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A minha Familia

O pessimista vé dificuldade em cada oportunidade; o otimista vé oportunidade em cada
dificuldade.

Winston Churchill
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REsSumoO

A producéo intensiva de produtos agricolas, como os legumes e frutas, tem vindo a aumentar
ano apds ano e consequentemente, tém-se registado um aumento da producao de residuos,
derivados a transformagéo desses mesmos produtos. Muitas vezes este setor apresenta gran-
des dificuldades em tratar esses residuos, muitos deles ricos em carbono organico, servindo

como um substrato ideal para o crescimento de microalgas.

Este trabalho de investigagéo teve como objetivo o estudo do crescimento de Chlorella pro-
tothecoides em quatro residuos agroindustriais, o repiso de tomate, as borras de café, as
borras de uva e o repiso de uva, que serviram como fonte de carbono orgéanico. Face a estes
residuos, as borras de uva, foram o residuo que apresentou melhores crescimentos apresen-
tando uma taxa especifica de crescimento 20% superior a taxa de crescimento em meio MCV.

Realizaram-se quatro ensaios do tipo batch, onde se comegou por utilizar meio MCV, como
suplemento aos substratos de residuo, terminando na utilizagdo apenas dos residuos como
substrato para as culturas de crescimento. Verificou-se também que a microalga apresentou
uma grande afinidade com o residuo de repiso de tomate, registando-se na generalidade dos
ensaios um pico de producao de biomassa deste residuo.

Neste ensaio ainda se verificou que a utilizagao de residuos do setor da agroindustria, para o
crescimento de microalgas, tem de ser cauteloso de forma a evitar que particulas sobrena-
dantes, provenientes dos residuos, possam vir a influenciar na medicao de parametros e ter
um conhecimento claro da composicao total destes residuos de forma a detetar eventuais
agentes inibidores do crescimento da C. protothecoides.

PALAVRAS-CHAVE: Chlorella protothecoides, residuos agroindustriais, crescimento heterotro-
fico, fonte de carbono






ABSTRACT

The intensive production of agricultural products, such as vegetables and fruits, increases year
after year and, consequently, records an increase in waste production, derivative of the trans-
formation of these same products. This sector often has great difficulties in treating these
wastes, many of them rich in organic carbon, and because of that, it is an ideal substrate for
microalgae growth.

The objective of this research was to study the growth of Chlorella protothecoides in four
agrowastes, which are tomato pomace, coffee grounds, grape pomace and grape grounds,
which served as organic carbon source. Face these residues, the grape grounds, it was the
residue wich shows a better microalgae growth, with a specific growth rate 20% higher than
the growth rate in MCV medium.

Four batch-type assays were performed, where began to use MCV media as a complement to
waste substrates, ending only in the use of waste as a substrate for growing crops. It was also
found that the microalga had a high affinity with tomato pomace, registering as a generality of
tests a peak of biomass production in this agrowaste.

In this essay, it was also achieved that the use of agrowastes for microalgae growth should be
done carefully in order to prevent particules in supernatants from waste these wastes and
having a clear knowledge of the total composition of these residues in order to detect any
growth inhibitors of C. protothecoides it's also important.

KEYWORDS: Chlorella protothecoides, agrowastes, carbon source, heterotrophic growth.
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SiMBOLOS E ABREVIATURAS
(por ordem alfabética)

C. protothecoides  Chlorella protothecoides

DNS Acido 3,5-Dinitrosalicilico
g grama

h hora

L Litro

NaOH Hidréxido de sbdio

SF Sélidos fixos

ST Sélidos totais

SV Sélidos volateis

TD Tempo de duplicagéo

Simbolos Gregos

9] Taxa especifica de crescimento, h'!

Yrs Rendimento de biomassa de microalga em relagéo ao substrato (g biomassa /g aguca-
res redutores);

Px  Produtividade de biomassa (g/(L.h));

rs  Taxa média de consumo de substrato (g/(L.h));



Valorizagao de residuos da industria agroalimentar para produzir SCP através da cultura de microalgas

1. INTRODUGAO

1.1 ENQUADRAMENTO GERAL E OBJETIVOS

As microalgas tém sido tema de uma tremenda pesquisa e desenvolvimento nas ultimas dé-
cadas devido ao seu grande potencial como uma matéria prima para biocombustiveis, assim
como para produzir pigmentos de alto econémico e nutracéuticos, tanto para humanos como
para animais. Apesar dos investimentos na tecnologia até aos dias de hoje, o maior obstaculo
para a comercializacdo é o alto custo de producdo de biomassa e a respetiva extragao de
produtos de interesse.!"!

Com o aumento da populagdo mundial, estimando-se para o ano de 2050, uma populagao de
nove bilides de pessoas, as microalgas sdo apontadas pela comunidade cientifica como uma
fonte alternativa na alimentagao (fonte de proteina) humana e animal, bem como para o tra-
tamento de aguas residuais domésticas e industriais, tendo como mais valia a ndo utilizagao
de terra aravel e a utilizagao de tecnologias de produgao que permitem baixos consumos de
agua. 21

Atualmente estao a ser exploradas muitas oportunidades que permitem aumentar a eficiéncia
ou eliminar custos irrelevantes no processo de produc¢ao de microalgas. Estas oportunidades
passam pelo aumento do rendimento de produgcdo de biomassa, aumento de produgéao de
lipidos e outros compostos de interesse, integracao de fluxos de residuos, ricos em azoto,
fosforo e carbono e também a diminuicdo dos custos de infraestrutura. ['!

Havendo a necessidade da redugao de custos, de modo a viabilizar a tecnologia de produgéo
de microalgas e aumentar a sua escala de producao, sdo apontadas como hipotese a utiliza-
¢cao de milho em pd hidrolisado, xarope de sorgo e aguas residuais, como fonte de azoto,
fésforo e carbono, de modo a aumentar o rendimento de producédo de biomassa, promovendo
desta forma um crescimento heterotréfico ou mixotréfico. No entanto estas duas formas de
crescimento anteriormente referidas, teriam um rendimento maior com a utilizagdo de glucose
(comercial), mas a sua utilizacdo a escalas industriais seria economicamente inviavel, para
aplicagoes de baixo valor comercial. ©!

As industrias agroalimentares portuguesas produzem anualmente grandes quantidades de
residuos apos processamento das suas matérias-primas frutas ou vegetais constituidos de
peles e grainhas, maioritariamente. Estes residuos podem ser o substrato de microalgas,
sendo assim uma fonte alternativa de carbono organico. [© 7]

E a partir deste problema que se realizou o presente trabalho de investigacédo, tendo como
objetivo o estudo da produtividade de biomassa de microalga da espécie Chlorella
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protothecoides, utilizando quatro residuos agroalimentares: borras de café, repiso de tomate,
borras de uva e repiso de uva.

1.2 CHLORELLA PROTOTHECOIDES

A Chorella protothecoides, figura 1, € uma microalga eucariota, unicelular, de agua doce e
que nao possui mobilidade, pertencente ao Filo Chlorophyta. A sua forma é esférica, possui
uma parede celular fina, o seu didametro esta compreendido entre os 2 e os 10 um, reproduz-
se de forma assexuada e a sua temperatura étima de crescimento é de 28°C. [

Figura 1: Chlorella Protothecoides (Ampliagdo 400x-Laboratérios ESTBarreiro/IPS)

Esta espécie € uma das microalgas mais utilizadas quer a nivel de investigagao, quer a nivel
industrial, pode crescer de forma autotréfica, heterotrofica e mixotréfica, isto sob diferentes
condigdes de cultura. Portanto, a C. protothecoides. devido a sua capacidade de crescer em
diferentes meios, pode ser utilizada como fonte de alimentagéo para aquacultura, suplemen-
tos de nutricdo humana e produtos farmacéuticos e como matéria prima para a producao de
biocombustiveis. 1011

Photoautotrophic =

Phot

v

Heterotrophic —_— —_ Het

< . Chlorophyll .
Mixotrophic —_— —_— Mix
Carotenoidsf

Figura 2- Coloragéo da microalga nos crescimentos fotoautotréficos, mixotréficos e heterotréficos.[2
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Tabela 1: Composicdo da biomassa da Chlorella protothcoides (% peso seco) (13!

Elemento Quantidade Elemento Quantidade
(% peso seco biomassa) (% peso seco biomassa)
Carbono 49,12 Zinco 5,1 x10%
Oxigénio 32,26 Cobre 2,7 x10°
Hidrogénio 7,03 Manganés 4,1x10%
Azoto 8,07 Cobalto 0,31 x10°
Fosforo 1,18 Molibdénio 0,009 x10°3
Magnésio 0,19 Boro 0,04 x103
Enxofre 0,11 Cromio 0,4 x10¢8
Ferro 0,12 Chumbo 0,02 x103

1.2.1 PRODUGAO DE SINGLE CELL PROTEIN

Single cell protein (SCP) sao proteinas extraidas do cultivo de biomassa microbiana, que po-
dem ser utilizadas como suplemento proteico para dietas alimentares, substituindo fontes con-
vencionais de alto valor econdmico, como a farinha de soja e a farinha de peixe, permitindo
desta forma aliviar o problema da escassez de proteinas. Além disso, a bioconversao de re-
siduos agricolas e industriais em alimentos ricos em proteinas tem um beneficio adicional de
tornar o produto final mais rentavel. Para além disso, a utilizagdo de residuos agricolas tam-
bém seria uma alternativa economicamente viavel, ao serem utilizados como substratos para
produzir single cell protein.l'¥

1.2.2 CRESCIMENTO AUTOTROFICO

O crescimento autotréfico, também conhecido por crescimento fotoautotréfico, refere-se ao
crescimento de microalgas através da captura de luz solar e de diéxido de carbono atmosfé-
rico convertendo-os em energia quimica através de reagbes de fotossintese, deste modo, é
promovido o desenvolvimento de clorofilas, resultando numa pigmentacao verde. Neste tipo
de crescimento é também utilizada uma fonte de carbono (CO-) de forma a manter as fungdes
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celulares da microalga. Apesar de ser o tipo de crescimento com menores custos, a nivel de
substratos, a produtividade de biomassa de microalga € limitada uma vez que esta direta-
mente dependente da luz solar e da temperatura.['}10:15]

1.2.3 CRESCIMENTO HETEROTROFICO

O crescimento heterotréfico refere-se a utilizacdo de compostos de carbono orgénico, como
Unica fonte de carbono e energia, promovendo assim a producao de luteina, com uma pig-
mentacao amarela. Este tipo de crescimento, elimina a dependéncia de luz solar, ao contrario
do crescimento autotréfico, permitindo desta forma uma maior produtividade de biomassa mi-
croalgal. No entanto, o crescimento heterotréfico tem algumas desvantagens nomeadamente
nos custos associados aos meios de carbono organico, maioritariamente provenientes da agu-
cares redutores; a diminuicao da pigmentagao e da produgao de fitoquimicos pelas células
das microalgas, uma vez que este tipo de crescimento é operado em condi¢des de auséncia
de luz; a necessidade de utilizar meios estéreis, de modo a evitar contaminagées, que redu-
zam a produtividade; e a producédo de didxido de carbono durante a respiragéo, que pode
atingir concentragdes inibitorias ao crescimento. ['19]

1.2.4 CRESCIMENTO MIXOTROFICO

Este tipo de crescimento resulta da combinagao entre o crescimento autotréfico e heterotré-
fico, utilizando simultaneamente a fonte luminosa e o substrato organico como fonte de ener-
gia, é simultaneamente consumido dioxido de carbono e substrato organico como fontes de
carbono.l'" A taxa especifica de crescimento da cultura mixotréfica €, portanto, aproximada-
mente a soma das taxas especificas de células sob condig¢des fotoautotréficas e heterotréfi-
cas.l

Através da tabela 2 podemos comparar as taxas especificas de crescimento nestes trés tipos
de crescimento.

Tabela 2: Taxas especificas de crescimento de microalgas, nos crescimentos autotréfico, heterotro-
fico e mixotréfico ().

Crescimento Crescimento Crescimento
Autotrofico Heterotrofico Mixotrofico
(h™ (h™ (h™)
0,028 0,106! 0,071l
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1.3 TECNOLOGIAS DE PRODUGAO DE MICROALGAS

Nos ultimos anos tem sido feita investigacao e desenvolvimento das tecnologias de cultivo de
microalgas, de forma a aumentar as suas taxas de produtividade, dado que estes microrga-
nismos podem ser um grande potencial para a alimentacdo humana e animal, bem como para
setores da industria farmacéutica, cosmética e energia. Desta forma, é necessario um au-
mento de escala, bem como a redugéo nos custos de produgdo. 27

As microalgas séo cultivadas numa ampla gama de sistemas de cultivo. A producéo hetero-
tréfica é realizada em biorreatores convencionais (fermentadores), ja o cultivo autotréfico por
ser feito em sistemas abertos (lagoas rasas-raceway ponds) ou fechados (fotobiorreatores).
Os sistemas mais usados em larga escala e em bases comerciais sdo sistemas abertos. ['7}20

1.3.1 RACEWAY PONDS

Os raceway ponds, figura 2, sdo um sistema aberto de produg¢éo de microalgas, caracterizado
por tanques ou lagoas rasas, pouco profundos com uma profundidade nao mais de 30 cm,
abertas ao meio ambiente, utilizando a luz solar como fonte de energia natural, sendo a cultura
agitada por um sistema mecanico de brago ou paddlewheel. A circulagdo tem que ser execu-
tada de forma continua evitando a deposigéo da biomassa. !

Visto que se trata de um sistema aberto, este sistema de cultivo esté sujeito a diversos fatores
que reduzem a produtividade de biomassa: 2%

e Alteracoes de temperatura diarias e sazonais: resultam em significativas per-
das de agua;

e Aparecimento de outras espécies de microalgas e outros microrganismos:
competigcdo com a microalga de interesse;

e Grandes perdas para a atmosfera: a injecdo de dioxido de carbono torna-se
pouco eficiente.

Figura 2: Raceway ponds, também conhecidos por lagoas fotossintéticas. (Fonte: AlgaeForBiofuels)
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1.3.2 FOTOBIORREATORES TUBULARES HORIZONTAIS

Os fotobiorreatores tubulares horizontais, figura 3, sdo um sistema fechado de producéo,
sendo caracterizados por uma grande eficiéncia luminosa. A producdo de microalgas neste
sistema oferece grandes vantagens face as tecnologias de producdo em sistema aberto: ['7}21

e Diminuicao dos riscos de contaminacao, permitindo um maior controlo sobre as
condicdes de cultura,

e Baixas perdas de agua e de dioxido de carbono introduzido, possibilitando uma
maior produtividade de biomassa por unidade de area.

No entanto, os fotobiorreactores apresentam uma grande desvantagem ao requererem um
elevado custo de construgéo, operagdo e manutencao, constituindo desta forma uma grande
limitagé&o da aplica¢@o de microalgas produzidas neste sistema. A utilizacdo deste sistema em
grande escala apenas é economicamente viavel na aplicagao de microalgas para a produgao
de compostos de elevado valor acrescentado. Para além dos fotobiorreatores horizontais exis-
tem também fotobiorreatores em painel vertical (flat-plate e verticais). 2%

Figura 3: Fotobiorreatores tubulares horizontais. (Fonte: Algatech International)

1.3.3 FOTOBIORREATORES FLAT-PLATES

Os fotobiorreatores flat-plate, figura 4, sado sistemas fechados de produgédo de microalgas
constituidos por painéis de vidro, acrilico ou PVC, com alvéolos no interior por onde circula a
cultura de microalgas. Estes reatores sdo concebidos de forma a maximizarem o aproveita-
mento de luz solar, sendo deste modo um dos sistemas com uma maior taxa de produtividade
por unidade de area, no que diz respeito a fotobiorreatores.

Neste tipo de reatores o ar € injetado na base fornecendo o didxido de carbono necessario,
ao mesmo tempo que fornece a agitacdo necessaria para homogeneizar a cultura em cresci-
mento, ou seja, garantir que todas as células estejam expostas a mesma quantidade de luz
solar. Uma vez que esta tecnologia apresenta grandes eficiéncias na circulagdo homogenia
da cultura no sistema, uma baixa acumulagao de oxigénio e baixos custos operacionais, 0s
reatores flat-plate tém despertado interesse na sua aplicagdo numa perspetiva industrial. ['7+22]
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Figura 4: Fotobiorreatores Flat-Plate. (Fonte: NanoVoltaics, Inc)

1.3.4 FERMENTADORES

Os fermentadores, figura 5, séo os biorreatores mais comuns para a produg¢ao de microalgas
em cultivo heterotréfico e mixotréfico, apresentando como grande vantagem, face aos outros
tipos de reatores, a possibilidade de controlar as condi¢ées de crescimento, nomeadamente
pH, temperatura, concentragdo de O2e CO; e agitagéo.

No caso do cultivo heterotrofico, para uma produgdo em grande escala, sao utilizados fermen-
tadores com paredes em ago, garantindo assim condigdes de escuridao total. Estes fermen-
tadores podem ser colocados no interior ou exterior de instalagdes, dependendo do seu ta-
manho. Cada fermentador para este tipo de cultivo pode chegar aos 100.000 | de volume de
trabalho, permitindo altas densidades entre os 30 e os 100 g/I. 2°

No caso do cultivo mixotréfico, sdo utilizados fermentadores com paredes em vidro ou acrilico,
de forma a permitir a entrada de luz para as células, no entanto, por motivos de rentabilidade,
derivados do custo de operagao e substratos utilizados, ainda ndo séo utilizados fermentado-
res em grande escala para o cultivo mixotrofico. 20423l

Figura 5: Fermentadores para crescimento de microalgas. (Fonte:AlgaEurope)
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1.4 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS COMO FONTE DE SUBSTRATO

As industrias agroalimentares portuguesas produziram em 2016, segundo a PORDATA,
216 863 toneladas de residuos de origem animal e vegetal demonstram dificuldades em gerir
os residuos, quer a nivel logistico, quer a nivel de custos para operacoes de tratamento. Os
residuos vegetais, nomeadamente os derivados do processamento frutas e vegetais, poderao
vir a ser utilizados para a producéo de substratos para o crescimento de microalgas, ou seja,
a sua utilizagdo como fontes de carbono orgéanico alternativas.?¥

1.4.1 RESIDUOS DE TOMATE

O tomate € um dos frutos mais utilizados na industria alimentar a nivel mundial e contém uma
gama de flavonoides e acidos fendlicos, na sua composicao, sendo por isso um fruto de inte-
resse a nivel nutricional. Apds o seu processamento € formado um residuo, designado por
repiso, figura 6, constituido por peles, sementes e ainda quantidades residuais de polpa que
néo foi totalmente extraida durante o processamento deste fruto.?

Figura 6: Residuo de tomate (Fonte: ESTBarreiro/IPS)

O repiso de tomate é constituido em média por 61,5% de peles e 38,5% de sementes, apre-
sentando uma composicao de acordo com a referénciada na tabela 3.12¢!

Tabela 3: Composicao do repiso de tomate (b.h-base hiimida; b.s.-base seca)??®!

Componentes Secos (g. 100g7 b.s.)
Valores (;It::)r:;a : : ) Fibra Carboidratos " . Libid
' ~7 1 (Alimentar)  gisponiveis foteina pidos
Minimo 62,27 £+ 0,54 48,62 +0,77 6,73 1,81+049 11,17+2,32
Maximo 70,14 +0,37 53,97 +1,01 14,47 2325+1,26 16.73+0,51

A presenca dos compostos enumerados na tabela 3, no repiso de tomate, indicam que este
residuo, ainda contém compostos nutricionais nomeadamente hidratos de carbono, que po-
dem ser valorizados noutras aplicagcées. Atualmente, este residuo é aplicado como comple-
mento na alimentacao animal, fornecendo agua, fibras, hidratos de carbono e lipidos.
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1.4.2 RESIDUOS DE CAFE

O café é um dos produtos agricolas de maior importancia no comércio, no entanto, é estimado
que apenas 6% da sua colheita é utilizada para a preparagédo da bebida de café, sendo o
restante considerado residuo, vulgarmente conhecido por borras de café.l?"+28]

Nos ultimos anos, as borras de café, figura 7, tém atraido uma grande atencao, dado que séo
produzidas em grandes quantidades e representam um grande perigo de contaminacgéao,
quando descarregadas para o meio ambiente. 8

As borras de café apresentam como suas principais caracteristicas: teores de azoto relativa-
mente elevados e muito reduzidos nos casos do fosforo e potassio, um pH na gama do acido
e uma granulometria muito reduzida, tornando-se deste modo, um residuo com potencial para
a produgéo de substratos para o cultivo de microalgas.®®

Figura 7: Residuos de café. (Fone: Laboratérios ESTBarreiro/IPS)

1.4.3 RESIDUOS DE UVA

Os residuos resultantes da vitivinicultura sao de natureza diversa, sendo estes as massas, 0s
engacos, as borras, os precipitados de tartarato e os ramos da poda da vinha. Estes residuos
podem ainda ter duas origens a produc¢ao do vinho branco ou tinto, apresentando carateristi-
cas distintas e unicas.

1.5 METODOS DE EXTRAGAO DE COMPOSTOS DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

A utilizacdo de residuos para o crescimento de microalgas, requerem que sejam feitos deter-
minados pré-tratamentos para extrair alguns compostos do interior das células vegetais. Os
pre-tratamentos podem ser classificados como fisicos, quando se utilizam processos mecéa-
nicos e térmicos, quimicos, quando se adiciona um acido ou uma base para converter o amido
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em acgucares redutores e enzimaticos, desempenhando a mesma fungao que 0s processos
quimicos mas de forma mais suave (menos toxica). B

A extracdo é uma operagao fisico-quimica de transferéncia de massa, onde os sélidos solu-
veis e volateis podem ser extraidos. Os processos mais comuns de extracdo, na industria,
s&0 os processos de prensagem e o uso de solventes. No entanto, estes processos acarretam
alguns inconvenientes nomeadamente o elevado custo dos equipamentos e sua operacéo e
a utilizacdo de grandes quantidades de solventes, pondo em causa a qualidade dos produtos
finais. B1132]

1.5.1 EXTRACAO MECANICA

Os métodos de extragdo mecanica sao processos onde é utilizada a prensagem e a trituragéo
como técnicas principais, tendo como objetivo a remog¢ao de 6leos do interior de particulas
como graos de cereais. Para além destes dois métodos, € também muito utilizada a extragao
térmica.l®

1.5.2 EXTRACAO FISICA

A extracao fisica de compostos ocorre quando se pretende extrair compostos a partir das suas
caracteristicas fisicas, ou seja, a partir da sua densidade volumica/massica onde € possivel
separar compostos a partir de decantagéo e peneiragao, no caso de liquidos e sélidos, respe-
tivamente; a partir da temperatura, onde se utiliza uma combinagao de 4gua e a aplicagao de
calor, de forma a aumentar o gradiente de dissolu¢gdo de compostos no interior das células
vegetais. A destilacao, também é uma técnica muito utilizada, na industria, sendo utilizada
para separar compostos com pontos de ebuligdo diferente, num liquido.4

1.5.3 EXTRAGAO POR SOLVENTES

A extragao por solventes utiliza compostos quimicos de forma a penetrar na matrix sélida de
um determinado produto, onde os compostos de interesse, o0s solutos, se dissolvem no sol-
vente, onde posteriormente se separa o soluto do solvente por métodos fisicos ou quimicos,
permitindo desta forma extrair os compostos de interesse.

10
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1.5.4 EXTRACAO ENZIMATICA

A extracao enzimatica € um mecanismo de extracao que esta a ter uma grande adogao, por
parte das industrias, uma vez que permite obter produtos de maior qualidade e apesar de as
enzimas utilizadas acarretarem custos significativos, é possivel reutiliza-las, tornando-se por
isso um método de extracdo rentavel. As principais acées das enzimas sao a hidrélise e oxi-
dacédo, de compostos como proteinas e acidos gordos, onde as suas ligacdes quimicas sao
guebradas, possibilitando a sua remogao de estruturas quimicamente estaveis.?®

1.6. Objetivo

O objetivo central deste trabalho de investigacao foi a produgcao de SCP, utilizando a Chlorella
protothecoides, a partir de substratos feitos a base de residuos da industria agroalimentar,
tendo sido escolhidos o repiso de tomate, as borras de café, o repiso de uva e a borra de uva.

11
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2 . MATERIAIS E METODOS

2.1 ESCOLHA DA MICROALGA

A microalga utilizada para este trabalho de investigacao, foi a Chorella protothecoides, estirpe
esta pertencente ao banco de microalgas da ESTBarreiro/IPS. Os meios de crescimento utili-
zados foram o MCV, no caso do crescimento autotréfico e o MSC, para o crescimento mixo-
tréfico. Ambos os meios foram utilizados como meios de referéncia para analisar o cresci-
mento mixotréfico em substratos produzidos a partir de tomate, café e uva, descritos no ponto
2.2.

De forma a garantir indculos saudaveis, realizaram-se repicagens mensais.

2.2 COMPOSIGAO DOS MEIOS DE CRESCIMENTO

A producao de SCP, utilizando a Chlorella protothecoides, foi realizada a partir de substratos
feitos a base de residuos da industria agroalimentar, tendo sido escolhidos o repiso de tomate,
as borras de café, o repiso de uva e a borra de uva.

2.2.1 CRESCIMENTO AUTOTROFICO

O meio autotrofico foi utilizado como meio de referéncia de forma a comparar o crescimento
da Chilorella entre crescimento autotrofico e mixotrofico. Deste modo, escolheu-se o meio inor-
ganico MCV.

Para fazer o meio MCV, foi necessario fazer trés solugdes, A, B e C, tabelas 4, 5 e 6 respeti-
vamente.

Tabela 4: Solugéo A, para fazer o meio MCV

Composto/Férmula Quimica Nomenclatura Concentracao
KNOs3 Nitrato de potéssio 1,25 g/L
MgS0O4.7H20 Sulfato de magnésio heptahidratado 1g/L
CaCl2.2H20 Cloreto de célcio dihidratado 0,11 g/L
EDTA.Na.Fe.3H20 Acido etildiamino tetra-acético de ferro trihidratado 0,1 mg/L

12
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Tabela 5: Solucao B, para fazer o meio MCV

Concentra-

Composto/Férmula Quimica Nomenclatura cdo
KH2PO4 Dihidrogenofosfato de potassio 1,25 g/L
NaHCOs3 Bicarbonato de sodio 0,5 g/L

Tabela 6: Solugao C, para fazer o meio MCV

Composto/Férmula Quimica Nomenclatura Concentracao
ZnS04.7H20 Sulfato de zinco heptahidratado 222 mg/L
CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 79 mg/L
MnCl2.4H-0O Cloreto de manganés tetrahidratado 1,80 g/L
HsBO3 Acido bérico 2,85 g/L

A divisao deste meio em trés solugdes foi para manter a estabilidade dos compostos durante
o processo de esterilizagao. Os compostos da solu¢do B, foram entao isolados para evitar que
se precipitassem.

A solucao C, tabela 6, foi uma solucao de elementos traco tendo sido adicionado 1 mL desta
solucao a solucao A.

No final o meio MCV teve um volume total de 1 L, sendo o volume das solucdes A e B de 500
mL cada. A solucao C foi feita com um volume total de 10 mL.

2.2.2 CRESCIMENTO MIXOTROFICO
2.2.2.1 MEIO MSC

Para este crescimento, escolheu-se o meio MSC, tabela 7, também com a finalidade de usar
como substrato de comparagéo para o crescimento de Chlorella nos substratos a base dos
residuos agroindustriais em estudo.

Tabela 7: Composicdo do meio MSC.
Composto/Formula

Quimica Concentracao
Acucares redutores 20 g/L
Extrato de levedura 5¢g/L
Agua do mar 80 mL (3g NaCl/L)

13



Valorizagao de residuos da industria agroalimentar para produzir SCP através da cultura de microalgas

No final da preparacao deste meio, acertou-se o pH a 7,2 com solu¢édo de NaOH diluida.

2.2.2.2 MEIO BORRAS DE CAFE

A borra de café, foi um dos trés residuos escolhidos para fazer o estudo do crescimento de
Chlorella. Deste modo, desenvolveram-se duas férmulas, tabela 8, para estudar a afinidade
da microalga com a borra de café.

Nota: A borra de café utilizada neste trabalho de investigacao, foi cedida pela cafetaria da
ESTBarreiro/IPS.

Tabela 8: Formula desenvolvida para o substrato a base de borras de café

Substrato Café
Composto .
Quantidade
Borra de Café 200 g
Agua Destilada 650 mL

A preparagao deste substrato foi realizada com recurso a um processo hidrotérmico, utili-
zando-se a autoclave a condigoes de 121°C durante 15 minutos, de forma nao s6 a estilizar o
residuo, mas também para extrair os compostos de interesse para o crescimento da C. pro-
tothecoides. Posteriormente ao processo hidrotérmico, procedeu-se a uma filtragdo a vacuo
de forma a retirar dos substratos as particulas dos residuos, que pudessem vir a interferir com
a determinacao dos parametros cinéticos para o crescimento da microalga.

2.2.2.3 MEIO REPISO DE TOMATE

O repiso de tomate, figura 9, foi outro dos trés residuos escolhidos para fazer este estudo do
crescimento de Chlorella, utilizando-se 0 mesmo método de producdo e férmula do meio
anterior, tabela 9.

Nota: O repiso de tomate utilizado neste trabalho de investigacao, foi cedido pela empresa
transformadora de tomate FIT-Fomento da Industria do Tomate, SA, em Aguas de Moura.

Tabela 9: Formula desenvolvida para o substrato a base de repiso de tomate
Substrato Tomate

Composto .
Quantidade
Repiso de Tomate 200 g
Agua Destilada 650 mL

14



Valorizagao de residuos da industria agroalimentar para produzir SCP através da cultura de microalgas

2.2.2.4 MEIO REPISO DE UVA

A utilizacao do residuo de uva, neste trabalho de investigacao, surgiu a partir de uma proposta
da AVIPE- Associagao de Viticultores do Concelho de Palmela. No caso da uva, resultam dois
tipos de residuo, tal como referido no ponto 1.4.3.

Assim, desenvolveram-se formulas, tabela 10, para o substrato com este residuo semelhantes
aos residuos descritos anteriormente, utilizando-se também a mesma metodologia de produ-
céo.

Tabela 10: Férmula desenvolvida para o substrato a base de repiso de uva
Substrato Uva

Composto .
Quantidade
Repiso de Uva 200 g
Agua Destilada 650 mL

2.2.2.5 MEIO BORRA DE UVA

Para o residuo de borra de uva, seguiu-se 0 mesmo protocolo dos residuos anteriores para a
formulacao do substrato, tabela 11.

Tabela 11: Formula desenvolvida para o substrato a base de borra de uva
Substrato Uva 1

Composto .
Quantidade
Repiso de Uva 200 g
Agua Destilada 650 mL

2.3 INOCULO DE CHLORELLA PROTOTHECOIDES
2.3.1 CRESCIMENTO AUTOTROFICO

Os ensaios realizados em crescimento autotrofico, foram desenvolvidos com base em in6cu-
los preparados em meio MCV, com a composi¢ao descrita no ponto 2.2.1. O inéculo autotré-
fico foi desenvolvido em balées de Erlenmeyer de 50 mL, previamente esterilizados a 121°C,
durante 15 minutos. Este indculo foi repicado mensalmente e manuseado no interior de uma
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camara de fluxo laminar (BioBase-SSC-1500), de forma a garantir as condi¢des de esterili-
dade na manipulagao do inéculo.

2.3.2 CRESCIMENTO MIXOTROFICO

Os inéculos para os crescimentos de Chlorella nos diferentes substratos a base de residuos
agroindustriais, foram desenvolvidos tendo como base o substrato MSC, com a composicao
descrita no ponto 2.2.2.1.

A semelhanca do inéculo autotréfico, o indculo mixotréfico foi preparado e manuseado nas
mesmas condicdes de esterilidade, sendo igualmente repicado no mesmo periodo de tempo.

2.4 ENSAIOS DE CRESCIMENTO DE CHLORELLA PROTOTHECOIDES

Durante este trabalho de investigacao realizaram-se quatro ensaios de crescimento de micro-
algas.

2.4.1 ENSAIO 1

No primeiro ensaio, realizaram-se o crescimento autotréfico com meio MCV e o crescimento
mixotrofico com o substrato de repiso de tomate e o substrato de borra de café, como descrito
nos pontos 2.2.2.2 e 2.2.2.3, respetivamente. Nesta primeira abordagem, ndo houve acerto
de pH e efetuaram-se diluicdes em todos os substratos, tendo-se adicionado aos substratos
de repiso de tomate e borra de café meio MCV, tal como descrito na tabela 12.

Tabela 12: Composigao dos ensaios para cada substrato no ensaio 1.

Meio MCV Substrato Repiso de Tomate Substrato Borras de Café
Ensaio de Ensaio de Ensaio de
Composto crescimento B(r;rln_c):o crescimento B(r;rll_c):o crescimento B{;T;o
(mL) (mL) (mL)
Inéculo 10 0 10 0 10 0
Meio MCV 25 12,5 25 12,5 25 12,5
Meio de Repiso
de Tomate 0 0 25 12,5 0 0
Meio de Borras
de Café 0 0 0 0 17 8,5
Agua Destilada 65 37,5 40 25 48 29
Volume final 100 50 100 50 100 50
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Os ensaios para cada meio, foram realizados em duplicado em balbes erlenmeyer de 250 mL,
previamente esterilizados a 121°C, durante 15 minutos e colocados em agitagdo numa incu-
badora orbital (Nohita-636 Plus) a 150 rpm, com uma temperatura de 28°C.

Uma vez que se pretendia medir a taxa de crescimento da Chlorella através da medida da
absorvancia, das culturas, com recurso a um Espectrofotémetro UV-Vis (Shimadzu-UV-1800)
foi necessario preparar ensaios sem inéculo, que serviram como controlo branco, respeitando
a mesma razao de diluicdo entre substrato/agua destilada.

O tempo de realizacéo deste ensaio teve a duragao de cinco dias, retirando-se diariamente
uma amostra de 5 mL de cada ensaio, realizando-se a medicao de pH, com um potenciémetro
(Mettler Toledo- PSM 11R-090), peso seco, com recurso a uma centrifuga (Centurion- Pro
Research: K1015), densidade 6tica (absorvancia), concentracdo de acucares, recorrendo a
um colorimetro (BioChrom-HK-AJ-090-170-DH) e azotos totais.

2.4.2 ENSAIO 2

O segundo ensaio realizou-se apenas com culturas de crescimento mixotréfico, utilizando
agora como crescimento de referéncia o meio MSC, composto de acordo com o descrito no
ponto 2.2.2.1. O ensaio teve a duracdo de cinco dias e os substratos foram utilizados com
diluicbes descritas na tabela 13.

Tabela 13: Composigao dos meios de crescimento no ensaio 2

Meio MSC Substrato Repiso de Tomate Substrato Borras de Café
Composto Ensaio de Ensaio de Ensaio de
crescimento B(r;rll-t;o crescimento B(r;';_‘;o crescimento B(r;r;_(;o
(mL) (mL) (mL)
Inéculo 10 0 10 0 10 0
Meio MSC 15 7,5 0 0 0 0
Meio de Repiso
de Tomate 0 0 50 25 0 0
Meio de Borras
de Café 0 0 0 0 34 17
Agua Destilada 75 425 40 25 56 33
Volume final 100 50 100 50 100 50
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2.4.3 ENSAIO 3

O terceiro ensaio também se realizou-se apenas com culturas de crescimento mixotréfico,
sem diluicao de substratos, utilizando os mesmos que no ensaio 2. No entanto, neste ensaio,
houve um acerto de pH para 7,1, e néo se efetuaram diluicdes, sendo a composicdo dos meios
de acordo com a tabela 14.

Tabela 14: Composi¢ao dos meios de crescimento no ensaio 3

Meio MSC Substrato Repiso de Tomate Substrato Borras de Café
Ensaio de Ensaio de Ensaio de
Composto crescimento B(rra:'rll-c;o crescimento B(r;rll_c):o crescimento B{ranl;_(;o
(mL) (mL) (mL)
Inéculo 10 0 10 0 10 0
Meio MSC 90 45 0 0 0 0
Meio de Repiso
de Tomate 0 0 90 45 0 0
Meio de Borras
de Café 0 0 0 0 90 45
Agua Destilada 0 5 0 5 0 5
Volume final 100 50 100 50 100 50
2.4.4 ENSAIO 4

O ultimo ensaio efetuado neste trabalho de investigagao, figura 8, foi realizado com substratos
de residuos de tomate, café e uva, descritos nos pontos 2.2.2.2 a 2.2.2.5, tabela 15. As cultu-
ras de crescimento com substrato de repiso de tomate e borras de café foram realizadas sem
diluicdo do substrato, mas as culturas com substrato de repiso de uva e borras de uva, fize-
ram-se ensaios com diluicdo de substrato e sem diluicdo de substrato, tabela 16 e 17.
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Tabela 15: Composi¢ao dos meios de crescimentos de residuo de tomate e café no ensaio 4

Inéculo

Meio de Repiso
de Tomate 1

Meio de Borras
de Café 1

Agua Destilada

Volume final

100

45

50

90

100

45

50

Tabela 16: Composigao dos meios de crescimento do residuo de uva sem diluicdo no ensaio 4.

Inéculo

Meio MSC

Meio de Repiso
de Uva 1

Meio de Borras
de Uva 1

Agua Destilada

Volume final

100

50

90

100

45

50
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Tabela 17: Composi¢do dos meios de crescimento do residuo de uva com diluigdo no ensaio 4.

Inéculo 10 0 10 0
Meio MCS 0 0 0 0
Meio de Repiso
de Uva diluido) 25 12,5 0 0
Meio de Borras
de Uva (diluido) 0 0 25 12,5
Agua Destilada 65 37,5 65 37,5
Volume final 100 50 100 50

Figura 8: Crescimento de C. protothecoides nos meios produzidos a partir de residuos do ensaio 4.
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2.5 METEDOLOGIAS ANALITICAS
2.5.1 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS

Segundo o método analitico do livro Standard Methods os sélidos totais (ST) sdo a matéria
gue permanece como residuo seco apds evaporacgido da agua a 105 °C.B"

Apés evaporacao da agua, as amostras dos residuos de tomate, café e uva sdo submetidas
a incineracao a 550 °C, onde a parte organica dos sélidos é oxidada, isto €, transforma-se em
diéxido de carbono e agua denominando-se por soélidos volateis (SV) e a parte inorganica
permanece sob a forma de cinzas, denominando-se por solidos fixos (SF).

Utilizando capsulas de porcelana, previamente taradas a 120°C, foram colocados 5g de amos-
tra de cada residuo em triplicado e colocados em estufa a 105°C, com medig6es de massa a
cada duas horas até atingir peso constante.

As capsulas com os residuos em estudo neste trabalho foram colocadas numa mufla a 550°C
durante uma hora, pesando-se, apés arrefecimento num exsicador, o peso das capsulas, de-
terminando-se deste modo os SV e os SF dos residuos em estudo, conforme descrito nas
equacdes |l e Il.

Equacao I: Determinagao dos sélidos volateis

(A-B)

S V=——
massQameostra

Equacao II: Determinagao dos sélidos fixos

(B-0)

SF = —————
massQameostra

A - peso da amostra mais o peso da capsula apés a estufa (g);
B — peso da amostra mais 0 peso da capsula ap6s a mufla (g).

C — peso da capsula (g).
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2.5.2 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE ACUCARES REDUTORES

A concentracao de acucares redutores foi determinada pelo método do uso do acido 3,5-Di-
nitrosalicilico (DNS), utilizado para a determinacéo de aclcares redutores.®

Para este método foi utilizado 0,5 mL de amostra, diluida de forma aos valores de medicao
ficarem dentro da gama de valores da reta de calibracdo, tendo-se a este volume de amostra
adicionando 0,5 mL de reagente de DNS, tendo-se homogeneizado com vortex. De seguida,
a mistura foi colocada, em banho maria a 100°C, durante cinco minutos e findado este tempo
colocou-se a mistura, durante dez minutos, a arrefecer até a temperatura ambiente. Apds o
arrefecimento, adicionou-se 5mL de agua destilada, homogeneizando-se novamente a mis-
tura em vortex para fazer a leitura da densidade 6tica a 550 nm, utilizando o colorimetro (Bio-
Chrom-HK-AJ-090A170-DH).

A reta de calibracdo deste método, calculada no anexo |, foi determinada através do uso de
solugdes padrao de agucares redutores com concentragées de 0,075 a 1,5 g/L, permitindo
assim o célculo dos valores de concentragao para as amostras deste trabalho de investigacao.

2.5.3 DETERMINACAO DO PESO SECO

Este método analitico foi um dos métodos utilizados neste estudo para determinar o cresci-
mento da Chlorella, utilizando-se 2mL da amostra diaria retirada das culturas de crescimento.
Neste procedimento, centrifugou-se o volume referido anteriormente, neste ponto, em tubos
eppendorf 2mL, previamente tarados a 105°C durante uma hora, por uma microcentrifuga
(Centurion-Pro Research K1015) a 10000 rpm durante dez minutos. Apds o ciclo de centrifu-
gacao, separou-se 0 sobrenadante, que foi usado como amostra para a determinagéo da con-
centracao de agucares redutores no ponto 2.5.2 e colocaram-se os tubos eppendorf com o
precipitado novamente em estufa a 105°C durante uma hora. Terminado esse periodo, colo-
caram-se 0s tubos num exsicador para arrefecerem a temperatura ambiente, para entao se-
rem pesados e determinar a biomassa de Chlorella dos ensaios realizados. &9

2.5.4 DETERMINAGCAO DA DENSIDADE OTICA

A determinacao da densidade 6tica, foi o outro método analitico utilizado para a determinacao
do crescimento de Chlorella. Neste método, utilizou-se 1 mL do volume de amostra diaria,
retirado de todas as culturas de crescimento em estudo, colocando-se a amostra em células
de plastico, a mais adequada para fazer leituras de densidade ética na gama, de comprimen-
tos de onda, visivel. Utilizou-se agua destilada como branco, para as medi¢oes neste trabalho
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de investigacao, e sempre que os valores de densidade ética fossem superiores a 1, fez dilui-
¢do das amostras também com agua destilada. 7

2.6 DETERMINACAO DE PARAMETROS CINETICOS
2.6.1 TAXA ESPECIFICA DE CRESCIMENTO

A partir dos valores do peso seco, descrito no ponto, 2.5.3, foi possivel calcular a taxa espe-
cifica de crescimento (u) da Chlorella, através da correlacao, equacéo Il, do logaritmo natural
da concentracédo de biomassa seca em funcao do tempo. Uma vez que os ultimos dias dos
ensaios realizados houve um decréscimo da biomassa produzida de microalga, foi necessario
ter em atencéo a escolha dos valores do crescimento em fase exponencial.

Equacao llI: Determinagéo da taxa especifica de crescimento
InX = ut+1InkX;
Onde:
In X — logaritmo natural da concentragéo de biomassa de microalga;
u - taxa especifica de crescimento (h'');
t —tempo (h).

In X; — logaritmo natural da concentragao de biomassa de microalga no inicio da fase do cres-
cimento exponencial;

2.6.2 TAXA MEDIA DE CONSUMO DE SUBSTRATO

De forma a estudar a afinidade da Chlorella com os substratos produzidos a base de residuos
calculou-se a taxa média de consumo de substrato (rs), representada na equacgéo |ll.

Equacao IV: Determinagao da taxa média de consumo de substrato

mi—mf

1. =
$ VXt

Onde:

rs — taxa média de consumo de substrato (g/(L.h));
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m;— massa inicial de substrato (g);
m;— massa final de substrato (g);
V —volume da cultura (L);

t — duragéo do ensaio (h).

Uma vez que este trabalho de investigacdo se baseou no crescimento mixotréfico de Chlo-
rella, considerou-se para este parametro a massa de aglcares redutores calculada a partir da
concentracao de agucares redutores, obtida por analise quimica, ponto 2.5.2.

2.6.3 PRODUTIVIDADE

De forma a avaliar o crescimento de microalga, calculou-se a produtividade, pela equagéo 1V,
dos varios ensaios de crescimento.

Equacao V: Determinagao da produtividade de biomassa de Chlorella protothecoides

mf—mi
V Xt

Py =
Onde:

P,— produtividade de biomassa (g/(L.h));

ms; — biomassa final (9);

m;i —biomassa inicial (9);

V — volume médio da cultura (L);

t — duragéo do ensaio (h).
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2.6.4 RENDIMENTO

A partir da produtividade de biomassa de microalga e da taxa de consumo de substrato, cal-
culou-se o rendimento da produg¢ao de Chlorella, equacéo V.

Equacao VI: Determinagéo do rendimento de producao de Chlorella protothecoides

Py
Yp/s = —
P/S =

S

Onde:

Yris —rendimento de biomassa de microalga em relacao ao substrato (g biomassa /g acucares
redutores);

P,— produtividade de biomassa (g/(L.h));

rs — taxa média de consumo de substrato (g/(L.h));
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS DA INDUSTRIA AGROALIMENTAR

Neste estudo, pretendeu-se determinar a composicao organica (solidos volateis) e inorganica
(s6lidos fixos) dos residuos mencionados anteriormente, bem como a sua composi¢cdo em
agua (% humidade), estando os valores médios apresentados na tabela 18.

Tabela 18: Composi¢ao em sélidos volateis, fixos e humidade, nos residuos de tomate, café

e uva.
% na ar,nO§tra Solidos Desvio Solidos Desvio Humidade Desvio
(base humida) Volateis Padrdo Fixos Padrédo Padrdo
Repiso de Tomate 18,31 0,76 0,97 0,03 80,72 0,78
Borras de Café 28,70 5,82 0,51 0,01 70,79 5,82
Repiso de Uva 29,99 0,73 4,11 0,10 65,90 0,72
Borras de Uva 12,31 0,07 5,33 0,21 82,36 0,15

Observando os valores da tabela 18, representados graficamente na figura 9, foi possivel
constatar que o repiso de uva e as borras de café foram os residuos que apresentaram a
maior composi¢ao de sélidos volateis (matéria organica), com uma composi¢éo de 29,99% e
28,70%, respetivamente por grama de residuo humido, e as borras de uva o residuo com a
menor composicdo. No que diz respeito aos soélidos fixos (matéria inorganica), verificou-se
que as borras de uva sao o residuo que apresenta uma maior composi¢cao, com 5,33% por
grama de residuo humido e as borras de café a menor.
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Figura 9: Representagdo grafica da quantificagao de sélidos volateis e solidos fixos, nos residuos em es-
tudo

O principal objetivo da utilizagao dos residuos da industria agroalimentar foi, como ja referido
anteriormente, o uso de uma fonte alternativa de carbono para a formulagdo de substratos
para culturas de crescimento mixotréfico de microalga, neste caso, a Chlorella protothecoides.
De forma a avaliar o potencial dos residuos em estudo, como fonte alternativa de carbono
determinou-se a concentragao de agucares redutores nos substratos produzidos, descritos no
ponto 2.2, utilizando o método analitico do uso de DNS, descrito no ponto 2.5.2.

A partir resultados obtido, tabela 19 e figura 10, concluiu-se que o repiso de uva é o residuo
que apresenta uma maior concentragao de agucares redutores, na ordem dos 53 g/L, e por
outro lado os residuos de borra de café e borra de uva, sao os residuos que apresentaram a
concentra¢cdo mais baixa neste estudo, na ordem dos 1,4 g/L.

Tabela 19: Concentragéo de agucares redutores nos substratos nos quatro residuos em estudo
Tomate Café Repiso Uva Borra Uva

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Média 654  1.49 5377 1,47
Desvio 58 .10 1,55 0,09

Padrao
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Figura 10: Representagdo grafica da concentragao de aglcares redutores nos diferentes substratos
produzidos a partir dos residuos de tomate, café e uva (g (agUcares redutores)/L)

3.2 ESTUDO DOS PARAMETROS CINETICOS, NO CRESCIMENTO DE CHLORELLA
PROTOTHECOIDES

3.2.1 TAXA ESPECIFICA DE CRESCIMENTO DA C. PROTOTHECOIDES

Um dos passos mais importantes para o estudo do crescimento da Chlorella protothecoides,
foi a determinacao da taxa especifica de crescimento (u).

3.2.1.1 ENSAIO 1

No primeiro ensaio deste estudo, optou-se por fazer a comparacao das culturas em cresci-
mento nos substratos de residuos, com o meio de referéncia inorganico (MCV), devido ao
facto de néo se ter informagdes sobre os parametros cinéticos relativos ao crescimento nestes
quatro tipos de residuos. Para além disso, também por ndo se saber a afinidade destes subs-
tratos com a microalga, utilizou-se também o meio MCV na formula¢cdo dos substratos de
residuos agroalimentares, conforme consta na tabela 12 no ponto 2.4.1, atuando como um
suplemento de nutrientes.

A partir das curvas de crescimento, figura 11 e tabela 20, verificou-se que houve uma maior
producdo de biomassa para o meio com repiso de tomate, 1,85 g/L, de seguida 0 meio com
borras de café, 1,03 g/L e por fim o meio MCV, com 0,28 g/L.
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Figura 11: Curva de crescimento e variagéo de pH da C. protothecoides, nos meios de cultura MCV,
repiso de tomate e borras de café, ao longo do ensaio 1.

Tabela 20: Biomassa de C. protothecoides produzida nos diferentes residuos e respetivo desvio pa-
dréo, no ensaio 1.

Tempo MCV Desvio 'IF'{:rﬁlastz Desvio Bg;:gs Desvio
(horas) (g/L) Padrao @) Padrao o) Padrao
0 0,02 0 0,02 0 0,02 0

43 0,05 0 1,35 7,9E-17 0,18 7,1E-05
73 0,10 1,4E-04 1,63 7,1E-05 0,68 7,1E-05
114 0,25 0 1,73 7,1E-05 0,88 7,1E-05
138 0,25 2,8E-04 1,80 1,4E-04 1,03 7,1E-05
162 0,28 2,1E-04 1,85 4,2E-04 1,00 2,8E-04
185 0,18 7,1E-05 1,65 0 0,88 3,5E-04

Fez-se também a medigdo do pH nos diferentes meios de cultura e verificou-se que os cres-
cimentos com repiso de tomate, foram os meios que apresentaram uma menor flutuagéo de
valores ao longo do tempo, na ordem de pH 4. No crescimento com borras de café e meio
MCV, houve uma redugéo do pH, ao longo do tempo, registando-se uma estabilizacao na
ordem dos 3 e 2, respetivamente.
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De forma a determinar a taxa especifica de crescimento dos diferentes meios de crescimento,
escolheu-se a fase exponencial de cada curva, representadas na figura 12, a partir do loga-
ritmo natural das concentracdes de biomassa, representadas na figura 13, conforme consta

na tabela 20.
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Figura 12: Representagao logaritmica do crescimento de biomassa das culturas de C. protothecoi-
des, no ensaio 1.
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Figura 13: Crescimento exponencial de C. protothecoides, no ensaio 1.

O meio de crescimento com o substrato de repiso de tomate foi a cultura que apresentou a
taxa especifica de crescimento maior neste ensaio, sendo o seu valor de 0,0991 h™.
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Tabela 21: Taxa especifica de crescimento () e tempo de duplicacao (td), nas diferentes culturas de
crescimento do ensaio 1.

Repiso Borras
MCV Torlr)1ate Café
K (h) 0,0225 0,0991 0,0497
td (h) 30,8 10,4 13,9
R? 0,9999 1 0,9996

De notar que o repiso de tomate ja tinha passado a fase exponencial ao fim das 43 h iniciais
e estava em fase de desaceleracgao para atingir a fase estacionaria, pelo que nao foi possivel
medir mais que 2 pontos na fase exponencial de crescimento para este residuo, verificou-se
também a nivel ético que a coloracdo da biomassa microalgal, no crescimento com repiso de
tomate, apresentou uma cor amarela/laranja, nas primeiras 48h, verificando-se apds esse pe-
riodo uma viragem para uma coloragao verde, o que indica que a cultura ja tinha consumido
toda a fonte de carbono e tinha entrado em modo crescimento autotrofico.

3.2.1.2 ENSAIO 2

O segundo ensaio realizado neste estudo, foi também com os substratos de repiso de tomate
e borra de café, mas com a diferenca da reducao da concentracdo de meio autotréfico MCV,
utilizando-se neste o meio de crescimento heterotréfico MSC, como meio de referéncia, tal
como referenciado no ponto 2.4.2.

Através da representagao grafica da figura 14 (tabela 23), verificou-se, que a semelhancga do
ensaio 1, 0 meio com substrato de repiso de tomate foi a cultura de crescimento que apresen-
tou a maior concentracao de biomassa, face as outras culturas de crescimento, tendo-se atin-
gido para este meio, uma concentragao maxima de 3,45 g/L, para as boras de café, 1,45 g/L
e para o meio MSC 2,35 g/L.
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Figura 14: Curva de crescimento e variagao de pH da C. protothecoides, nos meios de cultura MSC,
repiso de tomate e borras de café, ao longo do ensaio 2.

Tabela 22: Biomassa de C. protothecoides produzida nos diferentes residuos e respetivo desvio pa-
dr&o, no ensaio 2
Repiso

Borras

Tempo MSV Desvio Tomate Desvio Café Desvio
(horas) (g/L) Padrao @) Padrao L) Padrao
0 0,30 7,1E-04 0,30 1,4E-04 0,30 3,5E-04

24 1,87 2,1E-04 3,45 1,4E-03 1,35 2,8E-04
48 2,28 3,5E-04 2,65 2,8E-04 1,23 2,1E-04
72 2,25 2,8E-04 2,50 2,8E-04 1,22 7,1E-05
96 2,35 1,4E-04 2,45 0 1,18 2,1E-04

Uma vez que neste ensaio, a fase exponencial para os meios com repiso de tomate e borras
de café se verificou entre o primeiro e o segundo ponto, obteve-se um coeficiente do calculo
da taxa especifica de crescimento, representada na tabela 23, de um, estando as represen-
tagcdes graficas do logaritmo natural da concentragéo de biomassa e do logaritmo natural das
concentragdes de biomassa na fase exponencial, apresentadas no anexo |l.
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Tabela 23: Taxa especifica de crescimento, dos meios de crescimento MSC, repiso de tomate e bor-
ras de café, do ensaio 2.

Repiso Borras
AEE Tor?nate Café
K (h) 0,042 0,102 0,063
td (h) 16,4 6,8 11,1
R? 0,8944 1 1

Neste ensaio também se verificou que a cultura de crescimento com o substrato com repiso
de tomate apresentou a maior taxa de crescimento, deste ensaio.

3.2.1.3 ENSAIO 3

O terceiro ensaio fez-se sem diluicao dos substratos nas culturas de crescimento, tal como
referenciado na tabela 14, no ponto 2.4.4. Esta alteragcéo fez-se para verificar se os trés subs-
tratos utilizados na sua concentracao total, potenciariam um maior crescimento das microal-
gas, obtendo-se os crescimentos representados na figura 15 e tabela 24.
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Figura 15: Curvas de crescimento e variagéo de pH das culturas de crescimento de C. protothecoi-
des, com 0s substratos de repiso de tomate, borras de café e MSC, no ensaio 3
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Tabela 24: Biomassa de C. protothecoides produzida nos diferentes residuos e respetivo desvio pa-
dréo, no ensaio 3.

Tempo MSV Desvio '?:rﬂ:tz Desvio Bg;l;zs Desvio
h /L Padrao Padrao Padrao
(hores) b (/L) ()
0 0,32 7,1E-05 0,32 9,9E-04 0,32 7,1E-05
24 1,65 1,4E-04 1,05 1,4E-04 0,52 7,1E-05
48 2,45 9,9E-04 1,40 1,4E-04 0,73 2,1E-04
72 4,23 1,1E-03 3,35 7,1E-04 0,77 3,5E-04
96 3,45 1,4E-04 2,55 5,7E-04 0,82 2,1E-04
168 2,97 7,1E-05 2,62 7,8E-04 0,65 8,5E-04

Verificou-se através das representacoes graficas no anexo 3 da taxa de crescimento das cul-
turas realizadas neste ensaio, também representadas na tabela 25 que todos as culturas de
crescimento, deste ensaio, sofreram um efeito inibitério por se ter verificado uma diminuigao
deste parametro cinético das culturas de crescimento face aos resultados obtidos no ensaio
2.

Tabela 25: Taxa especifica de crescimento, dos meios de crescimento MSC, repiso de tomate e bor-
ras de café, do ensaio 3.

Repiso Borras
MSC TorFr)late Café
K (") 0,0339 0,0306 0,0170
td (h) 20,4 22,7 40,7
R? 0,89288 0,95211 0,98542

Apesar da diminuicao da taxa especifica de crescimento, o meio de crescimento com subs-
trato MSC, foi 0 meio que a presentou a maior taxa, com um valor de 0,0339 h™' e com uma
concentracao de biomassa maxima de 4,23 g/L, o meio com repiso de tomate apresentou uma
concentragcao maxima de 3,35 g/L e o meio com borras de café com 0,83 g/L.
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3.2.1.5 ENSAIO 4

No ultimo ensaio utilizaram-se apenas os substratos sem diluicdo no caso dos meios de cres-
cimento com repiso de tomate e borras de café, e utilizaram-se os substratos com e sem
diluicao para os residuos de repiso de uva e borra de uva.

Os meios de crescimento com os substratos de repiso de tomate apresentaram uma curva de
crescimento semelhante aos meios ensaios anteriores para estes residuos, com uma concen-
tracdo maxima de biomassa de 4,23 g/L e os meios de borras de café apresentaram uma
ligeira subida, face ao ensaio anterior com o mesmo residuo, apresentando uma concentracao
maxima de biomassa de 1,55 g/L conforme representado na figura 16 e tabela 26.
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Figura 16: Representagao grafica das curvas de crescimento e da variagao do pH, dos meios com
repiso de tomate e borras de uvacafé, no ensaio 4.

Nos meios de repiso de uva e borras de uva registaram-se concentragées de biomassa mais
elevadas nos meios sem diluicdo, conforme representado nas figuras 17(tabela 27) e 18 (ta-
bela 28).

Tabela 26: Biomassa de C. protothecoides produzida nos residuos de repiso de tomate e borras de
café e respetivo desvio padrédo, no ensaio 4

Repiso Desvio Borra's Desvio

T(ﬁcl;lls))o To(g/1|3te Padrao ?ga/{)e Padrao
0 0,30 2,8E-04 0,30 1,4E-04

24 2,25 2,8E-04 1,25 1,4E-04
48 4,22 2,1E-04 1,48 2,1E-04
72 3,85 2,8E-04 1,55 7,1E-04
96 3,85 2,8E-04 0,85 7 1E-04
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Figura 17: Curvas de crescimento nos meios de borras de uva, com e sem diluigdo, no ensaio 4.

Tabela 27: Biomassa de C. protothecoides produzida no residuo de borra de uva, diluido e nao dilu-
ido, e respetivo desvio padrao, no ensaio 4
Borra Uva Borra Uva

o Desvio Desvio

T<ﬁ$5° DE:;I'_‘;O Padrio Conc(:ge/rll';rado Padrio
0 0,30 0 0,30 0

24 1,30 2,8E-04 3,53 7,7E-03

48 1,75 2,8E-04 1,40 7,1E-04

72 1,75 1,1E-03 1,17 7,8E-04

96 0,90 7 1E-04 0,52 7,1E-05
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Figura 18: Curvas de crescimento nos meios de repiso de uva, com e sem diluigdo, no ensaio 4.

Tabela 28: Biomassa de C. protothecoides produzida no residuo de repiso de uva, diluido e n&o dilu-
ido, e respetivo desvio padréo, no ensaio 4

Repisg Uva Desvio Repiso Uva Desvio

T(i:ggo D(':;I'_?O Padrio Conc(:g/rli';rado Padrio
0 0,30 2,1E-04 0,30 2,5E-03

24 1,20 1,1E-03 1,65 1,4E-04
48 2,53 3,5E-04 2,85 1,1E-03
72 2,80 2,8E-04 0,73 9,2E-04
96 3,30 9,9E-04 4,82 1,5E-03

A semelhanca dos ensaios anteriores, fez-se o célculo da taxa de crescimento da C. protothe-
coides, nos quatro residuos em estudo, estando os seus valores descritos na tabela 29 e as
representagdes graficas do logaritmo natural das concentragbes de biomassa, desenvolvidas

no anexo V.

Segundo a literatura, a C. protothecoides, apresentou uma taxa especifica de crescimento
ligeiramente a cima da taxa obtida para agucares redutores pura, tendo 0 meio com residuos
de borras de uva, apresentado uma taxa de 0,096 h' e um rendimento biomassa/aglicares

redutores de 0,43.°!
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Tabela 29: Taxa de crescimento dos meios com repiso de tomate, borras de café e repiso e borras de
uva (com e sem diluicao), no ensaio 4.

Repiso Borras Borras Borras Repiso Repiso
Tomate Café Uva Uva Uva Uva
c/diluicao s/diluicao c/diluicao s/diluicao
H (b 0,055 0,033 0,037 0,103 0,044 0,047
td (h) 12,6 11,2 18,7 6,7 15,8 14,7
R? 0,9163 0,8270 0,8722 1 0,9706 0,9189

3.2.2 TAXA MEDIA DE CONSUMO DE SUBSTRATO

Uma vez que o objetivo deste trabalho era a utilizagao de residuos da industria agroalimentar,
como fonte alternativa de carbono, considerou-se a concentragao de agucares redutores das
amostragens diarias de cada ensaio, através do método analitico do uso do DNS, como refe-
rido no ponto 2.5.2, para determinar a taxa média de consumo de substrato.

Tendo em conta as concentragdes de acucares redutores dos substratos dos residuos de
tomate, café e uva, mencionadas na tabela 19, no ponto 3.1, recalculou-se essas concentra-
cOes tendo em conta as diluicdes utilizadas em cada um dos ensaios. Deste modo obteve-se
a tabela 30, com as diferentes concentracbes obtidas

Tabela 30: Concentragao de agucares redutores nos substratos em cada ensaio, tendo em conta as
dilui¢cdes efetuadas.

Repiso de Borras de Repiso de  Borras de

Ensaio Tomate Café Uva Uva
(9/L) (g/L) (g/L) (g/L)

1 1,64 [0 )< 728 —

2 3,27 (0 —

3 5,89 134 e s

C/diluigao C/diluigao
13,44 0,38

4 5,89 1,34 S/diluigao S/diluigao
49,39 1,32

Através da representacgao grafica da figura 15, verificou-se que a agucares redutores existente
nos meios de cultura foi toda consumida nas primeiras 70h do ensaio, para o ensaio 1 (A) e
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nas primeiras 24h para o ensaio 2 (B). No ensaio 3 (C) também o consumo de acucares
redutores se deu nas primeiras 24h para o meio com borras de café e para 0 meio com repiso
de tomate verificou-se um periodo de laténcia nas primeiras 24h, dando-se o consumo de
acucares redutores no periodo entre as 24h e as 48h do ensaio. No ensaio 4 (D), o consumo
de acucares redutores, nos dois meios, deu-se nas primeiras 40h até estabilizar a concentra-
céo.

Verificou-se que em todos os ensaios houve uma estabilizagdo do consumo de acgucares re-
dutores quando esta atingiu uma concentracao na ordem dos 1 g/L, a excecao do ensaio 4
(D), onde o meio com borras de café apresentou uma estabilizacdo da concentracéo de agu-
cares redutores na ordem dos 3 g/L.

o
o

~ 1.0
=
E 6,0
a
wu
250
=
C
o 4.0
o
O
e} £330
5 o]
220
8
1,0
]
0,0 °
0 50 100 150 200 250 0 20 40 60 80 100
Tempo (h) Tempo (h)
—— Repiso Tomate @—Borras Café == Repiso Tomate @— Borras Café
D 8,0
— 70
=
E 6,0
2. e
S50
=
o 4,0
o 4
O AT
O (@] O 0}
£330
]
S 20
8
——a——A 10
\-—-’-
0,0
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100
Tempo (h) Tempo (h)
= Repiso Tomate @— Borras Café —l— Repiso Tomate @— Borras Café

Figura 19: Representacgdo gréafica do consumo de agucares redutores nos meios de crescimento com
repiso de tomate e borras de café, no ensaio 1 (A), no ensaio 2 (B), no ensaio 3 (C) e no ensaio 4 (D).

Pela equacédo IV para a determinagcédo da taxa média de consumo de substrato, referida no
ponto 2.6.2, determinou-se este parametro cinético, tabela 31, para as culturas de crescimento
realizadas neste trabalho de investigacao.
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Tabela 31: Taxa média de consumo de substrato nos quatro ensaios realizados neste trabalho de in-

vestigacao.
Repiso de Borras de Repiso de Borras de

Ensaio Tomate Café Uva Uva
(g/(L*h)) (g/(L*h)) (g/(L*h)) (g/(L*h))
1 0,04 0,01 e e
2 0,06 0,02 e e
3 0,07 0,02 e e
C/diluicao C/diluicao

0,13 0,06
4 0,07 0,03 S/diluigao S/diluigao

0,34 0,07

No que diz respeito aos ensaios de crescimento com substratos de repiso(A) e borra de
uva(B), realizados no ensaio 4, figura 20, deste estudo, foi evidente que a cultura de C. pro-
tothecoides apresentou mais afinidade para consumir a agucares redutores presente no meio
com repiso de uva diluido, face ao mesmo residuo sem diluicao.

Verificou-se que a concentragao de agucares redutores, nos meios de crescimento com repiso
de uva (com e sem diluicdo), apresentaram uma estabilizagdo da concentracdo na ordem dos
30 g/L, enquanto os meios com borra de uva apresentaram um consumo praticamente total
de acucares redutores.
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Figura 20: Representagéo grafica do consumo de glucose nos meios de crescimento com repiso de
uva (A) e borra de uva (B), no ensaio 4.
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3.2.3 PRODUTIVIDADE

Para se conseguir avaliar o crescimento da C. protothecoides neste estudo, calculou-se a
produtividade maxima, a partir da equacao V no ponto 2.6.3. Para cada crescimento, selecio-
nou-se o ponto onde se atingiu a concentragdo maxima de biomassa para a variavel da bio-
massa final e considerou-se o tempo onde se atingiu essa concentracio. Deste modo, obtive-
ram-se as produtividades dos ensaios realizados neste estudo de acordo com a tabela 32.

Tabela 32: Produtividade maxima das culturas de crescimento de C. protothecoides, realizados neste

estudo.
Repiso de Borras de Repiso de  Borras de

Ensaio Tomate Café Uva Uva
(g/(L*h)) (9/(L*h)) (g/(L*h)) (9/(L*h))
1 0,01 0,006  eeeeeem e
2 0,13 0,04 e e
3 0,04 0,01 e e
C/diluigao C/diluigao

0,03 0,03
4 0,08 0,08 S/diluigao S/diluigao

0,05 0,13

A maior produtividade foi obtida quando a microalga cresceu em meio com substrato de repiso
de tomate diluido e quando cresceu em meio com substrato de borras de uva sem diluigéo,
atingindo um valor de 0,13 g de biomassa de microalga por litro de cultura em cada hora.

Nestes ensaios ndo se verificou a maior taxa de consumo de agucares redutores ao contrario
do que seria de esperar, podendo significar que ha outros nutrientes em jogo que ndo foram
alvo de estudo como por exemplo a concentracdo em azoto organico.

3.2.4 RENDIMENTO

A partir da equacéao VI do ponto 2.6.4, calculou-se o rendimento de cada cultura de cresci-
mento, tabela 33, de forma a verificar a quantidade de agucares redutores consumida, de cada
residuo, que conseguiria produzir de biomassa microalgal. De entre os rendimentos obtidos,
o rendimento da cultura com borras de café, no ensaio 4, destacou-se de todas as outras
culturas, mesmo até das restantes culturas com borras de café, realizadas neste estudo. A
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razao mais plausivel para esta ocorréncia pode dever-se ao facto de haver interferéncias nas
medidas de peso seco, uma vez que estamos a trabalhar com residuos agroindustriais e no
caso especial das borras de café, estas apresentam uma granulometria muito fina, pelo que
ha uma elevada probabilidade de algumas particulas terem passado através dos poros dos
papeis de filtro durante o processo de producao dos substratos a base deste residuo. Desta
forma as particulas contribuiram para um aumento da massa pesada em cada eppendorf, na
obtengéo do peso seco da biomassa.

Tabela 33: Rendimento das culturas de crescimento de C. protothecoides nos diferentes residuos (g
biomassa / g acUcares redutores)

Repiso de Borras de Repiso de Borras de
. Tomate Café Uva Uva
Ensaio (g biomassa/ g (g biomassa/ g (g biomassa/ g (g biomassa/ g
acucares reduto-  aclcares reduto-  acgulcares reduto-  agucares reduto-
res) res) res) res)
1 0,25 0,60 = eeeeeee e
2,17 200 e e
3 0,57 0,50 e e
C/diluigao C/diluigao
0,09 0,50
4 1,14 2,67
S/diluicdo S/diluicdo
0,38 1,86

Analisando os rendimentos biomassa/aclcares redutores obtidos no ensaio 4, ensaio este
onde ja nao se utilizou meio MCV, como suplemento aos substratos com residuos, apesar
das concentracoes de aclcares redutores obtidas em cada substrato, o0 meio de crescimento
com borras de café foi o0 meio que apresentou um maior rendimento (biomassa/agucares re-
dutores), atingindo um valor maximo de 2,67 g biomassa/g agucares redutores, seguindo-se
as borras de uva com 1,86 g biomassa/g agucares redutores, o repiso de tomate, com 1,14 g
biomassa/g agucares redutores e por ultimo o meio com repiso de uva com uma concentracao
maxima de 0,38 g biomassa/g acucares redutores. Uma vez que se registaram valores de
rendimento superiores a um, a explicagdo para o ocorrido prende-se com o facto de se ter
trabalho com residuos da agroindustria, que interferiram com as medi¢des realizadas. No
entanto, considerando os valores de rendimento aceitaveis, ou seja, a baixo de 1, os quatro
residuos apresentaram rendimentos a cima de valores apresentados na literatura e noutros
ensaios experimentais M6,
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4 . CONCLUSOES FINAIS

Este trabalho de investigacdo teve como obijetivo o estudo da possibilidade da utilizacao de
determinados residuos da agroindustria, numa altura em que se enfrentam grandes desafios
para o tratamento das grandes quantidades de residuos produzidas anualmente.

Primeiramente, foram testados os residuos de café e tomate com o suplemento de meio au-
totréfico, o meio MCV, com o intuito de o retirar gradualmente ao longo deste estudo, ficando
apenas os substratos com os residuos nas culturas de crescimento. O estudo culminou assim
com a utilizagao de dois residuos originados da transformacéo da uva, na produgao vinicola.
Deste modo, pretendeu-se usar estes residuos como fonte de carbono orgéanico alternativa,
de forma a promover um crescimento heterotrofico, sem a necessidade de recorrer ao uso de
compostos como a glucose e o glicerol.

Comparando as diferentes concentragdes de agucares redutores em cada residuo verificou-
se que o repiso de uva é o residuo que apresentou a maior concentragdo, com um valor de
50 g/L, aproximadamente. Logo a seguir, o repiso de tomate apresentou a segunda concen-
tracdo mais alta deste estudo, registando-se uma concentragao maxima de aproximadamente
6 g/L, seguindo-se as borras de uva e as borras de café com uma concentragdo na ordem dos
1,30 g/L.

Durante a realizagao dos ensaios foi evidente que houve um grande pico no crescimento da
microalga nos meios com substrato de repiso de tomate da hora zero para as vinte e quatro
horas, permitindo-se concluir que os indculos de C. protothecoides nao precisaram de uma
fase de laténcia para se adaptar a este residuo.

Por outro lado, apesar de as culturas onde foram utilizados os substratos com borras de café,
terem apresentado um rendimento acima de todos os meios com residuos utilizados neste
estudo, foi evidente a presenca de particulas de granulometria muito baixa, que se identifica-
ram durante o processo da centrifugacdo das amostras diarias, para a determinac¢ao posterior
do peso seco, apesar de se terem realizado varios processos de filtragédo, de forma a evitar a
presenca de particulas de borras de café, que interferissem na determinagéo dos parametros
cinéticos para se avaliar o crescimento da C. protothecoides. De forma a conseguir identificar
todas as interferéncias, é necessario determinar a composicao total dos substratos com resi-
duos, para se identificarem todos os compostos que possam estar a inibir o crescimento da
microalga, para além das particulas de residuos em suspensao.
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Um dos objetivos programados neste trabalho era a determinacao dos azotos totais nos qua-
tro residuos utilizados, mas devido a uma avaria no digestor da ESTSetubal/IPS, nao foi pos-
sivel realizar este procedimento analitico, pelo que um dos préximos passos a desenvolver
neste trabalho de investigacéo sera a realizacao desta analise de forma a determinar uma
correlacédo entre a concentracdo de azotos e a produtividade de microalga.

Para além deste método analitico a realizar, também se pretende realizar o estudo da utiliza-
cao de enzimas, como a celulase, na digestdo dos residuos agroindustriais, durante o pro-
cesso de producao dos substratos de residuos, com o objetivo de aumentar a disponibilizacao
de compostos importantes para o crescimento de C. protothecoides. Também se pretende
realizar um estudo em semi-continuo, com o substrato de repiso de tomate uma vez que a C.
protothecoides apresentou uma boa finidade com este residuo.
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ANEXO |

ANEXOS

Para o método analitico do uso do DNS, foi necessério realizar uma reta de calibragéo para o
calculo da concentragéo de agucares redutores, para este estudo.

Espetro Abs 550 nm

Concentracao
Amostra Absorvancia [Acucares redu-
tores] (g/L)

Branco 0,00 0
P1 0,60 1,5
P2 0,46 1,2
P3 0,31 0,75
P4 0,06 0,15
P5 0,04 0,075

Figura 21: Valores dos padrdes de aglcares redutores para a realizagao da reta de calibragao.
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0,70

0,60 .
0,50 .
0,40 .
0,30 e

0,20
0,10 y = 0,3901x + 0,0053

o® R?=0,9986
0,00 @

0 0,5 1 1,5 2

Concentragdo Glucose (g/L)

51



Valorizagao de residuos da industria agroalimentar para produzir SCP através da cultura de microalgas

ANEXO Il

A semelhanca do ensaio 1, também se fez a representacao gréafica do logaritmo natural da
concentracao de biomassa e a escolha das fases exponenciais de cada ensaio, para a deter-

minagao da taxa especifica de crescimento.

1,5

0,5

0 20 40 60 80 100 120

LN (Biomassa)
o

-1,5
Tempo (h)

e=fr=| N(MSC) =@ | N(Repiso tomate) == | N (Borras de café)

Figura 22: Representagéo grafica do logatimo natural das concentragdes de biomassa, no ensaio 2.
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Figura 23: Representagdo gréafica da fase exponencial do logaritmo natural da concentra¢do de bio-
massa de C. protothecoides, para a determinacéo da taxa especifica de crescimento, no ensaio 2.
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ANEXO 1l
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Figura 24: Representagéo grafica do logaritmo natural das concentragdes de biomassa, no ensaio 3
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Figura 25: Representagdo gréfica da fase exponencial do logaritmo natural da concentra¢do de bio-
massa de C. protothecoides, para a determinacao da taxa especifica de crescimento, no ensaio 2
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ANEXO IV
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Figura 26: Representagéo grafica do logaritmo natural das concentragdes de biomassa, dos meios
com repiso de tomate e borra de café, no ensaio 4.
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Figura 27: Representacgéo gréfica do logaritmo natural das concentra¢des de biomassa, dos meios
com borra de uva, no ensaio 4.
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Figura 28: Representagdo grafica do logaritmo natural das concentragdes de biomassa, dos meios
com repiso de uva, no ensaio 4.
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Figura 29: Representacdo gréfica da fase exponencial do logaritmo natural da concentra¢do de bio-
massa de C. protothecoides, para a determinagcéo da taxa especifica de crescimento, dos meios com
repiso de tomate e borras de café, no ensaio 4.
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Figura 30: Representagéo grafica da fase exponencial do logaritmo natural da concentragéao de bio-
massa de C. protothecoides, para a determinagdo da taxa especifica de crescimento, dos meios com
borras de uva, no ensaio 4.
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Figura 31: Representacéo gréfica da fase exponencial do logaritmo natural da concentra¢do de bio-
massa de C. protothecoides, para a determinagao da taxa especifica de crescimento, dos meios com
repiso de uva, no ensaio 4
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