgae appeared around 2,500 million years ago. They can be found in almost all types
of environments, thus presenting an extensive biodiversity that allows the exploration of
different metabolites produced by them.

Currently, the use of these microorganisms covers a wide area, ranging from human and
animal food to pharmaceuticals. Being produced around 11,000 tonnes every year.

Despite the advances achieved, there is still a need to optimize the process, to improve its
economic viability. In this context, the optimization of the extraction of products with high
added value, such as astaxanthin, is one of the ways to be followed.

This product is mainly produced by the microalgae Haematococcus pluvialis; currently,
about 300 tons are produced per year and their value can reach € 6300 / kg. The present
work aimed to work with H. pluvialis and to optimize its conditions of growth and
astaxanthin extraction. During the months of November and December 2019, some tests
were carried out with H. pluvialis, which allowed to identify some limiting factors of growth,
namely phosphorus and light. With the appearance of the pandemic, it was not possible to
maintain H. pluvialis: contamination by other microorganisms occurred and it was
impossible to continue the study. In view of this, the work was oriented towards Chlorella
vulgaris in which the same strategy was applied: identification of growth limitations;
increased growth, surpassing the phosphorus deficiencies and implementing a method that
allows to provide the necessary light intensity, even with high concentrations of biomass;
application of stress conditions (light, nutrients starvation and H202) and assessment of
the impact on biomass and the levels of carotenoids and lipids.

In this way, an optimization was carried out that involved changes in the culture medium
and, later, the effect of light intensity over the culture time was analyzed and characterized,
this being one of the limiting factors in the culture.

The proposed method allowed to increase the amount of lipids by 22% and the amount of
carotenes produced by cells by 51%, considering the increase in biomass obtained by the
optimized culture methods, when compared to a control.

The results of this investigation allow the development of more effective methods in the
production of biomass, as well as the use of a method to produce compounds of interest,

presenting hydrogen peroxide as a stress inducer.

Keywords

Microalgae; Chlorella vulgaris; Haematococcus pluvialis; light optimization; carotenes.
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1. Introducao

O impacto ambiental do crescimento da populacdo e do uso excessivo de fontes de energia
nao renovaveis sao problemas mundiais com que lidamos diariamente.

Ao longo deste trabalho sao demonstradas as razdes que fazem das microalgas uma das
solucoes para estes problemas pelas suas caracteristicas singulares, nomeadamente a
capacidade de absorc¢ao de nutrientes e fixacao de CO2, associada a capacidade de produzir
uma grande variedade de compostos, tornam estas “fabricas-vivas” uma alternativa eficaz
para o tratamento de afluentes, producao de energia renovavel, bem como fonte de

compostos bioativos para as mais diversas areas.

1.1. Enquadramento do trabalho

O interesse pelas microalgas tem vindo a registar um aumento significativo, devido ao seu
elevado potencial como alternativa para a producao de biocombustivel e compostos
farmacéuticos de uma maneira mais sustentavel face aos métodos atuais 2.

Os problemas ambientais tém tido uma especial atencao nestes tltimos anos, ap6s varios
estudos comprovarem o aumento da temperatura média global do planeta como
consequéncia da poluicao atmosférica, sendo que a libertagao de CO. e outros gases efeito
de estufa, sdo um dos principais fatores. Estas alteraces atmosféricas nao afetam sé os
seres humanos, mas todo o ecossistema da Terra3, tornando urgente e imprescindivel
encontrar alternativas aos métodos atuais de producdo imprescindivel.

Segundo a European Environment Agency, s6 na Europa sao libertados mais de 400
milhGes de toneladas de CO, para a atmosfera, o que corresponde a 30% de todo o CO.
emitido no mundo anualmente4. Aproximadamente, 92% destas emissoes sao provenientes
da combustao de combustiveis fosseis, evidenciando as emissoes dos sectores energéticos
e dos transportes4. As matérias primas usadas, nomeadamente, o petroleo e o carvao, sao
matérias nao renovaveis que, quando sao refinadas e usadas, libertam enormes quantidades
de gases de efeito de estufa, cujos perigos associados ja sao sobejamente conhecidos.

A bio-fixacao de didxido de carbono (CO.) por organismos fotossintéticos é uma das
estratégias que se tem vindo a explorar, no sentido de se conseguir reduzir a concentracao
deste gas na atmosferas¢. As microalgas poderao vir a ser a solucao para este problema,
tendo em conta que entre as espécies que fazem bio-fixacdo, existem determinadas
microalgas que permitem taxas de fixacao de CO. até 50 vezes superior as das plantas

terrestres?’.



Atualmente, ji existem biorrefinarias que, apesar de serem ainda em ndmero reduzido ,
usam o CO. emitido no seu funcionamento para a producao de microalgas®, sendo estas
posteriormente usadas para combustdo, ocorrendo assim uma reciclagem do diéxido de
carbono e da biomassa produzida.

No entanto, sabemos que para a producdo de microalgas s6 o di6xido de carbono nao é
suficiente, sendo também necessarios outros nutrientes. Neste sentido, associado ao
crescimento da industria e da populacdo mundial, tem sido investigada a vantagem do uso
das microalgas para o tratamento de afluentes, visto que estes apresentam matéria organica
e, principalmente, inorganica que as microalgas precisam para o seu crescimento.
Atualmente, no tratamento de &guas, mais concretamente no tratamento terciario e
quaternario, as microalgas ja sdo usadas para absorcao da matéria inorganica, em especial
o0 azoto e o fosforo’.

Estas caracteristicas, nomeadamente a capacidade de fixar CO, e usar fontes organicas e
inorganicas de nutrientes para o seu crescimento, bem como para a producao de diversos
compostos, fazem da microalga, uma “fabrica verde” de compostos e biomassa para as
diversas industrias.

Em paralelo a solugdo para determinados problemas ambientais, as microalgas também
podem dar resposta a problemas sociais e econdémicos, visto que algumas espécies tém sido
catalogadas como um superalimento, nomeadamente, a Spirulina spp. e a Chlorella spp. ,
devido ao seu valor nutricional e aos compostos bioativos que estas contém?.

Neste momento, os compostos que mais se exploram nas microalgas sdo os polissacéridos,
lipidos, pigmentos, proteinas, vitaminas e antioxidantes!. Os lipidos e os antioxidantes serao
objeto de atencao particular ja que a C. vulgaris apresenta capacidade de os produzir.
Devido ao seu rapido crescimento e acumulacdo de compostos, esta microalga tem-se
tornado uma das microalgas mais exploradas na area da biotecnologia verde e azul", sendo
a sua producao focada na biomassa e na extracao de lipidos.

Apesar das vantagens comprovadas do uso das microalgas para producao de compostos e
biomassa, persistem dificuldades associadas ao processo de extracdo e producdo que
dificultam o crescimento desta industria.

Ao longo desta investigacao, vao ser analisados os varios fatores que afetam o crescimento
das microalgas, bem como a producao dos compostos de interesse, com o objetivo de
determinar os fatores limitantes e desenvolver um método para os ultrapassar. Neste
ambito, os diversos ensaios vao ser realizados em fotobiorreatores de 1L que permitirao o
controlo dos diferentes fatores, sendo que, em paralelo, realizar-se-4 uma monitorizacao da

resposta das microalgas.



Com base em outras investigacoes'>—14 ja realizadas, a intensidade luminosa que chega as
microalgas é um dos fatores limitantes no crescimento da biomassa, sendo este um dos

fatores que ira ser caracterizado e investigado ao longo deste projeto.

1.2. Objetivo do trabalho

Como anteriormente referido, as microalgas apresentam uma enorme capacidade para
substituir outras fontes de energia e de se tornarem “fabricas” na producao de compostos
com elevado valor comercial. No entanto, para viabilizar este processo, persiste a
necessidade de otimizar os processos de producao e extracao dos compostos. Com o objetivo
de ultrapassar algumas das dificuldades associadas a producao de microalgas, vao ser
estudados os efeitos de diferentes parametros de cultivo, de modo a identificar os
parametros mais limitantes.

O principal objetivo dos ensaios com a C. vulgaris é identificar os fatores limitantes do seu
cultivo em fotobiorreatores com luz artificial e desenvolver um método para minimizar
essas limitagoes em conjunto com uma monitorizacao do efeito do método de cultivo na
acumulacdo dos metabolitos nas microalgas.

Os resultados vao permitir uma melhor compreensao dos parametros fundamentais para o
crescimento das microalgas e a sua influéncia na producdo e acumulagio de compostos.
Com este projeto pretende-se obter informacao para desbloquear o potencial econémico das
microalgas, sabendo da sua capacidade de responder a muitos dos problemas ambientais e

econdmicos, aos quais permanecemos associados nos dias de hoje.



1.3. Estrutura do trabalho

Apos serem definidos os objetivos e efetuado uma breve introducdo ao potencial das

microalgas, segue-se:

Capitulo 2 — Revisao da literatura sobre as diferentes tematicas abordadas;
Capitulo 3 - Materiais e métodos;

Capitulo 4 — Resultados e respetiva discussao;

Capitulo 5 — Conclusdes e perspetivas futuras;

Capitulo 6 - Referéncias Bibliografica



2. Revisao Bibliografica

Neste capitulo, desenvolvem-se algumas das principais teméticas para o trabalho,
através da revisao bibliogréafica.
Este capitulo permite um enquadramento mais completo na cultura de microalgas desde

a fisica dos biorreatores, as aplicacoes dos produtos nas diversas areas.

2.1. Microalgas

As microalgas sao seres fotossintéticos unicelulares que conseguem viver nos mais
diversos sistemas aquaticos, sejam estes de 4gua doce ou salgada. Existem trés grandes
géneros de algas, nomeadamente as Rhodophyta (algas vermelhas), Phaecphyta (algas
castanhas) e as Cholorphyta (algas verdes), sendo possivel encontra-las praticamente em
qualquer parte do planeta.

Devido a enorme biodiversidade, as microalgas presenteiam-nos com trés sistemas de
crescimento diferentes. A saber:

- Autotroéfico. As microalgas necessitam de compostos inorganicos e luz para o seu
crescimento. Para além da luz fornecer a energia para o seu crescimento também a usa
para a degradacao dos compostos no meio.

O processo de fotossintese realizado por estas microalgas podera ser uma das respostas
aos graves problemas ambientais com que nos deparamos, uma vez que 0 seu
metabolismo permite a fixacao de CO., transformando-o em biomassa's.

- Heterotroéfico. Estas microalgas utilizam matéria organica como fonte de energia e de
carbono, sendo capazes de utilizar uma grande variedade de fontes de carbono organico.
Esta caracteristica é uma das mais importantes, para a sua utilizacao no tratamento de
afluentest:0,

- Mixotréfico. Como o proprio nome indica, este tipo de microalgas consegue
transformar tanto os compostos inorganicos como os organicos em energia. As
microalgas mixotrdficas pode eliminar um dos maiores problemas do cultivo de
microalgas autotréficas, nomeadamente a limitacao da luz no sistema e, deste modo,
permitir uma maior quantidade de biomassa. No entanto, este tipo de crescimento pode

induzir um elevado stress na cultura, em comparacao com os restantes sistemas?”.

Atualmente, a exploragao destes microrganismos foca-se na producao de compostos para
uma elevada diversidade de aplicacGes justificando a nomeacao das microalgas como

sendo “mini-fabricas”. Os compostos com maior valor comercial sdo os polissacaridos,



lipidos, pigmentos, proteinas, vitaminas e outros produtos bioativos, como alguns
antioxidantes®10-18,

Para além da exploracdo industrial para obtencdo dos seus compostos, as microalgas
podem ser a solucdo para alguns problemas ambientais, atendendo ao seu crescimento
rapido e a capacidade de absorver nutrientes do meio.

O aumento dos gases efeito de estufa e de afluentes domésticos sdo dos dois maiores
desafios para a sustentabilidade do ambiente. Deste modo, o metabolismo natural das
microalgas pode ser explorado e mesmo otimizado, com a finalidade de se tornar uma
opcdo valida no combate a estes problemas ambientais?9. Como ja referido, a sua
capacidade em fixar CO. e de consumir nutrientes no meio, também tem sido explorada,
sendo amplamente usadas no tratamento de afluentes, permitindo a reducao de nitratos
e fosfatos até 96% 520,

Atualmente, as microalgas utilizadas no tratamento de afluentes tém sido exploradas nao
s6 para adubagem ou alimento animal, mas também para extracdo de compostos,

permitindo maximizar o rendimento deste tipo de tratamentoz°.

2.2. Producao de Biomassa

A biomassa algal é composta em média por: 60% de proteinas, 15% de hidratos de
carbono e 15% lipidos2'. Estas proporc¢des variam muito de microalga para microalga,
mas representam os compostos mais explorados devido a elevada capacidade de
producao e acumulacao.

Anualmente, na Europa, existem mais de 150 empresas de biotecnologia para explorar
esta industria, representando 750M€ em 201522, Os principais compostos explorados sao
os pigmentos e os lipidos. Contudo, a exploracao de microalgas nao possui apenas como
objetivo a extracao de compostos, mas também a producao de biomassa.

A biomassa apresenta diferentes mercados nos quais as microalgas sao comercializadas,
em grande maioria, desidratadas. Alguns exemplos deste tipo de produto podem ser
encontrados na aquacultura, agricultura e mesmo como fonte de alimento humano.
Devido as suas caracteristicas especificas, a utilizacdo de microalgas na alimentacao
humana e animal tem aumentado exponencialmente, sendo a Chlorella, a Spirullina, a
Dunaliella e a Haematococcus as mais usadas devido a sua riqueza em antioxidantes e
ao elevado conteddo de proteinas e de nutrientes essenciais2s.

Em conjunto com a industrializacdo da producdao de microalgas e a necessidade de
acompanhar a procura, tanto ao nivel da alimentacdo como da extracao de compostos,
ocorrem tentativas de otimizar o proprio mecanismo celular da microalga. Deste modo,

a modificacdo genética, apesar de ainda restrita, jA é explorada, sendo que estes



organismos geneticamente modificados apresentam uma maior expressao dos
compostos de alto valor comercial, em conjunto com um tempo de crescimento inferior
2425, Este tipo de investigacdo vai ajudar a aumentar, a nivel global, a industrializacdo
das microalgas, contornado os varios problemas associados a sua cultura em larga escala,

permitindo responder a alguns dos problemas ambientais e sociais existentes.

2.3. Compostos de elevado valor acrescentado

A extracao de compostos produzidos pelas microalgas é um dos setores mais rentaveis
nesta area. Proteinas, polissacarideos, acidos gordos, pigmentos, enzimas e vitaminas
sdo alguns dos compostos ja explorados23 apresentado diversas aplicagoes. A area
farmacéutica é exemplo disso. E uma 4rea em constante inovaciio e sempre a procura de
novos compostos bioativos que permitam o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos especialmente, agentes terapéuticos de origem biologicaz6, devido as suas
vantagens.

Os compostos explorados nesta area representam os valores comerciais mais elevados,
devido a necessidade de produzir agentes bioativos, com grande pureza, para a sua
administracdo no corpo humano. Anti-inflamatorios, antioxidantes, antifingicos2? e até
anticancerigenos2® como é o caso do Cucarin-A, proveniente da Lyngbya majuscula,

sdo varios dos compostos explorados nesta area.

2.3.1 Pigmentos

Os pigmentos sao moléculas complexas com capacidade de refletir ou absorver luz com
determinados comprimentos de luz, existindo em grande quantidade nos vérios tipos de
microalgas, como € o caso da clorofila, carotenoides e as ficobiliproteinas, estas ultimas
menos conhecidas, sem, no entanto, deixarem de ter o seu interesse. Estas encontram-
se presentes nas cianobactérias e microalgas vermelhas e, tal como a clorofila, permitem
a captacao da luz. Uma das suas aplicagoes é na citometria de fluxo, devido as suas
propriedades de florescéncia, tornando-as num dos principais fluoréforos usados na

citometriasc. Sao ainda usadas nas areas de cosmética e na alimentacao.



2.3.2. Clorofila

A clorofila é um pigmento verde natural responsavel pela absorcao de energia
proveniente da luz, convertendo-a em energia quimica através da fotossintese. E um
composto bioativo usado tanto na industria alimentar, como na cosmética e
farmacéutica3s:. Esta molécula tem sido investigada devido as suas propriedades

nutricionais, antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatoériass2.

clorofilaa R= CH,

clorofilab R = CH=0

Figura 2.1 — Estrutura da clorofila A e B, as mais abundantes.

Este produto abrange diversos mercados incluindo a sua venda como corante, devido a
sua absorcao de luz de determinados comprimentos de ondas.

A clorofila também é usada em produtos farmacéuticos, embora de forma menos
significativa. Alguns trabalhos cientificos demonstram que o uso deste produto permite
aumentar a velocidade da cicatrizagdo até 25%, por facilitar a hidratacdo das células
danificadas, promovendo assim o processo de cicatrizagaoss.

Apesar das diversas vantagens da utilizacao deste produto, existem algumas dificuldades
durante a sua extracao, principalmente devido a sua instabilidade. Esta decorre devido a
exposicao do iao magnésio ao oxigénio sem qualquer tipo de protecao. Deste modo,
durante o processo de extracao, é necessario realizarem-se procedimentos particulares,
tendo em atencao o rigoroso controlo de diversos fatores, nomeadamente a temperatura
e aintensidade luminosa, bem como o tempo em que o composto é exposto ao ambiente,
sob pena do composto se poder degradar, diminuindo a rentabilidade do processo e

inviabilizando o scale-up 34.



A preferéncia de pigmentos naturais tem vindo a aumentar quando comparados aos
pigmentos artificias em virtude de mudancas de legislacdo baseadas nas diferentes

vantagens do seu uso.

2.3.3. Carotenoides

Os carotenoides podem ser extraidos de diferentes fontes. Tanto sdo extraidos de
algumas bactérias, como de fungos e, até mesmo, de algumas espécies de camarao. No
entanto, é nas microalgas onde se encontra a melhor relacio de w/w (peso de
carotenoides por peso de biomassa), sendo considerados um dos principais compostos
extraidos destes microrganismos.

Na natureza, existem mais de 600 compostos de carotenoides que podem ser divididos

em dois gruposss:

-Xantofilos. Onde se encontram a astaxantina e a luteina, que contém o grupo funcional
hidroxilo;
- Carotenos. Os compostos mais conhecidos deste grupo incluem o (-caroteno e o

licopeno, que nao contém nenhum grupo funcional.
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Figura 2.2 — Estrutura dos quatro principais carotenoides explorados nas microalgas.

Devido a consciencializacao do consumidor acerca dos beneficios que os carotenoides e
os seus derivadoss® trazem para a saide, o mercado mundial deste setor tem vindo a
aumentar consideravelmente. De 2017 a 2019 registou-se um aumento de 25%, atingindo
o valor de 2 bilides de dolares.

Atualmente, a investigacao sobre métodos de otimizacao da producao de carotenoides e
da sua extracao também tem vindo a apresentar um crescimento, visando satisfazer o
aumento da procura do produto, otimizando o custo do processo de downstream,

tornando a extracdo economicamente mais atrativa.



Os carotenoides incluem alguns dos compostos com maior potencial de anti-oxidacao
existentes na natureza, sendo usados pelas microalgas para defesa, quando sujeitas a
ambientes de stress. Com base neste mecanismo de defesa, a indug@o de stress nas
microalgas é dos principais métodos utilizados para induzir a producao e acumulacao
destes compostos dentro da célula. No entanto, associado a este mecanismo de defesa,
algumas microalgas, nomeadamente a H. pluvialis, apresentam outros mecanismos de
defesa, tal como o endurecimento da parece celular. A nivel industrial, este segundo
mecanismo aumenta os custos associados ao downstream deste composto, pois exige um
maior gasto de energia, com o consequente aumento do custo, no processo de lise celular.
Apesar do elevado potencial destes produtos, a otimizacdo dos mecanismos celulares e

do processo de downstream sao exigéncia de mercado.

2.3.4. Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas sdo proteinas soltveis em agua que, tal como a clorofila, capturam
energia proveniente da luz. Contudo, dos pigmentos produzidos pelas microalgas, sao os
menos explorados. A sua utilizacao baseia-se nas suas propriedades de fluorescéncia, por
apresentar melhores resultados em ensaios de alta sensibilidade, quando comparados
com outros fluoréforos. A grande solubilidade em 4gua e uma intensidade de luz 10-20x
superior aos fluor6foros mais utilizados, colocam estes pigmentos entre os melhores
candidatos para técnicas baseadas em fluorescéncia, nomeadamente a citometria de
fluxo e ensaios de fluorescéncia em microplacasso:s7.

Tal como os diferentes pigmentos acima referidos, este tipo de proteina também
desempenha fungdes nas areas da nutricio humana e farmacéutica, devido as
propriedades anti-oxidantes e anti-virais.

Como estes compostos sao menos explorados, a procura por mais espécies de microalgas
com capacidade de produzir este tipo de proteina em maiores quantidades,
eventualmente, permitiria o avanco de algumas técnicas biotecnologicas para a diagnose

e prevencao e tratamento de doencas até agora intrataveisse.
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2.4. Lipidos

As microalgas tém a capacidade de produzir dois tipos de lipidos, polares e nao polares.
Os lipidos polares encontram-se maioritariamente nas membranas das microalgas,
enquanto que os lipidos nao polares (neutros), como por exemplo os triglicéridos (TAG),
sao armazenados em compartimentos préprios, sendo produzidos em maior quantidade
sempre que as microalgas ficam sujeitas a situacoes de stresss9.

O teor de lipidos na biomassa depende da espécie bem como da fase de crescimento e do
meio de cultura onde se encontram. Deste modo, é possivel manipular as microalgas para
produzirem em maior quantidade o produto de interesse, tendo, em alguns casos,
atingindo cerca de 70% da sua massa seca, como lipidos, apos ensaios de inducao de
stress.

Dos diversos lipidos que as microalgas conseguem produzir, destaca-se o TAG. A
transformacao deste composto para biocombustivel ocorre através da sua
transesterificacdaoss, que pode ser realizado por via quimica ou enzimatica.

Para além da transformacao dos TAG em metil ou etil esteres dos acidos gordos, os
lipidos podem sofrer outro tipo de transformacdo, nomeadamente termoquimica ou
bioquimica.

As técnicas termoquimicas baseiam-se na decomposicdo da matéria organica através de
combustao, enquanto que as técnicas bioquimicas incluem fermentacao alcodlica,
digestao anaero6bica e producao bioldgica de hidrogénio3®:39, para obtencao do produto
final.

Um dos problemas na produgdo de biocombustivel através de matérias primas
renovaveis encontra-se na otimizacdo do processo de conversao dos lipidos a
biocombustivel, pois alguns destes processos apresentam elevados custos, levando ao
aumento do preco final do produto.

Apesar dos diversos estudos ja efetuados, uma otimizacdo do processo industrial
permitiria diminuir os custos associados, facilitando a entrada direta destes produtos na
competicdo com combustiveis provenientes de fontes ndo renovaveis, como é o caso do
petroleo.

A exploracao das biomoléculas produzidas pelas microalgas nao se baseia s6 nos
compostos ja referidos, mas em muitos outros que, apesar de uma exploracao inferior,
apresentam vantagens igualmente importantes. Em conjunto com os produtos mais
conhecidos, todos os anos tém aparecido novos compostos com capacidade de competir
diretamente com os seus analogos sintéticos, tanto a nivel de desempenho, como a nivel

econdmico.
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A figura 2.3 relaciona os valores dos produtos com as suas aplicacoes e a quantidade

vendida.
Valor Cosmética e farmacéutica
Alimentacao humana/animal
Biocombustivel
Compostos brutos
Fertilizantes
% Vendas

Figura 2.3 — Relacdo entre o preco dos produtos e a quantidade de producio

2.5. Tratamento de efluentes

Como resultado do elevado crescimento demografico, compostos organicos e inorganicos
libertados para o ambiente tém vindo a crescer. Um aumento consideravel de descargas
de residuos domésticos, agropecuarios e industriais sao a principal causa da poluicao das
aguas. O tratamento destes afluentes surge como uma necessidade urgente para a defesa
e melhoria de qualidade do ambiente. As microalgas apresentam potencial para a
intervengdo no ambito do tratamento de afluentes, por possuirem capacidades de
absorcao e na transformacao de alguns dos compostos libertados, com a vantagem de
conseguir produzir compostos de interesse’.

Os cursos de agua sofrem descargas de varias fontes, o que afeta a composicao dos
afluentes, apresentando, genericamente compostos organicos e inorganicos, tanto
naturais como produto da acdo humana. Os principais compostos organicos que se

encontram nos afluentes sao carboidratos, gorduras, proteinas e aminoacidos. Por outro
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lado, grandes quantidades de sbédio, calcio, potassio, fosfato, amonia, metais pesados,
entre outros, entao presentes nos efluentes4° como compostos inorganicos.
O tratamento de efluentes pode ser dividido em quatro etapas:

- Pré-tratamento: resume-se a remocao de matéria sélida no afluente. Este passo
vai facilitar as etapas posteriores, removendo a matéria que pode danificar o material ou
reduzir o fluxo dos afluentes nos processos seguintes.

- Tratamento secundario: o foco deste tratamento é reduzir a carga organica do
afluente diminuindo, consequentemente, a caréncia bioquimica de oxigénio. O uso de
bactérias heterotroficas é essencial neste processo, sendo que estas decompdem a
matéria organica;

- Tratamento tercidrio: o objetivo deste passo é remover grande parte dos
compostos organicos, podendo ser removidos quimicamente ou biologicamente,
registando diferentes vantagens, dependendo do afluente a ser tratado.

E neste terceiro tratamento que o potencial das microalgas se insere, visto poderem
intervir de forma muito relevante na remocao de compostos organicos.

A cultura de microalgas representa uma solucdo para este problema, devido a
capacidade/necessidade do consumo de fosfatos e nitratos, para o seu proprio
crescimento. Associado a metabolizacdo destes compostos, as microalgas produzem
oxigénio e outros metabolitos durante a fotossintese que provocam altera¢ées no meio,
como € o caso do aumento do pH, originando um efeito de desinfecaos.

A biomassa produzida nesta etapa pode e deve ser aproveitada para extracdo de
compostos, otimizando o rendimento de todo o processo. Atualmente, a extracao de
lipidos de microalgas usadas no tratamento de afluentes é um dos processos explorados,
em conjunto com o uso de biomassa, como fonte de energia para biocombustiveis4°;

- Tratamento quaternério: foca-se na extracao de metais pesados e minerais
soltiveis que nao ficaram retidos durante os tratamentos anteriores.

Diversos estudos efetuados sobre a absorcdo de metais pesados por parte das microalgas,
torna-as uma potencial solugido para este tratamento. Neste processo, as microalgas
funcionam como um meio de concentracdo dos metais, sendo necessario posterior

tratamento da biomassa#.

2.6. Condicoes da cultura

A cultura de biomassa com fins comerciais exige uma grande densidade de microalgas
dentro do biorreator. Devido a esta elevada densidade, a escassez de alguns dos recursos
esséncias para o crescimento, pode ser inevitavel. De modo a obter uma biomassa
saudavel e em grande quantidade, é necessario ter atencao as condicOes as quais as

microalgas sao expostas.
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As condicoes 6timas mudam de espécie para espécie e mesmo de biorreator para
biorreator, no entanto os principais requisitos sdo comuns: a luz (tanto a intensidade
luminosa como o comprimento de onda)3!, nutrientes e diéxido de carbono4°.

Num sistema descontinuo, no final da cultura, a elevada densidade algal dificulta a
difusdo da luz pelo biorreator, sendo necessario induzir elevadas intensidades nesta fase
do processo. No entanto, caso no inicio da cultura as microalgas sejam sujeitas a estas
intensidades, vai ocorrer stress ou mesmo lise celular das células, limitando o seu
crescimento normal.

Os sistemas em continuo, apesar de nao terem as limitacoes acima referidas, é necessario

controlar as condicoes de cultura de igual modo.

2.6.1. Luminosidade

O efeito da luz e a sua interacdo da mesma com as microalgas representa uma grande
parte dos estudos efetuados nesta area. Alguns dos aspetos estudados centram-se na
caracterizacao da luz, nomeadamente o comprimento de onda, intensidade luminosa,
ciclos de dia/noite42 e noutros casos, nas areas de superficie dos biorreatores e o percurso
otico da luz dentro do biorreator4s. Em especial, nas microalgas autotroficas, este é o
parametro mais importante a controlar.

A combinacdo entre nutrientes, CO. e luz permite aos cloroplastos produzirem energia
essencial para o metabolismo das microalgas e para o seu crescimento. No entanto, é
importante controlar nao sé a intensidade da luz, como também os seus comprimentos
de onda.

As microalgas apresentam diferentes racios de clorofila a, b e ¢, absorvendo variados
comprimentos de onda. Assim, a otimizacao dos comprimentos de onda emitidos pela
fonte de luz a utilizar, pode traduzir-se a uma diminui¢ao nos gastos de energia, evitando
os comprimentos de onde de luz que as microalgas nao tém a capacidade de absorver.
Em situagdes indoor o uso de LEDs pode potenciar o seu rendimento#4.

Como a luz n3o afeta apenas o crescimento, mas também os metabolitos que as
microalgas produzem, o uso de determinados comprimentos de onda permite aumentar
a quantidade de metabolitos produzidos e acumulados pela microalga especialmente os
pigmentos e os lipidos4s.

As luzes azuis, 400-450nm, e as luzes vermelhas, 650-700nm, sao as ondas de luz que

as microalgas tém maior capacidade de absorcao.
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2.6.2. Nutrientes

Os nutrientes mais usados, tanto na industria como na investigacao, sao vendidos por
empresas onde os meios de cultura vém preparados em quantidades pré-estabelecidas
de modo a satisfazer um maior ntimero de espécies. Estes sao divididos em macro e
micronutrientes, apresentando também, embora em menores quantidades, alguns
metais essenciais e vitaminas, como € o caso do magnésio e do ferro4°.

O controlo dos nutrientes no meio de cultura tem especial importancia, pois pode
influenciar a producao de certos produtos de interesse. Por exemplo, o racio entre os
fosfatos e os nitratos tanto influencia o comportamento do crescimento da biomassa,
como a sua capacidade de produzir e acumular determinados compostos. Neste sentido,
ja existem varios estudos demonstrando que a cultura de microalgas em duas etapas
sucessivas com meios de cultura diferentes consegue influenciar a acumulacao e
producao de produtos com alto valor comercial'24°,

Os meios de cultura sdo preparados de maneira a permitir o crescimento de véarias
espécies de microalgas, apesar destas terem diferentes uptakes de nutrientes. Deste
modo, é importante efetuar a otimizacao dos referidos meios, ainda que seja apenas uma
pequena alteracao, de forma a permitir que a microalga em questao obtenha uma maior
quantidade de biomassa no final da cultura, aumentando o seu rendimento.

Neste ambito, os principais macronutrientes a otimizar sdo o carbono, nitratos e os
fosfatos, devido a sua importancia no metabolismo celular, associados a alguns metais
essenciais, que devido a sua baixa quantidade, s3o denominados por trace elements do
meio de cultura+’.

Tal como acontece com a luminosidade, também ¢é possivel usar os nutrientes para
induzir stress as microalgas e consequentemente aumentar a producdo de certos
compostos. Como referido no inicio do capitulo, o uso de uma elevada intensidade de luz
vai induzir os mecanismos de defesa da microalga, embora no caso do controlo dos
nutrientes, a técnica usada para inducao de stress nao seja o seu excesso, mas, pelo
contrério, a sua escassez.

Este método é denominado por starving e baseia-se em retirar por completo um dos
principais nutrientes usados pelas microalgas, sendo normalmente os nitratos ou os
fosfatos4748, A caracterizacao do meio torna-se assim essencial para qualquer ensaio com

microalgas, devido ao impacto deste no metabolismo das células.

15



2.6.3. Carbono

O composto mais importante para o crescimento das microalgas é o carbono. A
biodisponibilidade deste é indispensavel para o crescimento das microalgas nos mais
diversos sistemas, sejam estas autotroficas, heterotroficas ou mixotroficas.

No caso do modo heterotrofico, a fonte de carbono é organica, sendo que as mais usadas
sdo a glucose, a sacarose e o etanol, devido a elevada energia por mol de substancia#9.
Este tipo de microalgas é muito usado no tratamento de efluentes devido a sua
capacidade de usar diferentes fontes de carbono, tenham estas origem em afluentes
industriais ou domésticos.

No caso das microalgas autotroficas, estas conseguem transformar o carbono inorganico
em energia. Devido ao elevado consumo deste composto pelas microalgas, muitas vezes
€ necessario enriquecer a cultura com CO, por injenc¢ao, com o propdsito de aumentar a
quantidade de di6xido de carbono dissolvido no meio. O borbulhamento de CO., em
conjunto com ar, permite uma maior disponibilidade do CO. e ajuda na agitaciao do

biorreator.

2.6.4. Fosforo e azoto

Em conjunto com o carbono, estas duas moléculas sdo as que se encontram em maior
quantidade na biomassa algal, como tal, tornam-se essenciais nos diferentes meios de
cultura. A capacidade de efetuar biorremediacao de diversos nutrientes, as microalgas
conseguem alterar o seu Racio de Redfield (racio molar de C:N:P) conforme o réacio
destes nutrientes no meio de cultura. Esta capacidade de adaptacido permite manipular
o uptake dos diferentes nutrientes induzindo a producao e acumulacao de diferentes

compostos com possivel interesse.

Os restantes nutrientes podem variar consoante o tipo de microalgas e sdo altamente
especificos para o modo de alimentacao. No caso das microalgas de 4gua doce, os mais
comuns sao o BBM, KM1, BiM5, BG-11, apresentando diferentes quantidades e fontes de
nutrientes, sendo necessaria a sua otimizacao para as microalgas em estudo, tendo

sempre atencao aos compostos obtidos4°.
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2.6.5. Temperatura

As microalgas encontram-se presentes nos mais diversos ambientes. Dependendo da
temperatura, podem ser classificadas de mesotroficas, termofilias e psicrofilas, sendo o
seu crescimento viavel entre os -17°C e os 40°C. No entanto, segundo estudos efetuados,
as espécies mais exploradas apresentam melhor crescimento entre os 20° e os 25°C5°. A
temperaturas fora desta gama vai corresponder a diminuicao da taxa de crescimento
celular, podendo causar danos nas células e consequentemente a sua lise.

O principal efeito da temperatura na microalga diz respeito a sua atividade enzimatica.
A uma temperatura mais baixa a que a célula esta aclimatizada, vai corresponder uma
diminuicao da sua atividade e, consequentemente, do seu metabolismo, enquanto que
uma temperatura superior pode inibir a atividade enzimatica, provocando problemas
idénticos aos da temperatura com valores mais baixos.

O controlo da temperatura apresenta diversas limita¢oes, especialmente, nos sistemas
de cultura outdoor, onde a temperatura estd maioritariamente dependente do ambiente
e consequentemente, sofrendo maiores oscilacoes.

Nos estudos realizados ao longo deste projeto, as oscilagoes tiveram efeitos negativos no
crescimento da biomassa demonstrando, assim, a relevancia do seu controlo e do seu

equilibrio ao longo do tempo de culturas®se,

2.6.6. pH

O pH é um elemento critico no controlo do meio de cultura, pois influencia a quantidade
de compostos carbonatados no meio de cultura, uma vez que o seu valor influencia
diretamente o CO, dissolvido disponivel para as microalgas, bem como a solubilidade de
alguns nutrientess'.

Grande parte das culturas de microalgas apresentam um crescimento 6timo entre pH 6
e 9, sendo por isso importante o controlo do pH, que pode ser ajustado com adicao de
CO..

Um aumento do di6xido de carbono no meio de cultura, vai provocar a reducao do pH.
O controlo tem especial relevancia quando os meios de cultura apresentam grande
densidade, uma vez que o metabolismo celular e a producdo de metabolitos
extracelulares aumentam o pH. A injecao de CO, permite ajustar e controlar os niveis de

basicidade do meio criados pelas microalgass2 de uma forma suave e equilibrada .

No meio de cultura, durante o metabolismo das microalgas, nomeadamente no caso de
espécies que fazem fotossintese, a adicio de CO. apenas necessita de ser efetuada
durante o ciclo de dia da cultura, sob pena de reduzir em demasia o pH durante o ciclo

da noite, altura em que as microalgas nao utilizam o carbono no meio de cultura.
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A figura 2.4 ilustra o efeito do pH sobre as espécies quimicas derivados do CO. presentes
no meio.
A diminuicao do pH para valores superiores ao intervalo de conforto das microalgas, ira

induzir stress e consequentemente inibir o crescimento celular.
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Figura 2.4 — Efeito do pH na disponibilidade do diéxido de carbono

Em casos especificos, o uso de culturas com valores de 5<pH<10 permite solucionar
alguns problemas do meio. Valores extremos de pH, no caso das microalgas o
suportarem, podem ajudar a controlar contaminagdes por bactérias, fungos e outros

microrganismos cuja presenca pode comprometer a cultura a explorar.

2.6.7. Agitacao

A agitacdo é necessaria para ocorrer uma homogeneizacao dos nutrientes no meio de
cultura, bem como para prevenir a sedimentacao da biomassa, permitindo assegurar que
todas as células estdo igualmente expostas a luz e aos nutrientesss.
Existem distintos métodos para a agitacdo dos diferentes tipos de sistemas. Contudo,
falamos apenas dos mais usados:

e Agitacdo manual, no caso de sistemas laboratoriais e de pequena escala;

e Arejamento, para pequenos e médios sistemas;

e Agitacdo mecanica, seja esta induzida por bombas ou pelas pas de agitadores;

método usado, principalmente, em sistemas industriais.
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Independentemente do método utilizado para agitar o meio, é importante que dai nao
resulte grande producao de energia térmica, bem como que a agita¢do ndo induza tensdes
de corte superiores as que as microalgas suportam.

Devido a existéncia de tensoes de corte, € importante controlar a intensidade de agitacao,
de modo a fornecer entropia suficiente para a homogeneizacao do meio de cultura,

porém sem induzir stress as microalgas.

2.7. Modos de operacao

A maioria das microalgas exploradas apresentam um metabolismo fotossintético, sendo
este limitado pela intensidade da luz, como consequéncia da elevada concentraciao de
biomassa no fotobiorreator. No entanto, nao sao apenas estas as microalgas exploradas.
Microalgas heterotroficas e mixotroficas conseguem crescer em ambientes com auséncia
de luz, eliminando os fatores limitantes previamente referidoss4.

De acordo com as diferentes caracteristicas de crescimento e da necessidade das células,
¢ imprescindivel otimizar os modos de operacao de producao, consoante o produto de
interesse e o metabolismo da microalga.

Atualmente, s3o usados trés modos de operacdo com o objetivo de responder

diferenciadamente as varias culturas

2.7.1. Descontinuo (Batch)

Este modo de operacao é dos mais usados, devido a simplicidade do processo. Uma
pequena quantidade de uma cultura de microalgas é adicionada ao meio de cultura
inicial, originando um crescimento de biomassa ao longo do tempo. Com o aumento da
biomassa, os fatores limitantes vao surgindo. No caso de culturas com microalgas
fotossintéticas, o aumento da concentracdo da biomassa vai dificultar o processo,
reduzindo a intensidade de luz ao longo do percurso 6tico dentro do fotobiorreator
condicionando o crescimento da culturass.

Em consonancia com a limitacdo de luz, neste sistema também nao ocorre uma
alimentacdo de nutrientes. Assim, com o aumento da biomassa juntamente com o
metabolismo celular, a escassez de nutrientes nao permite obter uma concentracao de
biomassa equiparavel aos restantes métodos.

Apesar das limitages, o0 modo descontinuo é um dos mais usados a escala industrial

como no laboratoério, devido a facilidade com que se efetua o controlo, bem como devido
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a capacidade de transformar os seus fatores limitantes em vantagens, consoante os
produtos finais de interesses®. A titulo de exemplo, neste modo de operagao, no final da
cultura, devido a escassez de nutrientes e a limitacao de luz, as microalgas encontram-se
num meio mais “hostil” ao seu crescimento. Como resposta as condicoes desfavoraveis,
estas sao capazes de produzir uma maior quantidade de metabolitos, em detrimento da
continuacdo do aumento da biomassa.

Atualmente, para a otimizacdo da biomassa e da producao de metabolitos é necessario
efetuar dois Batch: inicialmente com o objetivo de aumentar a biomassa algal e,
posteriormente, apo6s alteragdo do meio, com o preposito de aumentar a producao e a

acumulacao de produtos.

2.7.2. Semi-continuo (Fed-Batch)

O método semi-continuo foi desenvolvido para responder a alguma das limitacoes do
método descontinuo. Neste caso, vao ser adicionados pequenas quantidades de
nutrientes ao longo da cultura. A adicdo de nutrientes de forma descontinua vai
aumentar a taxa de crescimento e consequentemente a biomassa no fim da culturas?.
Este método é mais usado quando existe alguma inibicao pelo substrato, como é o caso
do uso de etanol como fonte de carbono das microalgas.

Em comparacao com o método descontinuo, este permite a obtencao de uma maior
quantidade de biomassa e, devido a renovacao do meio, uma elevada taxa de reproducao

celular.

2.7.3. Continuo

O modo continuo é um sistema aberto onde sao adicionados, a um fluxo constante,
nutrientes ao meio de cultura, no biorreator. A medida que os nutrientes sdo
adicionados, é extraido meio de cultura, de modo a manter o mesmo volume durante
todo o processo de culturas8. Ao contrario dos métodos anteriores, este modo de
operacao permite manter uma densidade de biomassa constante, eliminando os
problemas associados a difusdo da luz no fotobiorreator. As culturas conseguem
permanecer com estas caracteristicas num periodo superior a 3 meses e com grande taxa
de produtividadess.

Devido ao resultado deste modo de operacao, o mesmo é muito usado para o tratamento
de efluentes, apesar de ser um método mais complexo, em relacdo aos anteriores para a

producao de biomassa.
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A renovacgao do meio de cultura permite nao s6 adicionar nutrientes, como também
extrair metabolitos com potencial de inibir o crescimento celular mantendo assim as
condicoOes ideais para o crescimento das microalgas ao longo de um espaco de tempo,
teoricamente, ilimitado.

Uma das maiores limitacoes deste modo de operacao é a dificuldade em otimizar o fluxo
de alimentacdo de nutrientes devido a necessidade de renovar o meio de cultura. A
reciclagem do meio ap6s remocao da biomassa pode ser uma das possiveis solucoes a

este problema.

2.8. Tipos de biorreatores

Os biorreatores sao usados para o cultivo de micro e macroalgas e visam criar as
condicbes mais adequadas ao metabolismo da microalga, proporcionando crescimento
de biomassa, tratamento de efluentes, fixacdo de CO, e producdo de compostosé. E
importante destacar que os biorreatores para crescimento de microalgas tém que ter
condicdes especiais quando comparados a biorreatores/fermentadores designados para
fungos, bactérias e leveduras, destacando-se a capacidade de efetuar trocas gasosas e a

difusdo da luz ao longo do biorreator®:.
2.8.1. Open Pond ou Raceways (Lagoa aberta/ Lagoa de pista)

Open pond/ raceways (Fig 2.5), tal como o nome sugere, este tipo de biorreator de grande
escala, encontra-se totalmente exposto ao meio ambiente. E usado, essencialmente, para
microalgas fototropicas tendo como fonte de energia, a luz solar.

As principais caracteristicas que fazem destes sistemas os mais utilizados a nivel
industrial e em grande escala, sdo o baixo custo ao nivel de construcao, manutencao e
operacao.

A otimizacdo destes biorreatores, sendo muito importante, pode ser efetuada com adicao
de borbulhamento de CO. e de nutrientes ao longo do percurso.

No entanto, nem todo o tipo de microalgas, pode ser usado neste sistema, devido ao facto
de existirem algumas dificuldades ao usar determinadas microalgas.

A contaminacdo bacteriana ou mesmo por outras microalgas é uma das principais
dificuldades presentes nestes sistemas; existindo alguns métodos que permitem reduzir
a probabilidade destas situagoes acontecerem, nomeadamente elevar o nivel do pH
e/ou da salinidade e da temperatura®2. Contudo nem todas as microalgas fotossintéticas

conseguem permanecer nestas condi¢coes adversas.
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A exposicao do reator ao ambiente apresenta diversas consequéncias, nomeadamente: o
favorecimento da evaporacao, auséncia de controle da temperatura, baixa concentracao
de CO., irregularidade da distribuicdo da luz e, em conjunto com uma potencial
sedimentacao da biomassa, ocorre uma diminuicdo da rentabilidade deste sistema
quando comparado aos restantes.

Atualmente, a pesquisa e desenvolvimento de novos sistemas de grande escala (ex.
biorreatores tubulares) veio permitir o tratamento de iguais volumes, mas com
concentracoes de biomassa bastante superiores a estes sistemas que, aparentemente, ja

chegaram ao seu limite de desenvolvimento e otimizacao®:.

Figura 2.5 — Ilustra¢do de um raceway

2.8.2. Fotobiorreatores fechados

Os sistemas de fotobiorreatores ( Fig 2.6 ) s3o os que apresentam maior diversidade de
designs e fung¢des podendo ser usados em sistemas com capacidade inferior a um litro a
sistemas com milhares de litros®z.

O controlo das condic¢oes de cultura nestes sistemas é mais eficaz, e apesar de apresentar
maiores custos, as concentracoes de biomassa sao bastantes mais elevadas permitindo o
retorno do investimento®2.

A diversidade de designs permite otimizar diferentes parametros da cultura, tais como
as trocas gasosas, a agitacao e o percurso 4tico.

A principal aplicacdo deste tipo de biorreatores sdo as microalgas autotroéficas e
mixotropicas, devido a elevada superficie exposta a luz, podendo esta ser natural ou
artificial.

Em comparacao com lagoas abertas, as principais vantagens destes sistemas em relacao
aos opens ponds sao o risco de contaminacao ser bastante inferior e permitirem um
melhor controlo das condi¢oes da cultura, potencializando o crescimento algal®s.

Como ja referido, devido as necessidades de maior controlo, o custo de funcionamento e

do equipamento é superior sendo necessario que o produto final apresente um valor
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superior nomeadamente através da producao de antioxidantes e proteinas com funcao

terapéutica.

Fotobiorreator

Tubular (TR)
]

Flat Plat Reactor

Vertical/
Vertical Horizontal Horizontal Inclinado

Sacos de
polietileno e
mangas

Cilindrico/ cone/
Coluna de bolhas Airlift piramide

Figura 2.6 — Designs de biorreatores aplicados ao cultivo de microalgas

2.8.3. Fermentadores

Este tipo de biorreatores foram criados ap6s adaptagdo de fermentadores usados em
microrganismos heterotroficos, como é o caso de alguns fungos e bactérias.
De facto, este tipo de reator aproveita a capacidade de adaptacao de algumas microalgas,
como a Chlorella vulgaris e a Dunaliella sp, de conseguirem crescer e proliferar em
meios heterotroficos.
O uso deste modo de crescimento vai permitir ultrapassar a grande maioria dos
problemas associados aos outros tipos de culturas, nomeadamente:

-A dependéncia de luz, que encarece drasticamente o processo.

-A complexidade de controlo dos sistemas e a dificuldade em upscale®4.

-A necessidade de ter densidades baixas para facilitar a difusao da luz.

-As alteragdes do meio devido aos ciclos de dia/noite

As condicdes de cultura sao bastante diferentes, comecando pelo meio, no qual a fonte
de carbono vai depender do metabolismo celular de cada tipo de microalga. Atualmente
a glucose é a maior fonte de carbono organico seguida do acetato, lactato e outros
acgucares %. A glucose é assim considerada visto que, associado a um custo mais reduzido,
apresenta a maior quantidade de energia por mol, 2,8kJ/mol, em comparacao com as

outras alternativas. Porém, as caracteristicas de degradagdo destes compostos pelo
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metabolismo celular aumenta a importancia da biodisponibilidade de oxigénio no
reator®®.

A biomassa produzida por este tipo de crescimento apresenta valores superiores de
carboidratos e lipidos, quando comparados a sistemas autotréficos para o mesmo tipo

de microalga (com capacidade para crescer em ambas as condicoes).

A grande variedade de biorreatores permite, assim, satisfazer todos os requisitos dos
diferentes modos de crescimentos das microalgas, bem como, manipular o seu
metabolismo de modo a atingir o interesse do projeto, quer seja ao maximizar a producdo
de biomassa, ou auxiliar no tratamento de afluentes e produzir compostos especificos

para as mais variadas areas.

2.9. Condicoes de stress

Atualmente, com os avancos de novas técnicas de investigacao e devido ao aumento da
exploracdo das microalgas, vao sendo conhecidos mecanismos intracelulares, que
permitirdo produzir compostos mais procurados por este tipo de mercado. A melhor
compreensao dos mecanismos e a capacidade da sua manipulacao através de fontes
externas (stress) permitem o desenvolvimento de novos sistemas mais produtivos e
rentaveis que podem ajudar a ultrapassar algumas das barreiras e a eliminar receios
associados a exploracao destes microrganismos®’.

As condigodes de stress podem ser separadas em dois grupos consoante as caracteristicas
do produto final pretendido, nomeadamente os lipidos e os pigmentos.

O entendimento dos diferentes mecanismos permite incentivar a microalga a produzir
em maior quantidade um composto em detrimento do outro por exposi¢do a ambientes

de stress diferentes.
2.9.1. Producao lipidica

Os lipidos provenientes de microalgas sao usados, maioritariamente, para dois fins
dependendo do tamanho da sua cadeia de carbono, o biocombustivel e a alimentacao
humana/animals9.

Em organismos unicelulares, a biossintese lipidica segue por um complexo mecanismo
que ap6s degradacao da fonte de carbono, sucede a formacao de Acetyl CoA. Apos o Ciclo
de Krebs, o Acetyl CoA é transformado, em conjunto com os nutrientes retirados do meio,

em glutamina. A glutamina é posteriormente transformada em 4cidos gordos, podendo
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estes serem saturados ou insaturados sendo este racio manipulavel pelas diferentes
condicoes do meio de cultura®” .

Os principais fatores de stress que aumenta a producao de lipidos sao a temperatura, a
intensidade luminosa e a concentracao de nitratos no meio de cultura.

Estando a sua influéncia sintetizada no seguinte esquema (Fig 2.7):

CondicGes de stress

Alta intensidade Temperatura Nitratos baixos
luminosa (Alta ou baixa)
fSaturagéo dos &cidos f Producio lipidica f Producéo lipidica

gordos

producio lipidica ‘Taxa de crescimento ‘ SO

Figura 2.7— Vantagens e desvantagens dos varios métodos de stress para a producao de lipidos.

O controlo das condicdes de stress tem, assim, de ser monitorizado de modo a nao
induzir um elevado stress nas microalgas evitando reduzir a biomassa de tal forma que
nao compense o aumento efetuado ao mecanismo de producao lipidica pelo stress.

A otimizacao deste tipo de técnica, no sentido de manipular o mecanismo celular, exige
um estudo antecipado que avalie a relacio do aumento da producao de lipidos com a

diminuicao da biomassa da cultura, emergindo um ponto intermédio ideal.

2.9.2. Producao de carotenoides

Como referido anteriormente, as microalgas sao bastante exploradas devido a sua
capacidade de produzir diferentes compostos, sendo os pigmentos um dos principais
produtos explorados.

Existem trés grandes grupos de pigmentos. No entanto, atualmente, devido as diversas
propriedades dos carotenoides, estes tém sido os mais explorados.

Existem mais de 600 carotenoides nas plantas onde se incluem as microalgas, sendo a

sua principal funcao a protecao da microalga em condicoes desfavoraveisss .
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Em resultado da sua funcao nas microalgas, a manipulacao para otimizar a producao
destes compostos é possivel de realizar, nomeadamente através de indugao de stress, a
este mecanismo é designado por carotenogénese.

A carotenogénese é influenciada pela presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) no
interior da célula, sendo estes compostos criados em ambientes com elevada intensidade
luminosa e em grande salinidade4.

Peroxidos, superoxidos, radicais de oxigénio e de hidroxilo sao algumas das espécies dos
compostos ROS. A reducdo da molécula de oxigénio, induz a producao de radicais, sendo
estes que ativam o mecanismo de defesa da célula, seja esta animal ou vegetal®s.

O melhor entendimento das vias de carotenogénese, bem como, da inducao de formacgao
de ROS intracelularmente ird providenciar dados extremamente importantes para

aumentar a eficiéncia da producao de carotenoides.

2.10. Recuperacao da biomassa

A biomassa proveniente das microalgas apresenta uma elevada quantidade de
componentes sendo maioritariamente constituida por carboidratos, tornando-a numa
excelente fonte de energia® tanto para a alimentacao como para biocombustiveis. No
entanto, a extracao deste produto apresenta um grande desafio devido a escala dos
biorreatores e a necessidade de empregar o método mais eficiente do ponto de vista
energético, amigo do ambiente e economicamente vidvel.

Segundo vérios estudos, o processo de recolha representa 20-30% do custo total da
producdo e recolha7o7, salientando-se a importancia de avaliar as vantagens e
desvantagens dos diferentes métodos de recuperacao. As maiores dificuldades de recolha
decorre da semelhanca de densidades entre as microalgas e a agua ( dificulta a
centrifugacao), a baixa forca i6nica do meio de cultura (dificulta a sedimentagao) e a
necessidade de concentrar a biomassa devido a baixa densidade dos meios de cultura,
raramente sao acima dos 10g/L%.

As respostas a estes problemas passam pela filtragdo, centrifugacao, floculacao e

flotagao72.

2.10.1. Filtracao
Este método utiliza uma membrana semi-permeavel que permite a retencdo das

microalgas na membrana, mas que nao impede a passagem do meio de cultura.
Uma das vantagens deste método é o baixo stress induzido as microalgas, sendo um dos

métodos mais usados para espécies sensiveis, em especial, as tensoes de corte. No
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entanto, como grande parte dos métodos de filtracdo, a coagulagdo e o fouling

membranar dificultam a praticabilidade deste processo a grande escala72.

2.10.2. Centrifugacao

A centrifugacdo baseia-se na diferenca de densidades e tamanho de particula das
microalgas com o meio de cultura. Este método é mais aplicado em pequenas escalas
devido ao elevado consumo de energia e ao tempo necessario para a centrifugacao de
grandes volumes”. O uso desta técnica pode provocar lesdes na membrana celular,
tornando-a inviavel aquando da extracao de compostos sensiveis, podendo estes serem

degradados quando expostos ao meio de cultura.
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Figura 2.8— Exemplo de um sistema de centrifugacao laboratorial

2.10.3. Floculacao

A floculacao é um processo onde as células das microalgas se aglomeram formando uma
particula de maior dimensao, o denominado floco. Esta transformacao pode ser
alcancada com ajuda de agentes de floculacdo: estes podem ser divididos em bio-
floculantes e floculantes quimicos. Atualmente, existe um grande ntimero de agentes
floculantes usados, mas os mais usados nesta industria sao os sais de ferro e sais de
aluminio. No entanto, os agentes quimicos nao sao biocompativeis e necessitam de ser
removidos para posterior tratamento das microalgas, o que representa um custo.

Os bio-floculantes estdo continuadamente a ser explorados para responder a esta

desvantagem. Os mais usados tém sido os bio polimeros como o quitosano, cujas
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caracteristicas permitem o uso de menos quantidade de agente floculante e com
percentagens de recuperacgao acima dos 90% 73.
Dentro das varias técnicas ja referidas, a floculacao é considerada a mais eficiente e

conveniente pois, pode ser utilizada nas mais diferentes condic¢oes de cultivo.

2.10.4. Flotacao

A flotacdo é uma separacdo na qual bolhas de gas se ligam as células das microalgas,
arrastando-as para a superficie do meio de cultura. A flotacdo é assim, muitas vezes,
identificada como o oposto da sedimentacdo. Existem quatro métodos de flotacao,
nomeadamente flotacdo por ar dissolvido, ar disperso, flotacdo eletrolitica e por
dispersao de ozono”.. Em conjunto com a flotacao, podem ser usados agentes floculantes
de modo a facilitar a ligacao entre as bolhas de gas e as particulas de biomassa. Apesar
de ser eficiente, este método é usado mais restritamente, pois nem todas as condicoes de

cultura apresentam as caracteristicas necessarias para a eficacia do processo.

A recuperacdo de biomassa pode nao ocorrer num processo uUnico, devido &
complexidade e condi¢cdes dos meios de cultura. Um pré-tratamento e/ou uma
concentracdo da biomassa pode ser necessario para melhorar a eficiéncia de
recuperacao, bem como diminuir o tempo do processo, por exemplo, ao diminuir o
volume de meio a ser tratado.

Em suma, os diferentes métodos de recuperacao de biomassa podem ser usados como
processos individuais ou em conjunto (ex. Floculacao/flotacao), de modo a aumentar a
eficicia dos mesmos e diminuir os custos associados. O produto final destes métodos
pode ser apresentado em biomassa seca, hiimida ou mesmo liofilizada, consoante o

destino seguinte pretendido.
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes

A agua desmineralizada é obtida no sistema RIOSTM 3 (Milipore, Estados Unidos); o
CO:. foi fornecido engarrafado, pela empresa Praxair (Porto, Portugal); o metanol e a
acetona foram fornecidos pela LabChem (Zelienople, Pensilvania, E.U.A); a Astaxantina

e o B-caroteno foram fornecidos pela empresa Sigma-Aldrich (Missouri, E.U.A).

3.1.2. Microalgas e meio de cultura

As microalgas utilizadas para os ensaios sao da espécie Haematococcus pluvialis Flotow
(CCAP 34/7) e Chlorella Vulgaris, tendo sido fornecidas pelas empresas Culture
Collection of Algae and Protozoa (Escécia, Reino Unido) e Aqualgae (Viana do Castelo,
Portugal) respetivamente.

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). A partir dos nutrientes, foram preparadas 4 solugoes stock
(solucoes 1, 2, 3 e 4), com as concentracoes que constam da tabela 3.1. Para as condigoes
standard de cultura das microalgas, sao usados 10 ml da solugao stock da Tabela 3.1, para
cada litro de meio, conduzindo as concentragoes finais de 70 mg N/L, 20,46 mg P/L, 14,8
mg Mg/L, 13,6 mg Ca/L, para além dos oligbmeros e vitaminas. O meio modificado (GM-
M) é produzido com adicao de 114 mg/L de KH,PO,, atingindo a concentracao final de

46,4 mg P/L.
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Tabela 3.1 - Composicado das solucGes stock de nutrientes e final.

Nutriente Solucao Solugao Stock (mg/L) | Solucao Final
(mg/L)
N 1 7000 70
(NaNO3)
P 1 2046 20,46
(KH.PO,)
Mg 2 1480 14,8
(MgS0,.7H,0)
Ca 3 1360 13,6
(CaCl,)
.y o 4 1450 14,50
Oligbémeros e vitaminas

3.1.3. Instalacao

As microalgas foram cultivadas em frascos “Schott”, Erlenmeyeres (ensaios de stress) e
provetas de 1L dentro de um banho térmico de vidro transparente, com 50% do seu
volume preenchido com agua, com temperatura controlada (23°C a 25°C), de modo a
eliminar as variacoes térmicas que influenciam o crescimento das microalgas. Este
sistema encontra-se sobre dois agitadores magnéticos que permitem a homogeneizacao
do meio sem provocar tensoes de corte elevadas ao qual as microalgas sdo sensiveis. A
estante de cultura de microalgas, fornecida pela empresa Aqualgae (Viana do Castelo,
Portugal), esta equipada com uma bomba de ar modelo v-60 da Hailea (Guangdong,
China), para fornecimento de ar, possuindo filtros de nylon e valvulas para controlo do
fluxo (Figura 3.1).

De modo a poder controlar os diferentes parametros, o sistema encontra-se acoplado a
um controlador digital, nomeadamente para controlo dos ciclos de dia/noite e controlo

dos pulsos de dioxido de carbono.

Figura 3.1 - Instala¢io do equipamento.
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Para os ensaios nos quais a intensidade da luz aumentou ao longo do tempo de cultura,
foi desenvolvido um sistema (Fig 3.2) baseado em LEDs PRO, da marca MAXLED, que
permitem um controlo da intensidade da luz com valores entre os 2 e os 312 umol/m2/s,

medidos no centro de um fotobiorreator vazio, a cerca de 5 cm da fonte luminosa.

Figura 3.2 — a) Montagem do sistema de LEDs; b) Ensaio do sistema

3.2. Métodos

3.2.1.  Producao de biomassa algal

A producao de biomassa foi realizada em varios tipos de fotobiorreatores, de modo a
avaliar a sua eficiéncia, tanto ao nivel da producao de biomassa, como ao nivel dos varios
produtos de interesse.

O meio de cultura FWS-GW e o CO. foram otimizados, de modo a produzir uma maior
quantidade de biomassa durante um menor tempo de cultura, mantendo o pH neutro.
O fluxo de CO, foi sendo alterado de modo a obter uma concentracao de CO2 dissolvido
entre os 20-30 mg/L no meio de cultura. Ao longo do processo de cultura, o CO,
dissolvido foi medido com o teste Permanent CO, Plus pH da JBL (Alemanha).

O fluxo de ar foi fixo, sendo este fornecido por uma bomba de ar modelo V-60 da Hailea
(Guangdong, China), apo6s filtracao em filtros de nylon, com tamanho de poro de 0,45
um, para evitar contaminacoes.

Devido ao formato do fotobiorreator é necessario um elevado fluxo de ar para obter
homogeneidade, resultando em um possivel stress nas microalgas. Deste modo foi
adicionado mais um método de agitacao, nomeadamente agitagdo magnética. Ao usar na
zona inferior da cultura um agitador magnético (100rpm) foi possivel a diminuicao do

fluxo de ar, mantendo a agitagdo necessaria para a homogeneidade da cultura.

31



3.2.1.1. Producao de biomassa algal em biorreator cilindrico
de 1L (8,6cm de diametro)

O reator consiste em frascos cilindricos do tipo “Schott” de 1L, em sistema airlift e com
agitacao magnética. A geometria do vaso proporciona no maximo uma area/volume de
452 cm2/L, quando esti exposto a luz de ambos os lados do sistema (Figura 3.3). No
processo de otimizacdo do meio e de CO., a exposicdo foi de um s6 lado, tendo-se
considerado como area efetiva 226cm2/L.

O CO., foi injetado de 10 em 10 minutos, durante a fase de dia (12h/12h), durante 10
segundos ou 15 segundos, dependendo do pH do meio de cultura e da quantidade de
biomassa no sistema, de modo a obter uma concentracdo de 20-30 mg/L de diéxido de
carbono dissolvido.

O caudal de ar inicial foi de 0,8 L/(L meio.min), sendo este posteriormente adaptado

para 0,35 L/(L. meio.min).

Figura 3.3 - Fotobiorreator cilindrico de 1 L, com 8,6cm de didametro durante os ensaios.

3.2.1.2, Producao de biomassa algal em biorreator cilindrico
de 1L (6 cm de diametro)

O reator air lift cilindrico de 1L consiste num cilindro de vidro com 40 cm de altura por
6 cm de diametro, com uma area/volume de 753,6 cm2/L, apresentando uma exposicao
luminosa muito superior ao fotobiorreator apresentado anteriormente (Figura 3.4). No
entanto, a sua homogeneizacao é mais dificil, apresentando tensoes de corte superiores.
Neste tipo de biorreatores o caudal de ar tem de ser superior, de modo a compensar a
pressao induzida pela altura do reator, em conjunto com o preposito de nao ocorrer

sedimentacao no fundo do sistema.
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Figura 3.4 - Reator cilindrico com menor didmetro de 1L,
com 5 cm de didmero.

3.2.1.3. Erlenmeyers 250mL — Ensaios de stress

Na segunda fase deste projeto, os ensaios de stress quimico foram efetuados em
erlenmeyers de 250mL (Figura 3.5) com agitacdo por borbulhamento de ar. Este tipo de
sistema permite efetuar simultaneamente varios ensaios, possibilitando testar as varias
concentracoes do agente de stress em conjunto com as replicas necessarias para

corroborar os resultados.

Figura 3.5 — Foto dos biorreatores para os ensaios de stress quimico.
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3.2.2. Inducao de stress

Atualmente, a remocéo de determinados nutrientes do meio de cultura, como é o caso do
fosfato e do nitrato, associada a uma elevada intensidade luminosa séo as técnicas mais
usadas para gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) no meio intracelular.

Apos a andlise dos resultados de estudos efetuados sobre o uso de compostos geradores
de ROS na superficie da folha do tabaco para influenciar o stress ao qual as células estdo
sujeitas’®, o uso desses compostos foi testado nas microalgas.

Na tentativa de induzir uma resposta de defesa ao expor as microalgas apenas a um tipo
de ROS, foi usado o peroxido de hidrogénio em diferentes concentragdes, com o objetivo
de incrementar a producao lipidica e de carotenoides. Para comparacéo de resultados, em
paralelo, foram efetuados ensaios nos quais a inducdo de stress foi efetuada pela remocéao
de nitratos e fosfatos.

Neste tipo de ensaios, a relagdo entre a concentragdo de biomassa da cultura e a
concentracdo do ROS apresenta grande relevancia, sendo importante um controlo
sensivel na fase inicial do ensaio.

As concentragdes exploradas foram entre os 0,5 mM e os 15 mM para, sensivelmente,
2,50/L de biomassa seca.

3.2.3. Controlo do processo

Com o objetivo de obter a maior base de dados possiveis com os diferentes ensaios é
necessario controlar e monitorizar regularmente (2 em 2 dias) o estado das microalgas,

bem como o seu crescimento.

3.2.3.1. Biomassa

Ao longo dos ensaios foi monitorizada a densidade 6tica através de um
espectrofotometro, modelo Helios Omega (Thermo Scientific, Inglaterra), ao
comprimento de onda mais indicado (68onm ou 750nm), sendo este parametro
quantificado de 48 em 48 horas. Em paralelo com este método, foram efetuadas
contagens, em triplicado, do nimero de células sendo utilizada a sua média no
tratamento de resultados. Para este método foi usado uma camara de Neubauer
“Improved”. Ap6s contagem do nimero de células, as unidades sdo convertidas para o

volume de 1ml, através de formulas previamente estabelecidas.
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O terceiro método para avaliar o crescimento foi efetuado através do peso da biomassa
seca existente num determinado volume do meio de cultura. Para tal, retiram-se 1oml de
amostra por ensaio, sendo de seguida recolhida a biomassa numa membrana de
microfibras de vidro (47nm MFV3), previamente tarada, com ajuda de um filtro a vacuo.
Apos filtracao e lavagem da membrana e da biomassa com agua destilada, esta segue
para uma estufa a 102°C durante 24h. A massa seca é calculada registando a diferenca

entre o peso da membrana antes da filtracao e o peso da membrana com biomassa seca.

3.2.3.2. Luminosidade

A temperatura, pH e intensidade luminosa foram monitorizados através de sensores
Arduino, conectados a um software Arduino IDE. Este sistema permite uma
monitorizagao rapida dos referidos parametros, bem como um armazenamento de dados
ao longo da experiéncia.

A monitorizagdo e controlo da intensidade luminosa foi um dos parametros de maior
relevincia para este trabalho. O sensor de luz Grove TSL2561 permitiu monitorizar a
intensidade luminosa no interior do meio de cultura permitindo acompanhar, por
exemplo, a reducao da intensidade luminosa ao longo do tempo de cultura ou permitindo
aumentar a intensidade luminosa exterior fornecida ao biorreator ao longo do ciclo de
crescimento. O sensor de luz Grove TSL 2561 foi adaptado de forma a poder ser inserido
no meio de cultura. Para esse efeito, o sensor foi inserido e fixado dentro de um tubo de
vidro fechado numa extremidade para garantir uma medicdo com elevada
reprodutividade, de modo a diminuir as interferéncias do vidro na medi¢cdo da

intensidade da luz como é possivel observar na figura 10.

Figura 3.6 — a) Ilustracdo da medicdo de intensidade luminosa dentro do biorreator; b) Sistema
montado.
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No que respeita ao sistema de iluminagao por LEDs (representado na figura 3.7), a sua
intensidade é controlada por um comando. A partir da associacao destes dois sistemas
(sensores e LEDs) foi possivel aumentar a intensidade da luz, a medida que aumenta a
concentracio da biomassa, de modo a estudar este fator limitante.

Com esta estratégia, foi possivel manter a intensidade de luz no interior do biorreator
sem, no entanto, induzir stress as microalgas quando estas estao em menor densidade.
As caracteristicas dos equipamentos emissores de luz sao definidas em Lux’s e pela cor
de emissao, em conjunto com as caracteristicas do sistema de cultura (geometria do
sistema recetor e distancia da fonte de luz), a avaliacao em Lux nao é adequada, sendo
necessario a conversao de Lux’s em PPFD (densidade do fluxo de fotoes fotossintéticos
(umol/m2/s)). Esta conversao pode ser efetuada com ajuda de dados j4 estabelecidos
sobre as diferentes fontes de luz7s.

Ao longo dos ensaios foram usadas lampadas brancas fluorescentes e fitas LED 6500K,
apresentando fatores de conversao 0,0014 e 0,01723 respetivamente. Estes valores

foram tidos em conta ao longo deste trabalho experimental.

3.2.3.3. Caracterizacao do sistema de LEDs

As figuras 3.7 e 3.6 ilustram o sistema de LEDs e de quantificacdo da intensidade

luminosa idealizados e construidos no laboratério para estudar a questdo da possivel

limitag&o luminosa nas culturas.

70cmx23cm

75c

Figura 3.7 — Fotografia e esquema do sistema de iluminacdo por LEDs

O sistema de LEDs pode ser controlado entre o 1% e os 100% da sua intensidade
luminosa, permitindo o aumento gradual da intensidade luminosa ao longo do ensaio.
Para além dos LEDs, a montagem experimental inclui 4 lampadas florescentes que

fornecem 50 umol/m?2/s, sendo ainda possivel ligar/desligar duas de cada vez.
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A figura 3.8 mostra a variacao da intensidade luminosa medida no centro da montagem,
em umol fotdes /m2/s em funcao da intensidade dos LEDs, ilustrando assim a diferente

quantidade de intensidades luminosas permitidas de gerar.

PPFD - Sistema de iluminacao
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Figura 3.8 — Caracterizacao do sistema de LEDs + Lampadas

Este sistema pode atingir os 312 umol/mz2/s (50-312 umol/mz2/s), sendo possivel
controlar dos 50 umol/m2/s para cima. No caso da C. vulgaris, a intensidade luminosa
ideal para o crescimento sera entre os 30 -45 umol/m?2/s. Esta técnica ird permitir o
aumento progressivo da luz, de modo a igualar estes valores dentro do fotobiorreator

ao longo do ensaio.

37



3.2.3.4. Concentracao de azoto e fosforo

No processo inicial de otimiza¢do do meio, é necessario identificar os fatores limitantes
do crescimento da microalga. A nivel de nutrientes, os dois compostos que as células
consomem em maior quantidade sao os fosfatos e os nitratos; deste modo, a sua
concentracao foi acompanhada usando os kits em cuvete LCK 339 e LCK 348 (Hach,
Estados Unidos), para os nitratos e fosfato respetivamente (figura 3.9).

As leituras de absorvancia das cuvetes foram realizadas por um espectrofotometro
(Figura 3.10) com tecnologia RFID modelo DR3900 (Hach, Estados Unidos da América)

que indica a concentracao dos compostos em mg/L.

Figura 3.10 - Espectrofotémetro para leitura dos kits.
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3.2.4. Extracao e quantificacao dos compostos

3.2.4.1 Extracao de pigmentos

Para a extracao de pigmentos tomou-se um volume de cultura que contivesse 200mg de
biomassa seca. Para este efeito determinou-se previamente a concentracao da biomassa.
O volume do meio predefinido foi centrifugado a 3424 g, através de uma centrifugadora
kn-70 da Kubota (Osaka,Japao), sendo o pellet lavado, ressuspendido e novamente
centrifugado, de modo a eliminar possiveis interferentes na extracao.

O pellet final foi ressuspendido numa solu¢cdo de 15ml de acetona e metanol nas
proporcoes de 2:1 v/v e posteriormente efetuada a lise celular das microalgas, através de
um sonicador da Sonics Materials, Vibracell (Newtown, EUA).

A termo-sensibilidade dos pigmentos foi tida em conta, realizando pausas para
arrefecimento da solucao, entre os sucessivos periodos de sonicacao evitando que a
amostra sobreaquece.

Apos lise, é efetuada uma nova centrifugacao no qual o sobrenadante é recuperado e o
pellet conservado a -20°C para posterior extracao dos lipidos. O método foi repetido até
ndo existir pigmentacao no pellet, excecionalmente foi necessario efetuar 2 vezes a
extracao.

Nas seguintes figuras (fig. 3.11 e 3.12) é visivel a auséncia de pigmentos no pellet apo6s a

extracao e a diferenca de pigmentacao nos diferentes ensaios.

¢

Figura 3.11 — a) Pellet apés extracdo dos pigmentos; b) Solventes apos extracio dos pigmentos.

3.2.4.2. Extracao de lipidos

O procedimento usado segue, no essencial o método de Bligh and Dyer (1959). A
biomassa usada para a extracao de lipidos resultou da extracao dos pigmentos,

correspondente ao pellet (representado na figura 3.11 a).
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Os solventes usados para a extragao sao o cloroférmio e o metanol na proporcao de
1:2v/v. Para cada extracao foram utilizadas 10ml de solvente, sendo o pellet misturado
durante 1 minuto com ajuda do sonicador. Apdés mistura, efetua-se uma centrifugacao e
o pellet é descartado, sendo posteriormente adicionados ao sobrenadante mais 4ml de
cloroférmio e 4ml de 4gua destilada, para ocorrer uma separacao de fases.

Para ajudar na separacao das duas fases dos solventes, a solucao é centrifugada a baixas
rotacoes (200-300rpm) durante 5 minutos.

No fim deste processo, o cloroféormio, em conjunto com os lipidos, sao encontrados na
zona inferior do tubo de ensaio e o metanol/agua na zona superior, sendo esta fase
descartada.

Os lipidos obtidos foram quantificados através de medicoes gravimétricas com base no

peso obtido, apds evaporacao dos solventes.

Figura 3.12 - Sobrenadante recuperado ap6s extracao. Figura 3.13 — Equipamento de evaporacéo rotativo

3.2.4.3. Quantificacao dos compostos

Os solventes provenientes das extracoes foram evaporados, utilizando um evaporador
rotativo (Butchi, Flawil, Suica) (Figura 3.13).

A quantificacao lipidica, foi efetuada por pesagem apos remocao dos solventes num balao
volumétrico previamente seco e pesado.

Os pigmentos, apds secagem, foram dissolvidos em metanol de qualidade HPLC e

guardados a -20°C até posterior andlise de identificacdo e quantificacao.
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4. Resultados e discussao

Resultados e discussao

Neste capitulo apresentam-se e analisam-se os resultados obtidos relativos aos seguintes
topicos:

- Otimizacao do meio de cultura ([nutrientes], [co.]).

- Otimizacao da intensidade luminosa;

- Producao de biomassa algal em reatores com diferentes configuracoes, nomeadamente
com diferentes relacoes de area de captacao de luz, por unidade de volume.

- Métodos de inducao de stress para a producao de metabolitos.

- Extracao dos diferentes compostos de interesse.

4.1. Correlacao da densidade 6tica, concentracao massica e a

quantidade de células na H. pluvialis

Com o objetivo de acompanhar a evolugao da concentraciao das microalgas através de
um método simples, como é a medicao da densidade 6tica, é necessario efetuar uma
calibracao, ou seja, estabelecer uma relacao (reta de calibracdo) entre os diferentes
parametros, nomeadamente concentracao massica e numero de células. Deste modo,
foi efetuado um ensaio de controlo no qual a biomassa (Fig 4.1) e o niimero de células

foram relacionados com a densidade 6tica do meio de cultura.
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A figura 4.1 ilustra os resultados para uma das relacoes.

OD / Biomassa

2,5
2
o
3
P 1,5
o y =0,6935x - 0,021
1 R%=0,985
0,5
0

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000
Biomassa g/L

Figura 4.1 — Relacao entre a concentracio de biomassa e a densidade 6tica para a microalga

Haematococcus pluvialis.

A equacdo 1 representa a reta de calibracdo que ira permitir estimar a biomassa seca no

meio de cultura através de medi¢oes da densidade otica.
(D [Biomassa] = 0,6934 * Abs (OD680) — 0,021 (1)

Do mesmo modo foi avaliada a relacdo entre a concentracdo nuimérica células e a

densidade 6tica, sendo a seguinte equacao (II) a reta de calibracao correspondente.

(I1)  (N° células/ml) = 92 699 * Abs (OD680) — 13 449 (2)
R2= 0,992

Em ambos os casos, o valor de R é superior a 95% o que permite validar este método para
a quantificacdo da biomassa e do nimero de células através da medicao da densidade
oOtica.

4.2. Otimizacao do meio de cultura

O trabalho de otimizacdo comecou por centrar-se na microalga H. pluvialis e

posteriormente estendeu-se para a microalga C. vulgaris.
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Os primeiros ensaios tiverem como objetivo identificar os principais fatores que limitam
o crescimento das microalgas e avaliar diferentes mecanismos de os reduzir, com o

intento de melhorar o crescimento de biomassa.

4.2.1 Haematococcus pluvialis

Para este efeito realizou-se uma experiéncia nas seguintes condicoes: Temperatura: 25°C
*/-0,5; [biomassali-o = 15 mg/L ; Reator cilindrico com 8,6 de diametro; [luminacao : 56
umol/mz2/s ; Meio de cultura FWS-GM; Microalga Haematococcus pluvialis.

A figura 4.2 representa a evolucao da [biomassa] ao longo do tempo, medida através da

densidade 6tica.
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Figura 4.2— Quantificacdo da biomassa da H.pluvialis ao longo de um ciclo de cultura.

Tipicamente, o grafico do crescimento da biomassa pode ser dividido em trés fases.

A primeira fase (lag), caracteriza-se pela auséncia do crescimento significativo da
cultura; as microalgas seriam expostas a um novo ambiente sendo necessario uma
adaptacdo da célula aos diferentes nutrientes e condicées de cultura. Nesta fase, o
crescimento das microalgas seria inferior, pois estaria a ocorrer uma otimizacao do
metabolismo celular para melhor responder a situagdo em que se encontram.

No entanto, esta fase nao se encontra presente na figura 4.2, pois as microalgas
encontravam-se previamente num meio de cultura com condi¢oes semelhantes ao do
ensaio representado.

A segunda fase, exponencial (log), entre o 1° e 0 9°dia, as microalgas encontram-se na

fase exponencial do seu crescimento. E nesta fase que ocorre um crescimento acentuado

43



das microalgas e como consequéncia, um elevado uptake de nutrientes do meio de
cultura e producao de metabolitos.

Em especial, em culturas Batch, a disponibilidade de nutrientes é um dos fatores
limitantes. Sendo estes alimentados na fase inicial da cultura, o elevado consumo nesta
fase ira induzir a escassez em alguma altura da cultura, iniciando assim a fase
estacionaria.

A terceira fase, entre o 9° e o 11°dia, corresponde a diminuicdo do crescimento de
biomassa devido a diversos fatores. Como previamente referido, o elevado consumo de
nutrientes na fase exponencial ira levar a escassez dos mesmos induzindo uma reducao
da taxa de crescimento. Em conjunto com a escassez de nutrientes, a producao de
metabolitos pode alterar as condi¢des do meio de cultura, tornando-o mais hostil para as
microalgas, como por exemplo, a alteracdo do pH do meio de cultura por libertacao de
produtos celulares.

Quando o microrganismo em estudo sao microalgas fotossintéticas, um outro fator tem
de ser tido em conta. A intensidade luminosa que chega as microalgas.

A principal caracteristica da fase exponencial, é a elevada taxa de crescimento e como
consequéncia, um aumento da densidade 6tica do meio de cultura.

Uma elevada densidade otica vai reduzir a intensidade luminosa que chega ao centro do
biorreator, podendo assim ocorrer falta de luz para a fotossintese das microalgas no
centro do biorreator. Provavelmente, a evolucao “pouco” exponencial registada na figura

4.2 é o reflexo deste fundamento.

A fase estacionéaria pode ocorrer principalmente devido a limitacGes de luz, escassez de
nutrientes e producao de metabolitos que alterem o meio de cultura.
A figura 4.3, representa a diminuicdo da intensidade luminosa no interior do

biorreator ao longo do tempo de cultura.
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Intensidade luminosa ao longo do tempo
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Figura 4.3 — Evolucdo da intensidade luminosa ao longo do tempo dentro do biorreator.

Ao 4°dia do ensaio, devido as concentra¢oes da biomassa, ja nao é possivel obter valores
superiores a 5 umol/m?2/s dentro do reator. Estes baixos valores de intensidade luminosa
sdo assim um importante fator a ter em conta ao longo do ciclo de cultura, relembrando
que as microalgas fotossintéticas apresentam intensidades luminosas ideais entre os 20
e 60 umol/m?2/s.

A figura 4.4 mostra a relacdo entre a intensidade luminosa dentro do biorreator e a

concentracao de biomassa
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Figura 4.4—Relacao entre intensidade luminosa e a concentracdo de biomassa.
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Os resultados obtidos demonstram o decréscimo acentuado da intensidade luminosa no
interior do fotobiorreator a medida que a biomassa aumenta. Esta caracteristica,
presente em culturas fotossintéticas, demonstra um dos grandes desafios em culturas
industriais.

A diminuicio da intensidade luminosa desde a periferia até ao centro dos reatores nao
permite realizar as habituais economias de escala obtidas com o aumento de volume dos
reatores, tornando a homogeneizacao da biomassa no meio de cultura essencial para a

produtividade.

Em conjunto com os resultados da intensidade luminosa, foram avaliadas as
concentracoes de fosforo e azoto: [P]-0,104mg/L e [N]-3,013mg/L ao fim de 10 dias de
cultura (valores inicias [P]-20,5 mg/L e [N]-70,0126 mg/L). A baixa [P] indica que este
pode ser um dos fatores limitantes desta cultura, em conjunto com a intensidade

luminosa no interior do reator.

Para avaliar se a velocidade de crescimento esté a ser limitada pela intensidade luminosa
e/ou pela escassez de certos nutrientes, nomeadamente [CO.] e fosforo, prosseguiu-se

com o conjunto de ensaios da Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Ensaios de otimizacido H .pluvialis

Area/ Co2 PPFD* Meio  Peso Taxa Cres.
Volume +/- pumol/m2/s Seco  n°células/ médio (10
5mg/L g/L ml dias)

+/- 0,005

N°1 452 [12-20] 56 FWS- 1622 2,35E+05 0,350 d-1
cm2/L GM

N°2 452 [12-20] 56 GM-M 1,694 2,58E+05 0,390 d-1

cm?/L

Ne°g3 753,6  [12-20] 31 FWS- 0,756 1,55E+05 0,185d-1
cm2/L GM

N°4 753,6  [30-50] 31 FWS- 0,991 1,93E+05 0,265d-1
cm2/L GM

*Dentro do reator a t=0

A figura 4.5 demonstra a evolucao da biomassa ao longo de 10 dias de cultura.
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Otimizag¢ao meio de cultura - H.pluvialis
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Figura 4.5 — [Biomassa] ao longo do tempo nos diferentes ensaios.

Como referido, neste primeiro passo de otimizacao foi tido em atencado o formato do
fotobiorreator, sendo efetuados os ensaios aos pares. Nomeadamente os ensaios 1 e 2
com 452 cm?/L de exposi¢cao luminosa e os 3 e 4 com 753,6 cm2/L. Existe uma diferenca
evidente na producao de biomassa entre estes dois tipos de reatores. O ensaio 1, onde a
taxa de crescimento médio diario atingiu os 0,35d* apresenta uma area de superficie de
452 cm?/Le o ensaio 3, 753 cm2/L apresentando uma configuracao com menor diametro,
mas com mais altura, atingiu 0,185 d-.

A diferenca entre a radiacdo emitida para os diferentes reatores, foi intencional com o
intuito de igualar a radiacao total a que ambas as configuracoes sdo expostas a volumes
iguais de biomassa. Os reatores 3 e 4, com mais 60% da area superficial, sao assim
expostos a uma radiacao inferior (- 55%) para diminuir a diferenca da radiagao a qual as
microalgas sdo expostas nas duas diferentes configuracdes, permitindo assim a
comparacao do seu desempenho.

Apesar da semelhanca da radiacao total recebida pelas duas geometrias de reatores,
esperava-se que a diminuicdo do percurso 6tico uma diferenca entre a produtividade,
onde o reator com maior area de exposicao apresenta-se uma maior taxa de crescimento,
mas na realidade ocorreu o oposto. Porém, uma observacao atenta mostra que, para o
mesmo racio de caudala:/volumeneio, a turbuléncia é maior no reator com maior area de
exposicao devido ao seu menor diametro. O borbulhamento de ar enriquecido com CO.
foi feito com igual caudal em ambos os fotobiorreatores, no entanto, nos ensaios 3 e 4,
devido a menor secao reta do reator, a velocidade superficial € maior e induz stress nas
microalgas o que impediu o seu crescimento normal quando comparado a outros ensaios.
O contraste entre os ensaios 1 e 2 consistiu em alterar o meio de cultura, de modo a

facultar uma maior concentracao de fosfato, apds se ter verificado no ensaio inicial que
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este nutriente poderia estar a ser limitante. Deste modo, aumentou-se a [P] de 20,456
mg/L para 46,4 mg/L, tendo-se observado um ganho pequeno, mas mensuravel de
biomassa. O dltimo parametro explorado nesta 12série de ensaios foi a concentragio de
CO. dissolvido no meio de cultura.

Os valores ideais sao a volta dos 20mg/L, no entanto devido ao aumento da biomassa ao
longo do ciclo de crescimento, existe uma necessidade de maior suplementacao. O ensaio
4 na figura 4.5 demonstra o resultado de adicionar CO, em maior quantidade.

Na fase inicial de cultura, a adicao destes niveis de CO, pode dificultar em parte, o inicio
da fase do crescimento exponencial das microalgas, principalmente, devido as alteragcoes
de pH. No entanto, posteriormente, apés um aumento gradual do fluxo de CO., a

biomassa ird aumentar de forma mais acentuada quando comparando com um controlo.

Esta 12série de resultados demonstrou que é importante ter atencdo ao excesso da
intensidade de agitacdo do meio de cultura, de modo a nao ultrapassar determinados
valores de tensoes de corte. Para ultrapassar esta dificuldade, foi diminuido o caudal
volumétrico de ar/volume e introduzida agitacdo mecanica moderada no fundo do reator
para impedir a sedimentacdo da biomassa. Apesar do efeito apenas ter surgido nos
reatores com menor diametro, esta técnica foi utilizada ao longo de todos os restantes
ensaios de modo a salvaguardar algum possivel stress devido as tensoes de corte
induzidas pela injecao de ar no reator.

Em relacao ao meio modificado com mais [P] e ao CO. dissolvido, ambos os ensaios
apresentaram melhores resultados quando comparados com o controlo, sendo estes os

novos parametros a aplicar daqui a diante.

Os resultados com melhor desempenho sdo os do segundo ensaio, no qual o meio de
cultura foi otimizado, apresentando 2,58E+05 células/ml e uma taxa especifica de
crescimento médio de 0,390 d* ao fim de 10 dias. Os resultados obtidos sao superiores
aos obtidos por Tocquin et al.7® para a mesma microalga, durante o screening de
diferentes meios, a excecdo do meio M1B5, no qual foi conseguido atingir 10E+05
células/ml; este meio apresenta um dos racios mais baixos de N:P dos diferentes meios
de cultura stock disponiveis, NO3= 2,5 mM e PO4=4,3 mM.

Ao comparar os resultados com meios de cultura nos quais as fontes de azoto sao
diferentes, nomeadamente o NH,CIl e NaNO,, estudos efetuados por Cifuentes et al. 77, o
meio utilizado neste estudo apresentou novamente melhores resultados para o mesmo
periodo de tempo de cultura, neste caso os meios investigados em estudos anteriores
apresentaram 2.5E+05 e 1.6E+05 enquanto que o resultado obtido neste trabalho,

permitiu alcancar as 2,58E+05 células/ml ao fim de 10 dias.
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4.2.2. Contaminacoes na Haematococcus pluvialis.

Um dos grandes problemas da Haematococcus pluvialis é o seu crescimento lento,
tornando-as bastante propensas a contaminacoes tanto por outras microalgas como por
outros microorganismos. No inicio de novembro/dezembro de 2019, apareceu a
pandemia do COVID-19; devido as restricoes implementadas para o controlo deste virus,
a simples manutencao das microalgas revelou-se extremamente dificil. Apo6s a fase de
confinamento, a cultura nao se apresentava nas melhores condi¢oes devido a
contaminacOes bacterianas e a presenca de outras microalgas e de paramécias.

As figuras 4.6 e 4.7 demonstram a contaminagdo por paramécias e por um
microrganismo nao identificado. As paramécias encontravam-se, maioritariamente,
presentes em detritos celulares, enquanto que os outros microrganismos, encontravam-
se acoplados a parede celular das microalgas demonstrando um comportamento

parasitério (Figura 4.6 D).

Figura 4.6— Observacao de microscopio das condigbes da cultura de H. pluvialis. A e B paramécia no meio
de detritos celulares, C — Paramécia no meio de cultura, D — Parasita e a microalga com evidéncias

percetiveis de stress, E — H. pluvialis em fase de replicagdo, F — H. pluvialis na fase moével.
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Figura 4.7— Representacdo de uma paramécia.

Apesar das condicoes hostis do meio de cultura havia indicios de replicacao (Fig 4.6 E e
F). Para recuperar a cultura foi aplicada a técnica de plaqueamento em agar enriquecido

com meio de cultura com o intuito de obter colonias individuais e sem contaminacao.

Figura 4.8— Imagem microscopica das coldnias crescidas em agar.

As imagens obtidas (Fig. 4.8) por microscopia permitem observar que apesar de ter
existido replicagdo algumas das contaminacOes mantiveram-se, particularmente o
microrganismo parasitario, impossibilitando os trabalhos posteriores com esta

microalga.
Apesar da impossibilidade de continuar com os ensaios da H.pluvialis, a informagao

obtida sobre a influéncia da intensidade luminosa dentro do reator foi transferida para

novos ensaios com a Chlorella vulgaris.
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4.2.3. Chlorella vulgaris

Os primeiros ensaios aplicados na C. vulgaris focaram-se, da mesma maneira que para
a H. pluvialis, na otimizacao do meio de cultura, nomeadamente no di6xido de carbono
dissolvido e do possivel nutriente limitante.

Inicialmente, foi quantificado as concentracoes de fosfato e nitrato numa fase final da
cultura (15 dias). Os valores obtidos; [N]- 14,0 mg/L e [P]= 0,13 mg/L demonstram que
o fosforo pode estar a ser limitante. Este comportamento também se verificou na cultura
de H. pluvialis. Assim, o meio modificado (GM-M), com adicao de mais 20,24 mg [P]/L
ao FWS-GM, foi avaliado em conjunto com a adi¢do de um maior fluxo de CO..

O fosforo adicionado provém do composto K.-HPO,, estando este presente na grande
maioria dos meios de cultura como uma das principais fontes de fosforo78, como por
exemplo, o GoldMedium FreshWater Species. A adicao suplementar deste composto, nao
vai induzir, assim, a necessidade de adaptacao das microalgas, ja que é a mesma fonte

com que foram pré-inoculadas.

Com o objetivo de avaliar possiveis limitantes, realizou-se uma séria de experiéncias nas
condicbes indicadas na Tabela 4.2, tendo-se mantido constantes os seguintes
parametros:

Temperatura: 25°C */. 0,5; ODi-o 680nm= 0,2; Reator cilindrico com 8,6 diametro;
Iluminacao exterior: 56 umol/mz2/s ; Microalga Chlorella vulgaris; Tempo de cultura :

10 dias.

Tabela 4.2 — Otimizacao da cultura da microalga Chlorella vulgaris.

PPFD* OD
Area/ Co2 umol/mz2/ Meio 68onm
Volume +/-5mg/L S
N©1 452 cm2?/L [30-50] 56 FWS-GM 0,725
N°2 452 cm2?/L [12-20] 56 FWS-GM 2,008
Neog 452 [12-20] 56 GM-M 2,190

cm2/L

*Dentro do reator a t=0
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A figura 4.9 demonstra a evolugao da densidade 6tica ao longo dos ensaios referidos na

Tabela 4.2.

Otimizagao Chlorella vulgaris
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Figura 4.9 — Crescimento da densidade 6tica dos 3 ensaios.

O ensaio n°3, permitiu obter uma taxa de crescimento de 0,47 d*, enquanto que o ensaio
prévio efetuado na H. pluvialis alcancou os 0,39 d, a diferenca de quase 0,10 ocorre
devido ao proprio metabolismo celular. Uma das principais caracteristicas da C.
vulgaris, que a tornam bastante interessante, é o seu rapido crescimento nos mais
diversos ambientes, por outro lado a H. pluvialis apresenta dos crescimentos mais lentos
das microalgas, sendo este uma das desvantagens que dificulta a sua industrializagao.

A C. vulgaris apresenta uma morfologia mais fragil quando comparada a H.pluvialis,
por esta razao e com base nos resultados obtidos previamente, nesta experiéncia apenas
foram usados reatores cilindricos com didmetro de 8,6cm, sendo nestes que as
microalgas sao expostas a tensoes de corte inferiores devido a geometria do reator.

Esta 12 série de ensaios a C.vulgaris demonstra que ao contrario da H.pluvialis, a
exposicdo a uma maior concentracdo de CO. dissolvido afeta negativamente o
crescimento da biomassa. O ensaio iniciou-se com uma baixa concentracao de biomassa
(sensivelmente 0,2 a OD680) semelhante a densidade inicial do ensaio na H.pluvialis
(0,220 a OD680nm); neste caso a adicao de CO2 alterou, principalmente, o pH do meio,
dificultando e até mesmo impedido o crescimento das microalgas ao longo do ensaio. Em
comparacao com o controlo, o ensaio com mais di6xido de carbono (30-50mg/L)
apresenta uma diminuicao de 65% na quantidade de biomassa produzida representada
pela densidade 6tica.

Por outro lado, o meio de cultura modificado com maior concentracao inicial de P, exibe
um aumento de 9% face ao controlo, apresentado a maior diferenca no final da cultura,

sendo esta a ocasiao na qual a limitacao do crescimento por escassez de fosfatos é maios
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expectavel. Deste modo, ao longo dos seguintes ensaios, as condigoes de cultura

aplicados foram [CO2] dissolvido entre 12-20 mg/L e o meio de cultura modificado.

4.3. Otimizacao da Intensidade Luminosa

Um dos principais fatores do crescimento de microalgas fotossintéticas € a luz. Tanto a
intensidade como as caracteristicas. Deste modo, é necessario perceber as caracteristicas
e particularidades da fonte luminosa a utilizar.

Como ja foi referido, a luz disponivel no interior do fotobiorreator sofre uma diminuigao
dréastica com o aumento da densidade da cultura. No entanto, grandes intensidades
luminosas no inicio da cultura, provocam stress nas microalgas, fragilizando o seu
crescimento. O objetivo dos ensaios seguintes foi ultrapassar esta limitacdo, aumentando
gradualmente a intensidade luminosa em conjunto com uma avalia¢ao da cultura a nivel

de biomassa, OD, nimero de células e de pigmentos produzidos/acumulados.

4.3.1. Intensidade luminosa progressiva vs Intensidade luminosa
fixa.

A figura 4.10 representa a evolucao da intensidade luminosa no interior do
biorreator ao longo do tempo de cultura com o sistema de LEDs, que permite

proporcionar um aumento progressivo da luz, e sem esse mesmo sistema (controlo).

Intensidade luminosa progressiva vs controlo

40
35 T T
w30 T A . I
S e I T T T T
£ LT |
© 20 I
€
3 15
2 10 I
& 5 T ! T
T 1 T 7
1 1 T I 1
0 1 I/
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo de cultura
e Controlo Aumento continuo

Figura 4.10 — Comparacao entre a intensidade luminosa no interior do reator com e sem (controlo)

sistema de LEDs .
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Na figura 4.10, em conjunto com os valores do controlo, estdo representados os dados
obtidos dentro do reator com o sistema de LEDs. O aumento da intensidade luminosa do
sistema foi manual, com o objetivo de manter valores superiores a 25 umol/m?2/s durante
o ciclo de cultura. No entanto, apds o 8°dia e apesar do sistema de LEDs se encontrar a
100% da sua intensidade, devido a elevada concentracdo de biomassa, tornou-se
impossivel manter os valores pretendidos no interior do reator.

Este sistema foi usado nos ensaios seguintes, de modo a poder avaliar o efeito do mesmo
na biomassa e nos metabolitos produzidos ao compara-los a uma cultura com a radiacao

exterior constante.

4.3.2. Ensaio com diferentes intensidades luminosas

Nesta 22 série de ensaios, foram avaliadas as respostas das microalgas a diferentes

intensidades luminosas e em especial, ao aumento gradual da luz.

A tabela 4.3 descreve as condi¢oes dos ensaios e os respetivos resultados.

Tabela 4.3 — Caracteristicas e resultados dos ensaios com a C.vulgaris ao longo de 27 dias.

PPFD OD
Area/ Co2 (no centro Meio  68onm
Designacdo  yolume +/-5mg/L do reator)
umol/m2/s
N°1 Controlo 452 [20-30] 30 t 4o GM-M 6,30
cm?/L
No2 Progressivo 452 [20-30] 30-175 GM-M 7,75
cm2/L
N°g Stress 452 [20-30] 175t a=0 GM-M 2,91
cm?/L

Os ensaios foram executados para demonstrar o efeito do aumento progressivo da luz
nas microalgas; o controlo (ensaio N°1) corresponde a utilizar ao longo de todo o ensaio
a intensidade luminosa inicial do ensaio no ensaio progressivo, que significa as quatro
luzes + LEDs a 1%; no ensaio N°3 utilizou-se a intensidade luminosa alcancada no final
do ensaio N°2 (100%, quatro luzes e LEDs a 100%). No ensaio N°2, a intensidade

luminosa apresenta um aumento progressivo por aumento da % da intensidade luminosa
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do sistema de LEDs, visando manter, no centro do reator, uma intensidade luminosa
entre os 30-45 umol/m2/s.
A seguinte figura (4.11), ilustra a evolugao do crescimento da biomassa ao longo do tempo

de cultura dos ensaios propostos.

Densidade dtica
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Figura 4.11 — Evolugdo da densidade 6tica dos diferentes ensaios.

A figura 4.12 representa a evolu¢do do ntimero de células avaliada dois em dois dias.

Necelulas/ml
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Figura 4.12 — Evolugio das concentracoes de células para os diferentes ensaios referidos na tabela 4.3.
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Ambos os graficos, representados nas figuras 4.11 e 4.12, apresentam comportamentos
semelhantes; as diferencas entre a densidade otica e o nimero de células acontecem

devido ao diferente estado das microalgas, como por exemplo, o volume das mesmas.

A anélise dos dados permite observar que o ensaio progressivo, no qual a intensidade
luminosa sofreu um aumento gradual, apresenta valores de densidade 6tica e de nimero
de células bastante superior ao controlo e ao ensaio de stress. O ensaio progressivo
apresenta, assim, um aumento de 47% em relacdo ao controlo ao 23° dia do ensaio (fim
da fase exponencial).

Na tabela 4.4 estdo representados os resultados da monitoriza¢iao do crescimento das

microalgas nas diferentes condicoes de culturas.

Tabela 4.4 — Caracterizacio dos trés ensaios ao fim de 23 dias.

23 dias n°células/ml oD Taxa especifica
de (860nm) de Crescimento
cultura (23dias)
N°1 - Controlo 7,88E+06 4,93 0,202d-1
N°2- Progressivo 1,48E+07 7,120 0,230d-1
N°3 - Stress 7,30E+06 2,593 0,187 d-1

Nos primeiros cinco dias (Figura 14.12), a cultura apresenta uma pequena fase de
adaptacao, seguida da fase logaritmica/exponencial de crescimento e de uma 32 fase de
crescimento (estacionario) apenas observada no ensaio progressivo a partir do 23°dia.
O segundo ensaio (progressivo) apresenta as trés fases de crescimento; lag, log e
estacionaria. A 4° fase (morte celular) nao se encontra evidenciada devido ao tempo de
cultura nao ter sido o suficiente para, devido a um ambiente mais hostil associado as
condicoes de cultura, ocorrer lise celular.

O ensaio progressivo apresenta os valores mais elevados de densidade 6tica e do nimero
de células, demonstrando que o aumento progressivo da intensidade luminosa influencia
muito positivamente o crescimento da biomassa.

Como visto anteriormente, na figura 4.4, o aumento da biomassa afeta drasticamente a
radiacao de luz que chega ao centro do biorreator, diminuindo-a. O método proposto, no
qual o aumento de luz é progressivo e proporcional ao crescimento de biomassa, permite
reduzir, significativamente, as limitacoes associadas a luz, bem como ao percurso 6tico

dentro do reator, encaminhando a luz necessaria para ocorrer fotossintese, em grande
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parte do volume do reator e nao apenas nas zonas mais superficiais. Posteriormente, foi
avaliado o efeito deste método na producao de pigmentos e lipidos por esta microalga
com o intuito de entender os efeitos no metabolismo celular e se 0 método induz stress

as microalgas devido as elevadas intensidades luminosas na superficie do reator.

Estes resultados permitem confirmar que a intensidade luminosa é um dos principais

fatores que afeta o crescimento da biomassa e, apesar do crescimento ideal da C.vulgaris

2 . . . .
ser entre os 30 e 45 umol/m’/s, ao longo do ensaio a intensidade luminosa passa a ser

um fator limitante, principalmente em fotobiorreatores com elevado percurso o6tico.

Nestes ensaios a agitacdo foi efetuada através de agitacdo mecanica suave e por
borbulhamento de ar/CO., impossibilitando a sedimentacao da biomassa e a acumulacao
nas paredes do sistema. Assim, ndo se verificou dispersao ineficaz de luz nas paredes dos
reatores. A auséncia de floculaciao e sedimentacdo no ensaio controlo e progressivo
permite confirmar que todas as microalgas se encontram alternadamente expostas a
intensidade luminosa emitida e que apesar das elevadas intensidades luminosas
presentes na fase final do ensaio progressivo, as microalgas nao sofrem o stress
demonstrado no ensaio de stress quando expostas a mesma radiacdo numa fase inicial
(Figura 4.13 a). O aumento gradual da intensidade luminosa faculta as microalgas o
tempo essencial para a sua adaptacao as novas condi¢oes. Esta capacidade de adaptacao
e a elevada densidade de biomassa permitem um crescimento elevado quando
comparado a um sistema no qual a intensidade luminosa externa nao sofre aumento.

O ensaio de stress obteve a densidade e o niimero de células mais baixo, tal como era

esperado; a valores elevados de luz e em baixa densidade, as microalgas ativam os seus

mecanismos de defesa (Figura 4.13 a) e reduzem o seu crescimento/multiplicacao.

Figura 4.13 — Representacdo da resposta das microalgas a exposicao inicial de luz. a) Aglomeracéo presente

ao 3° dia no ensaio de stress; b) Dispersao uniforme da biomassa no ensaio de controlo e progressivo.
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Apesar das condicOes de agitacdo serem idénticas nos trés ensaios, apenas ocorreu a

aglomeracio no ensaio de stress (175 umol/m®/s); a aglomeracio fornece as microalgas
um microambiente menos hostil para a sua conservacao. Este fenomeno é um dos sinais
de stress das microalgas, em conjunto com a producdo/acumulacdo acrescida de
pigmentos e lipidos.

A segunda série de ensaios permitiu assim evidenciar a grande importancia da
intensidade luminosa e do seu controlo na producao de biomassa algal em microalgas
fotossintéticas. Segundo os resultados obtidos, foi possivel aumentar em 40% a producao
de biomassa para o espaco de tempo de 23 dias de cultura. No entanto, ndo é apenas a
biomassa que é utilizada, sendo importante quantificar e analisar os metabolitos

produzidos pela microalga nas diferentes condicoes de cultura.

4.4. Quantificacao e identificacao de Pigmentos

O mercado atual deste microrganismo esta dirigido maioritariamente para a biomassa,
seguindo-se os pigmentos e os lipidos extraidos. Deste modo, é importante a
caracterizacao destes compostos nas diferentes condi¢oes de cultura. Como iremos ver
ao longo deste trabalho, as condicoes da cultura permitem manipular os diferentes

compostos que as microalgas produzem, bem como o seu racio.

Sao varios os métodos para quantificacao destes compostos; neste trabalho os pigmentos
foram quantificados por espetroscopia de UV-visivel.

A espetroscopia é o método mais econémico e rapido que o HPLC, sendo por isso
bastante usado neste tipo de estudos apesar da sua incerteza ser ligeiramente superior.
Existem diversas equacdes que permitem esta quantificacdo de pigmentos, consoante o
tipo de microrganismo explorado.

Para a clorofila a e b as equacoes foram as seguintes (Jeffrey & Humphrey 197579):

() Chla (pg I'") = 11.85*D0O664-1.54*D0647-0.08*D0630* (v/V)
(IV)  ChLB (ug I'") = -5.47*D0664+21.03*D0647-2.66*D0O630*(v/V)

Estas equacoes sao das mais usadas neste tipo de quantificacao, tendo sido citada 66 647
vezes desde a sua descoberta em 1975. Associado as equacOes de quantificacdo, €
necessario o estabelecimento de um protocolo de modo a diminuir o erro associado as

absorvéancias dos diferentes solventes utilizados no processo de extracao.
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Para os carotenos, a equacao € a seguinte (Strickland & Parsons 197280);

(V)  Carotenoides (ug-mL™") = 4*D0O480*(v/V)

Apds extracdo dos pigmentos com acetona, estas equagdes permitem obter uma
estimativa da quantidade de pigmentos presente na biomassa com um erro inferior a 10%.

A tabela 4.5 resume os valores obtidos para a biomassa no ensaio n°l (controlo 30
pmol/m®/s) e n°2 (progressivo 30-175 pmol/m®/s).

Tabela 4.5 — Quantificacdo dos pigmentos e lipidos do ensaio de controlo e com intensidade luminosa
progressiva.

Clha Clhb Chla+b Carotenoides w/w %
Hg/g  palg Hg/g ng/mg  lipidos
Controlo 0,508 0,591 1,100 2,74 3,11

Progressivo 0,937 0,129 1,066 3,72 3,66

Infelizmente nao havia biomassa suficiente no ensaio N°3 (Stress), pelo que nao foi
possivel avaliar o teor de pigmentos na biomassa com o método acima referido.

Na literatura, o contetido lipidico na biomassa seca de C.vulgaris varia
consideravelmente , podendo variar entre os 2 e os 60%8!. A variacao depende bastante
do método de extracdo, bem como do modo da cultura e das condi¢des em que as
microalgas se encontram. Para além das diferencas nas condin¢oes de cultura, apesar da
espécie ser a mesma (C. vulgaris) nos varios estudos analisados, existem diversas
estripes disponiveis com diferentes vias de crescimento e, consequentemente, diferentes
capacidades de producao de metabolitos.

Os resultados obtidos no presente treabalho sdo superiores aos de Gongalves et al.82
sendo que neste estudo foi obtido 2,8 % de W/w apds otimizac¢ao da irradiacdo luminosa
e de diferentes periodos de dia/noite enquanto que neste trabalho, o ensaio da
iluminacao progressiva obteve 3,66% w/w.

Um outro estudo, efetuado por Lee et al.83 apresentou valores superiores, nomeadamente

4,8% do peso da biomassa seca em lipidos com métodos de recuperacao semelhantes.

Como ja referido, as condicbes do meio de cultura influenciam a producao de

metabolitos. Entre os dois ensaios caracterizados, é possivel destacar a diferenca entre o
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racio de clorofila a/ b apesar da soma de ambas apresentarem valores muito idénticos.
Uma das possiveis causas pode relacionar-se com a limitacao da luz no ensaio N°1.

As clorofilas a e b desempenham funcgoes distintas nas células vegetais; a clorofila a
encontrasse normalmente em concentragdes superiores e a sua principal funcdo é a
fotossintese enquanto que a clorofila b, considerada menos essencial, apresenta a funcao
de ampliacao da faixa de luz disponivel para a fotossintese84. Ou seja, esta capta energia
proveniente de fontes luminosas e transfere a energia para a clorofila a de modo a esta
conseguir realizar a fotossintese. Este mecanismo pode explicar a maior quantidade de
clorofila b presente no ensaio N°1. O nivel inferior de luz disponivel para fotossintese
pode ter induzido a microalga a produzir maiores quantidades de clorofila b, com o

objetivo de rentabilizar a pouca luz disponivel no fotobiorreator.

A C.uulgaris nao apresenta grande producao e acumulacdo de carotenos quando
comparada a outras microalgas, no entanto estes sdo dos compostos com maior valor
comercial no mercado das microalgas sendo importante avaliar a resposta da producao
destes compostos as diferentes condicoes de cultura, com o intuito de estender a
aplicacdo do novo método proposto a outras microalgas com melhores capacidades de

producao.

Os valores obtidos (tabela 4.5) demonstram um aumento de cerca 36% na quantidade de
carotenos no ensaio n°2 face ao ensaio n°1. O correspondente aumento dos lipidos foi
cerca de 18%. Assim, tanto o teor de lipidos como de carotenoides responde
significativamente ao perfil de intensidade luminosa, sendo ambos resposta das
microalgas a um determinado fator de stress.

A producao de carotenoides (composto altamente antioxidante) é uma das respostas das
microalgas ao stress, prevenindo o efeito degenerativo das possiveis espécies reativas de
oxigénio as quais as microalgas sdo expostas. Por outro lado, a producio e acumulacio
lipidica, tem o objetivo de aumentar a reserva calérica na qual a microalga ir4 ter acesso

em condi¢des mais hostis que impecam o seu normal metabolismo.

A diferenca entre as quantidades destes compostos nos dois ensaios surge devido as
diferentes fases onde as culturas se encontravam. A elevada densidade e a alta radiacao
luminosa na superficie do reator do ensaio n°2 (progressivo), tornam (no 23°dia) o
ambiente menos propenso para o crescimento de biomassa em face ao ensaio de controlo
(fig 4.12). Estas condicOes de cultura finais, mais hostis, permitem a maior acumulacao

de carotenoides e lipidos. Por outro lado, o aumento progressivo da intensidade
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luminosa na fase exponencial da cultura aumenta, de modo significante, a quantidade de
biomassa presente na fase final.
A figura 4.14 ilustra a diferenca, nos solventes, entre os pigmentos dos dois ensaios em

estudo.

Figura 4.14 — Solventes ap6s extra¢ao dos pigmentos: a) Ensaio n°2(progressivo); b) Ensaio n°1 (controlo)

A diferenca da coloracao dos pigmentos extraidos ocorre devido a maior quantidade de
carotenos presentes no ensaio progressivo. A clorofila a e b apresentam diferentes
espetros de emissdo; a clorofila a apresenta maior emissao no espetro verde e a clorofila
b no espetro do laranja/avermelhado. A quantificacao dos pigmentos demonstrou que
existe maior quantidade de clorofila a no ensaio progressivo, deste modo, esperava-se
que se este apresenta-se uma cor mais verde que o ensaio analogo. No entanto, o
mesmo nao acontece. A pigmentacao mais amarelada do ensaio progressivo é, assim,

causada devido a maior quantidade de carotenos presente.

O objetivo deste ensaio foi avaliar a influéncia do aumento da intensidade luminosa ao
longo da cultura, sobre a taxa de producao da biomassa. No entanto, os dados obtidos
demonstraram que o método proposto ndo s6 aumenta a biomassa, como permite
manipular os racios de clorofila produzidos e aumentar em 17,7% a producao lipidica e
em 35,7% a carotenogénese aos 23° dias de cultura. A conjugacdo dos dois resultados
(incremento da biomassa em 47% e de carotenoides em 35%) traduz-se no incremento

efetivo de 51,4% de carotenoides e de 22% de lipidos.

4.5. Percurso 6tico

Os ensaios anteriores salientaram a importancia da intensidade luminosa e as limitacoes

no crescimento de biomassa associado a esta parametro. Dos resultados obtidos, destaco

61



a necessidade de aumentar progressivamente a intensidade da luz ao longo do tempo de
cultura de modo a acompanhar o crescimento da biomassa dentro do fotobiorreator.

Outra forma de explorar a questao da intensidade luminosa, ainda que diferente, é a
variacdo do percurso Otico. Para o efeito, produziram-se reatores com a mesma
geometria, mas diferentes diametros (Figura 4.15). Os restantes parametros, tais como a
temperatura, volume, CO,, agitacdo, distancia da fonte de luz, idade da biomassa e a
intensidade luminosa da fonte foram idénticos em ambos os ensaios. (Intensidade

luminosa 56 pmol/m?2/s)

Figura 4.15 — Ensaios sobre percurso 6tico; Ensaio N°1- 4 cm de didmetro* e N°2 — 6 cm de diametro.

Na figura 4.15 é possivel observar uma ligeira diferenca de cor na biomassa produzida
nos dois reatores aos primeiros cinco dias. A biomassa no reator de menor didmetro
apresenta uma coloracao mais amarelada, indicando uma resposta das microalgas a um
fator de stress (luz), sendo produzida maior quantidade de carotenoides e/ou clorofila b.
Para o mesmo volume de meio reacional, o reator de menor diametro recebe cerca de

mais 50% de radiacao.
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Figura 4.16 — Evolucdo da densidade 6tica para os ensaios com diferentes didmetros.

A figura 4.16 mostra a evolucdo da densidade otica para os ensaios. Na fase inicial da
cultura, entre o 1° e o 7° dia, o crescimento de biomassa apresenta respostas
semelhantes. No entanto, nos dias seguintes e apesar da concentracdo inicial de
biomassa, destaca-se um crescimento mais acentuado no ensaio realizado no reator de
menor diametro, demonstrando influéncia do percurso 6tico do reator. Estes resultados
demonstram que nao é apenas a intensidade de luz emitida que é relevante para o
crescimento das microalgas, mas também o percurso Otico e a area especifica do

fotobiorreator (4rea de captacdo de luz/volume).

A otimizacao do crescimento de biomassa representa um dos principais focos da
investigacao realizada. Com o intuito de otimizacao tanto da biomassa como da producao
de metabolitos, a cultura pode ser dividida em duas fases: a fase verde e a fase vermelha
(stress). Esta metodologia permite a otimizacdo da producdo de biomassa e
posteriormente, com uma alteracao das condicoes de cultura, a ativacdo dos mecanismos
de defesa das microalgas por inducao de stress, induzindo assim a producao de uma
maior quantidade de metabolitos. Os ensaios desenvolvidos ao longo deste trabalho, até
este momento, focam-se na producao de biomassa tendo, no entanto, sido obtido valores
interessantes na producao de metabolitos com o novo método proposto.

O ensaio seguinte foca-se na producao de metabolitos ao expor as microalgas a diferentes

concentragoes de um fator de stress especifico.
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4.6. Inducao de Stress através de H-O-

Os ensaios anteriores permitiram a otimizacao da producao de biomassa explorando,
maioritariamente, a intensidade de luz ao qual o fotobiorreator é exposto.

Esta dltima série de ensaios baseia-se na exposicao das microalgas a perdxido de
hidrogénio.

Todas as células produzem espécies reativas de oxigénio (ROS), no entanto quando
presentes em excesso, estes compostos causam danos nas proteinas, lipidos e mesmo no
ADN por reagirem com estas biomoléculas, alterando a conformacao e
consequentemente a atividade das mesmas. Existem varias doencas associadas ao
excesso destes compostos como é o exemplo do Alzheimer, Parkinson’s e algumas
doencas oncolbgicas.

O peroxido de hidrogénio é o ROS mais estudado, pois encontra-se presente em grandes
concentracoes no ambiente devido a sua superior estabilidade quando comparado a
outros compostos da mesma categoria. As microalgas sdo das principais fontes deste
composto para o ambiente®5% podendo serem produzidos no peroxissoma, cloroplastos,
mitocondria, plasma membranar e mesmo no reticulo endoplasmatico como resposta a
condicoes hostis no meio de cultura. A sua producao intracelular vai ativar os diferentes
mecanismos de defesa que as microalgas dispoem, nomeadamente o aumento da
producao de antioxidantes, acumulacao de lipidos, enrijecimento da parece celular, etc...
Com base na resposta que estes compostos induzem nas microalgas e noutras células,
sdo considerados mensageiros secundarios.

O peroxido de hidrogénio foi o composto escolhido para o seguinte ensaio devido a sua
funcao dentro da célula. Este método, ao contrario dos métodos atuais de stress, no qual
as condigoes de cultura s3o alteradas para ocorrer a formacgao de ROS dentro da célula,
este expOe as microalgas diretamente a um agente de oxigénio reativo. Uma das
vantagens deste método provem da sua disponibilidade e do baixo custo deste composto
no mercado, podendo ser uma alternativa vidvel a métodos mais dispendiosos como o

aumento da intensidade luminosa.

O principal objetivo do ensaio seguinte foi permitir a comparacao da resposta celular,
nomeadamente na producao/acumulacao de lipidos, com varias concentracoes de
peroxido de hidrogénio no meio, um controlo e um dos métodos mais usados para a

inducao de stress, a auséncia de fosfatos no meio de cultura.

Os ensaios foram iniciados com umam concentracio de biomassa seca de 2,5 g/L e com

as mesmas condicoes de temperatura, volume, idade da biomassa e pH.
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Para melhor entender o efeito do H.O. no meio de cultura, foram aplicadas 9
concentracoes diferentes, sendo estas comparadas com dois controlos, um sem
condicoes de stress e outro com auséncia de fosfatos no meio de cultura.

Estes ensaios tiveram a duracao de 3 dias, sendo que no primeiro dia a biomassa é
extraida de uma cultura que corresponde a fase verde, exposta as novas condicoes de
cultura (fase vermelha) e ao terceiro dia efetuada a extracao de lipidos e pesagem da

biomassa seca.

A tabela 4.6 apresenta as diferentes respostas dos ensaios;

Tabela 4.6 — Efeito da concentracao de H20- sobre a resposta da C.vulgaris

Ensaios Biomassa w/w, % g/L lipidos
t=3 dias seca g/L lipidos/biomassa

Controlo 3,4 5,2 0,18
1 (0,50 nM) 3,1 4,3 0,13
2 (0,75 nM) 2,9 10,3 0,30
3 (1,00 nM) 3,2 8,0 0,26
4 (1,25 nM) 1,1 3,7 0,04
5 (1,50 nM) 1,2 2,3 0,03
6 (2,50 nM) 0,9 1,3 0,01
7 (5,00 nM) Lise 0,0 0,00
8 (10,0 nM) Lise 0,0 0,00
9 (15,0 nM) Lise 0,0 0,00
10 (s/Fosfatos) 2,6 9,2 0,24

*Concentragdo inicial de biomassa = 2,5 g/L (biomassa em fase logaritmica)

As respostas avaliadas foram a biomassa seca, a relacao entre o peso de lipidos e o peso
de biomassa seca e quantidade de lipidos presentes em 1L de meio de cultura, o que
conjuga os dois anteriores.

A percentagem de lipidos acumulados por quantidade de biomassa é um dos parametros
mais importantes, pois os valores obtidos sdo independentes da quantidade de biomassa
presente no meio de cultura, por outro lado, o parametro de g de lipidos/L de meio
cultura permite quantificar nao s6 a quantidade de lipidos que a biomassa produz, mas
também é tido em conta a quantidade de biomassa produzida/degradada.

No presente estudo, os melhores resultados foram obtidos para uma concentracao de

H.0.de 0,75mM, tendo-se atingido cerca de 10,3% de lipidos na biomassa, sem perdas
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significativas de biomassa. Kong et al.” numa cultura autotroéfica semelhante a nossa,
obtiveram 7,76% enquanto que alcancaram 25,26% numa cultura heterotrofica.

Os ensaios efetuados por Sun, et al.88, em fed-batch, permitiram obter 36,49% usando
glicerol como fonte de carbono numa cultura monofasica heterotréfica com a C. vulgaris.
A anélise dos diferentes estudos, demonstra que as culturas heterotroficas, apresentam,
usualmente, uma maior quantidade de lipidos. No entanto ao comparar os resultados
obtidos neste trabalho com outros ensaios autotroficos, os valores obtidos por stress
quimico com pero6xido de hidrogénio sao superiores aos ensaios de stress ap6s remocao

do fosforo no meio de cultura e do uso de elevadas radiaces luminosas.

Os ensaios n°7,8,9 apresentaram lise celular, resultando mesmo numa “lixiviacao” das
microalgas. Ao fim de dois dias, com concentracoes superiores a 5 nM, o stress induzido
lisou mais de 90% das microalgas presentes, tornando estas concentracoes sem interesse

para o objetivo do ensaio (Figura 4.17).

Figura 4.17 — Lixiviacao dos ensaios com mais de 5nM de perdxido de hidrogénio.

O controlo, como esperado, foi o ensaio que apresentou maior quantidade de biomassa
devido a auséncia de fatores de stress na cultura.

Os ensaios n°2 e 3, por um lado, e o ensaio n°10, foram os que apresentaram valores
superiores de lipidos produzidos quando comparados com o controlo.

A figura 4.18 demonstra a resposta da producao de lipidos face ao controlo.
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Figura 4.18 — Relacao entre a quantidade de lipidos produzidos dos ensaios com o controlo

Os resultados obtidos tém especial interesse, pois o ensaio n°2 ( 0,75 nM) apresenta
maior producao de lipidos do que o ensaio no qual os fosfatos foram removidos, sendo
este método em conjunto com o aumento da intensidade luminosa um dos métodos mais
utilizados a nivel industrial.

Os resultados obtidos no ensaio em que a intensidade luminosa foi ampliada
progressivamente, apresentam % lipidica (3,6 % w/w) inferior aos valores obtidos
durante estes ensaios de stress quimico (10,3% w/w), demonstrando assim, o interesse
em dividir a cultura em duas fases. Sendo que a primeira, com o aumento progressivo da
intensidade luminosa, otimizada para o crescimento da biomassa e uma segunda fase,
no qual estes ensaios entram, com o intuito de aumentar a producao de metabolitos da
microalga.

Ao longo dos ensaios, a biomassa diminui de modo proporcional ao aumento da
concentracao de H,O,; no entanto, a producao lipidica apresenta um comportamento
diferente.

Os ensaios com concentracao superior a 1,25 nM apresentam uma baixa producao
lipidica em conjunto com uma diminuicao da biomassa; nestas condi¢des de cultura, as
microalgas tém uma exposicao elevada ao agente de inducao de stress, limitando o seu
metabolismo. Por outro lado, e em especial, o ensaio N°2 e N°3, a producao de lipidos
aumentou até 69%, quando comparada com o controlo, apesar de ter ocorrido uma
ligeira diminuicao de biomassa (Figura 4.18, ensaio 2).

A figura 4.19 representa os resultados da conjugacao do teor de lipidos com a

concentracao da biomassa.
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Figura 4.19 — Comparacao da rentabilidade de lipidos por litro de cultura.

A figura 4.19 representa a rentabilidade, em gramas de lipidos por litro, dos diferentes
ensaios. Estes valores sintetizam o efeito da concentracao de H.O.na producao de lipidos
tendo em conta o de/acréscimo de biomassa na cultura. Os ensaios 2 e 3 apresentam os
meios de cultura com maior producao lipidica. As concentracées (0,75nM e 1nM)
permitem uma elevada producao lipidica e uma ligeira perda de biomassa que pouco
interfere com a rentabilidade do processo global, aumentando assim o interesse deste

método de stress para a inducao da producao de metabolitos.

A utilizacao do peréxido de hidrogénio para a inducao de stress celular é bastante usada
na avaliacdo da resposta ao stress por parte de células animais; a transposicao desta
técnica para as células vegetais foi levemente abordada na literatura, sendo importante
a avaliacdo de diferentes concentragdes do composto e da aplicacao da técnica a diversas

microalgas, tornando os resultados obtidos neste estudo uma contribuigao significativa.
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5. Conclusao e perspetivas futuras

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, a importancia das microalgas como uma
possivel resposta a diversos problemas econémicos e ambientais tornou-se evidente,
apesar de ainda existirem algumas dificuldades associadas aos elevados custos das
diferentes técnicas de cultivo e recolha utilizadas.

Com o objetivo de reduzir os custos associados a estas culturas, este trabalho focou-se no
aumento da rentabilidade da exploracao destes microrganismos, aumentado a biomassa
produzida no mesmo intervalo de tempo face aos métodos tradicionais. O trabalho
iniciou-se com a microalga H. pluvialis e depois focou-se na C. vulgaris mais resistente
e menos sensivel a contaminagoes tornando-a uma op¢ao mais produtiva e com melhor
desempenho.

As componentes mais inovadoras do trabalho na C. vulgaris sdo duas: a primeira é
relativa a otimizacao do crescimento da biomassa sob condi¢oes diferentes de exposicao
da luz e a segunda parte, diz respeito a producao e acumulacao de lipidos ao expor as
células a um dos principais compostos que proporciona a formacao de espécies reativas
de oxigénio, o peroxido de hidrogénio.

Os varios ensaios efetuados ao longo deste trabalho evidenciaram as principais
limitagcOes na cultura de microalgas fotossintéticas, propondo-se um novo método que
permite aumentar em 47% a biomassa produzida, aumentando a intensidade luminosa
exterior em propor¢do com o aumento da concentracdo de biomassa. Esta técnica
permite disponibilizar luz suficiente para a fotossintese no centro do fotobiorreator sem

ocorrer fotoinibicdo na fase inicial da cultura. Ao longo dos 23 dias de cultura, as

microalgas foram, assim, expostas a intensidades luminosas de 30 - 175 umol/m®/s na
superficie do fotobiorreator. Esta metodologia permitiu, ainda, aumentar a producao de
carotenoides e lipidos, em 51,4% e 22%, respetivamente, tendo em conta o acréscimo de
biomassa.

Por outro lado, a inducao de stress por via da introduc¢ao de H,O, permitiu aumentar em
69% a producao de lipidos pela biomassa. Os resultados obtidos permitem concluir que
a exposicao extracelular a um ROS, ird aumentar a sua concentracao intracelular e
consequentemente induzir a ativacao dos diferentes mecanismos de defesa das células,
neste caso, a acumulacao de lipidos.

Em futuros trabalhos, seria importante aplicar ambas as técnicas propostas para a
otimizacdo da biomassa, bem como para a producdao de metabolitos, em diferentes
espécies de microalgas. Salientando, o método de aumento progressivo da intensidade
luminosa no reator em microalgas com um crescimento mais lento, como é o caso da

Haematococcus pluvialis com o intuito de aumentar as taxas especificas de crescimento.
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