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Abstract

In the present study the suitability of microalgae Scenedesmus obliquus and Nannochloropsis

sp . feedstock for biodiesel production was evaluated.

Some pre-treatments for cell rupture of microalgal dry biomass were studied, in particular
mechanical (coffee grinder and bead mill), in order to extract the lipid fraction. The results
showed that Nannochloropsis sp. and Scenedesmus obliquus had an aproximate lipid content
of 35 g/100g ps and 17 g/100g ps, respectively, and that there was no need for a particular
pre-treatment for the Scenedesmus obliquus while for Nannochloropsis sp. it was necessary a
relatively aggressive grinding.

The lipid fraction of Scenedesmus obliquus had an acid value of 8 mgKOH/g and a fatty acid
composition dominated by palmitic acid (23%), oleic (37%) and linoleic (14%). For
Nannochloropsis sp., the extracted lipids had an acid value of 82 mg KOH/g and the main
fatty acids were palmitic acid (33%), palmitoleic (36% ) and oleic (20%). In both cases, it was

determined that the lipidic fractions had an unsaponifiable matter content above 95%.

The direct transesterification process was also studied for both microalgae and, due to the
high acid value, the influence of the volume of methanol, the acid catalyst concentration and
reaction time for the Scenedesmus obliquus was evaluated in order to produce FAME. The
results showed that it is possible to produce approximately 40 g/100g ps and 18g/100g ps
fatty acid methyl esters from Nannochloropsis sp. and the Scenedesmus obliguus,

respectively.

In order to evaluate the potential for recovery of residual biomass the total lipids, total sugars,
protein and minerals content was determined. The results for the Scenedesmus obliquus were
32 g/100g ps, 34 ¢/100g ps, 18 ¢/100g ps and 6g/100g ps, respectively, and for the
Nannochloropsis sp. 51 g/100g ps, 18 g/100g ps, 8 g/100g ps and 7 g/100g ps, respectively.

Keywords: Scenedesmus obliquus, Nannochloropsis sp., cell disruption, direct
transesterification, biodiesel



Resumo

No presente trabalho avaliou-se a adequabilidade das microalgas Scenedesmus obliquus e
Nannochloropsis sp. como matéria-prima para a producéo de biodiesel.

Estudaram-se alguns pré-tratamentos para a rutura celular da biomassa microalgal seca,
nomeadamente mecanicos (moinho de café e de bolas), tendo em vista a extraccdo da fraccao
lipidica. Os resultados mostraram que a Nannochloropsis sp. e a Scenedesmus obliquus
tinham teores aproximados de 35g/100g ps e 17g/100g ps, respectivamente, ndo sendo
necessario nenhum pré-tratamento em particular para a Scenedesmus obliquus enquanto que
para a Nannochloropsis sp. foi preciso uma moagem relativamente agressiva. A fraccéao
lipidica da Scenedesmus obliquus apresentou um indice de acidez de 8 mgKOH/g e uma
composi¢do em &cidos gordos dominada pelo acido palmitico (23%), oleico (37%) e linoleico
(14%). Para a Nannochloropsis sp., determinou-se um indice de acidez de 82 mgKOH/g e
como principais acidos gordos o &cido palmitico (32,7%), o palmitoleico (36%) e o oleico

(20,4%). Em ambos os casos, determinou-se um teor de matéria saponificavel superior a 95%.

Estudou-se também o processo de transesterificacdo directa para as duas microalgas e, face ao
elevado indice de acidez, a influéncia do volume de metanol, da concentracdo do catalisador
acido e do tempo de reaccdo para a Scenedesmus obliquus, na producéo de ésteres metilicos

de acidos gordos.

Os resultados mostraram que é possivel produzir ésteres metilicos na ordem de 40 g/100g ps e
18 g/100g ps a partir da Nannochloropsis sp. e da Scenedesmus obliquus, respectivamente.

De modo a avaliar o potencial de valorizacdo da biomassa residual, determinou-se o teor de
lipidos totais, agUcares totais, proteina e minerais. Os resultados para a Scenedesmus obliquus
foram 32 g/100g ps, 34 g/100g ps, 18 g/100g ps e 6 g/100g ps, respectivamente, e para a
Nannochloropsis sp. foram 51 g¢/100g ps, 18 g/100g ps, 8 ¢g/100g ps e 7 g/100g ps,

respectivamente.

Palavras-chave: Scenedesmus obliquus, Nannochloropsis sp., rutura celular,
transesterificacédo direta, biodiesel.
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Producéo de biodiesel pelas microalgas Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp.

1. Introducéo

1.1 Modelo actual de consumo de energia: Papel dos biocombustiveis

A procura e o respectivo desenvolvimento de tecnologias capazes de reduzir a actual dependéncia dos
combustiveis fésseis, como matéria-prima para a producdo de energia, constitui um dos maiores
desafios das sociedades modernas. A utilizagdo de combustiveis fosseis de uma forma tdo generalizada
foi uma das principais razdes para o grande desenvolvimento econémico e o respectivo aumento da
qualidade de vida nos paises industrializados, nos Gltimos séculos. Tanto a utilizagdo de carvdo, como
a utilizacdo do petroleo a escala industrial, iniciadas no século 18 e 20, respectivamente,
revolucionaram os sistemas econdmicos ao cimentar a utilizacdo de tecnologias que ajudaram a criar 0

estilo e a qualidade de vida que se tem hoje em dia.

No entanto, apesar de existirem incertezas relativamente a forma como o petroleo estara disponivel
como recurso nas proximas décadas, a utilizagdo de petréleo a longo prazo, um pouco a semelhanca
dos restantes combustiveis fosseis (Mohr, 2011; Rutlege, 2011), ndo representa uma opgao viavel
(Owen et al., 2010). O petrdleo é um recurso finito, extraido maioritariamente em regides do planeta
propensas a instabilidade de natureza politica e a sua utilizagdo como matéria-prima esté relacionada
com diversos problemas ambientais como, por exemplo, a emissdo de gases que causam o efeito de
estufa (IPCC, 2007).

A acrescentar aos problemas associados a elevada dependéncia do petr6leo, o consumo de energia
primaria a nivel mundial tem vindo a crescer de forma bastante significativa nas Gltimas décadas (Fig.

1.1) devido, em grande parte, as economias emergentes, como a China.
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Fig. 1.1 — Consumo energia primaria mundial em milhées de toneladas equivalentes de petréleo
(British Petroleum, 2013).




Producéo de biodiesel pelas microalgas Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp.

A grande maioria das previsdes indica um aumento do consumo nas préximas décadas em funcdo do
desenvolvimento das industrias das economias emergentes e do respectivo aumento de qualidade de
vida das populacdes. Actualmente, estima-se que cerca de 87% da energia consumida no mundo seja
proveniente da utilizacdo de combustiveis fésseis, com o petr6leo a contribuir para aproximadamente
33% do consumo total (British Petroleum, 2013).

1.1.1 Contexto histdrico - Unido Europeia e Portugal

Em 1997, face ao contexto do sector energético na altura, dominado por legislacdo regida
essencialmente pelos interesses econémicos, e a preocupacdo crescente com as alteracfes climaticas, a
Unido Europeia (UE) estabeleceu o objectivo de aumentar, de uma forma geral, o consumo de energia
a partir de fontes renovaveis de 6%, valor do consumo da altura, para 12% do consumo total de

energia, até 2010.

Tendo em conta que o sector dos transportes era, e continua a ser, um sector bastante importante no
que diz respeito ao consumo de energia, utilizacdo de petroleo e respectivas emissdes, em 2003 a UE
publicou a directiva 2003/30/EC com vista a implementacdo de um valor minimo de 5,75% do
consumo total de energia a partir de biocombustiveis e outros combustiveis renovaveis em detrimento

da gasolina e do gasoleo, até ao final de 2010.

Em 2003, este sector consumiu cerca de 352 milhdes de toneladas equivalentes de petroleo (Mtep),
aproximadamente 30% do consumo total de energia final da UE (Eurostat, 2013). A directiva referida,
2003/30/EC, foi transposta para a legislacdo portuguesa em 2006 (Decreto-Lei n° 62/2006), ano em
que teve inicio a producdo de biocombustiveis (biodiesel) em Portugal, criando mecanismos para

promover a colocacdo no mercado de quotas minimas de biocombustiveis.

Uma vez que o cumprimento dos objectivos estabelecidos para 2010 parecia bastante improvavel,
devido as prioridades politicas em vigor na altura nos diversos estados membros, em 2007 a UE
langou a primeira politica comum para a energia a nivel europeu. Os seus objectivos principais
consistem em assegurar, até 2020, o aumento do consumo de energia a partir de fontes de energias
renovaveis para 20% do consumo total, o aumento da eficiéncia energética com vista a reducdo de
cerca de 20% do consumo total, a redugdo de emissdes de gases que provocam o aumento do efeito de
estufa em pelo menos 20%, o consumo de energia por parte do sector dos transportes de pelo menos
10% a partir de biocombustiveis e outros combustiveis renovaveis, e a criacdo do respectivo
desenvolvimento de tecnologias capazes de aumentar a sustentabilidade do sector energético e a sua

competitividade.
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De modo a reforgar esta politica comum, em 2009 a UE publicou a directiva 2009/28/EC com o
objectivo de, entre outros, estabelecer metas no que dizia respeito a utilizacdo de biocombustiveis e as
respectivas emissdes de gases com efeito de estufa. A directiva estabeleceu que 10% da energia
consumida no sector dos transportes tem que ser proveniente de fontes renovaveis, que a produgdo de
biocombustiveis a considerar para essa meta deve ser sustentavel, que a implementacdo de
biocombustiveis deve contribuir com uma reducdo de pelo menos 35% das emissfes de gases
causadores do efeito de estufa (GEE), em comparacdo com o combustivel fossil que visam substituir, e

gue essa reducdo deve passar a 50% a partir de 1 de Janeiro de 2017.

Entretanto, em Portugal, de 2006 a 2009, foram publicados Decretos-Lei (n° 66/2006, n° 206/2008 e n°
49/2009) com vista a definicdo das quotas minimas de incorporacdo obrigatoria de biocombustiveis
em gasoleo rodoviario e ao estabelecimento da isencdo parcial ou total do imposto sobre produtos
petroliferos nos biocombustiveis. O Decreto-Lei n® 117/2010, de 25 de Outubro, transpds para a ordem
juridica nacional, nomeadamente, os artigos 17° a 19° e os anexos Ill e V da directa Europeia
2009/28/EC.

O ultimo desenvolvimento a nivel da comunidade Europeia deu-se em Outubro de 2012, quando a UE
langou uma proposta para uma directiva com o objectivo de limitar a utilizacdo de biocombustiveis

provenientes de culturas alimentares a 5% do valor total do consumo de combustiveis.

Neste momento, o sector dos transportes continua a contribuir com cerca de 30% para o consumo total
de energia final a nivel europeu e sensivelmente 20% das emissdes de CO,, sendo que 96% das
necessidades energéticas do sector sdo satisfeitas através da utilizacdo de petréleo, com os
biocombustiveis a representar os restantes 4% (Eurostat, 2013). Nas figuras 1.2 e 1.3 sdo apresentados,
respectivamente, os consumos de energia final e de biocombustiveis , no sector dos transportes da UE
a partir de 2002.
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Fig. 1.2 — Consumo energia final no sector dos transportes da Unido Europeia em milhdes de

toneladas equivalentes de petréleo (Eurostat, 2013).
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Fig. 1.3 — Consumo biocombustiveis no sector dos transportes da Unido Europeia em milhdes de

toneladas equivalentes de petréleo (EuroObservER, 2013).

Como se pode verificar, fruto do contexto legislativo e da iniciativa crescente na area, o consumo de
biocombustiveis tem vindo a aumentar, tendo-se verificado de 2003 para 2012 um aumento do
consumo de cerca de 10 vezes o consumo inicial. Dos biocombustiveis utilizados na UE, o biodiesel é
0 Qque apresenta uma maior expressdo, com um consumo estimado em 2012 de 11 Mtep,
correspondendo a 79,1% do consumo total de biocombustiveis (EuroObserv’ER, 2013). O respectivo

consumo em Portugal foi de 284 mil toneladas equivalentes de petr6leo (EuroObserv’ER, 2013).

De uma forma geral, e partindo do principio de que ndo se esta a utilizar biocombustiveis produzidos
apenas a partir de culturas alimentares, as grandes vantagens associadas a producdo e utilizacdo de

biocombustiveis sdo: reducdo da dependéncia energética, sustentabilidade inerente ao processo,
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reducdo de emissdes de GEE através do ciclo neutro de CO, e o desenvolvimento econémico das

regides envolvidas no desenvolvimento do biocombustivel.

1.2 Biodiesel

De acordo com a definicdo providenciada pela American Society for Testing and Materials, 0
biodiesel é um combustivel composto por mono alquil ésteres de acidos gordos de cadeia longa,
produzidos a partir de éleos vegetais ou de gorduras animais (Hoekman et al., 2012). Os ésteres sdo
compostos organicos com a formula quimica geral R’COOR, com o grupo funcional COOR, onde R
pode representar um grupo alquilo ou arilo (derivados de hidrocarbonetos aromaticos) e R’ pode

representar hidrogénio ou entdo um grupo alquilo ou arilo (Chang, 2005).

Por sua vez, os &cidos gordos sdo compostos constituidos por um grupo carboxilico (-COOH)
hidrofilico ligado a uma cadeia de hidrocarboneto hidrofébica (Nelson e Cox, 2004). Estes compostos
sdo, geralmente, denominados através de nomenclaturas em fungdo do nimero de dtomos de carbono
presente na cadeia carbonada, o nimero de duplas ligacOes existentes na cadeia e, por vezes, a posi¢cao
das duplas ligacGes (Nelson e Cox, 2004). Para além destas nomenclaturas de acordo com a
composicdo quimica, existem 0s nomes triviais e 0s nomes sistematicos dados pela Unido

Internacional de Quimica Pura e Aplicada.

A maioria dos &cidos gordos tem entre 12 e 24 atomos de carbono na cadeia e um numero par de
atomos de carbono (Nelson e Cox, 2004). Os &cidos gordos sem ligacdes duplas sdo chamados de
acidos gordos saturados, enquanto que os acidos gordos com pelo menos uma ligacdo dupla sdo
chamados de &cidos gordos insaturados (Nelson e Cox, 2004). Os &cidos gordos com pelo menos

quatro duplas ligacGes sdo apelidados de acidos gordos poliinsaturados.

O biodiesel pode ser produzido a partir de qualquer matéria-prima que contenha glicéridos, acidos
gordos livres, fosfolipidos e glicolipidos e (MacDougall et al., 2011). No entanto, os glicéridos sdo 0s
compostos mais utilizados devido ao sua composi¢do em termos dos &cidos gordos e auséncia de
fosforo e enxofre, elementos esses que interferem no processo de produgdo e na qualidade do
biodiesel (Halim et al., 2012; MacDougall et al., 2011).

Os glicéridos sdo ésteres constituidos por &cidos gordos e uma molécula de glicerol (1,2,3-
propanetriol) designados de acordo com o nimero de acidos gordos presentes na sua constituicao - tri,
di e mono (Halim et al., 2012).
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A molécula de triglicérido pode ser vista na figura 1.4.

CH2-0-CO-Rq
|
CH-O-CO-R;
I
CH,-0-CO-R;

Fig. 1.4 — Molécula de triglicérido.

A polaridade destes lipidos é determinada em funcdo do radical que se encontra ligado aos &cidos
gordos. Se esse composto ndo tiver carga, como € o caso do glicerol, tem-se um glicérido, um lipido
neutro. Se o &cido gordo estiver ligado a um radical com carga, como por exemplo um complexo

glicerol-fosfato, tem-se um fosfolipido, um lipido polar (Halim et al., 2012).

A razdo pela qual ndo se utilizam os 6leos vegetais e as gorduras animais de forma directa num motor
de combustdo deve-se ao facto destas matérias-primas serem muito viscosas (Ma e Hanna, 1999). No
entanto, existem varias formas de reduzir esta viscosidade - misturando os 6leos em gaséleo, através

de microemulsdes com solventes, por pirolise e por transesterificagdo (Ma e Hanna, 1999).

1.2.1 Transesterificacao

O processo mais utilizado actualmente para a producao de biodiesel é o de transesterificagdo (Leung et
al., 2010), nome que se d& a reacgdo de troca de um grupo alquilo ligado a um oxigénio, um grupo

alcéxido, de um éster com o grupo alcéxido (ex: -OCHs) de um alcool.

Dado que o alcool mais utilizado actualmente no processo de transesterificagdo € o metanol (MeOH)
(Leung et al., 2010), quando se fala em biodiesel, de certa forma, esta-se a falar de ésteres metilicos de
acidos gordos, ou fatty acid methyl esters (FAME), utilizando a denominagdo utilizada a nivel

internacional.

A razdo para 0o metanol ser o alcool mais utilizado deve-se ao simples facto de ser mais barato e de
possuir propriedades fisicas e quimicas superiores aos restantes alcoois (Ma e Hanna, 1999). Os outros
alcoois que se podem utilizar incluem o etanol, o propanol, o butanol e o pentanol (Leung et al.,
2010).

No caso da transesterificagdo dos glicéridos, o processo é constituido essencialmente por trés reaccdes
quimicas reversiveis sequenciais (Fig. 1.5), nas quais os triglicéridos sdo convertidos em diglicéridos e
estes em monoglicéridos, com obtencdo de uma mole de FAME em cada uma das reac¢des (Leung et
al., 2010).
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Uma vez que estas reaccOes sdo reversiveis € necessario adicionar uma quantidade excessiva de &lcool,

de modo a desviar o equilibrio da reacc¢éo no sentido da producéo de FAME.

Triglicérido + R'OH & Diglicérido + R'COOR;
Diglicérido + R'OH S Monoglicérido + R'COOR,

Monoglicérido + R'OH S Glicerol + R'COOR,

Fig. 1.5 — Reaccdes transesterificacéo glicéridos.

7

A transesterificacdo geralmente é realizada na presenca de um catalizador sendo que este é
classificado de acordo com a fase em que se encontra em relagdo aos reagentes presentes na reacgao -

homogéneo ou heterogéneo — e com o grupo funcional — &cido ou bésico (Chouhan e Sarma, 2011).

Os catalizadores mais utilizados a nivel industrial sdo os catalizadores homogéneos alcalinos
hidréxido de potassio e o hidroxido de sodio, devido ao seu baixo custo (Atadashi et al., 2012). As
vantagens associadas a utilizacao destes catalizadores em relagdo aos catalizadores homogéneos &cidos
estdo relacionadas com 0s menores tempos de reac¢do, 0 menor consumo de energia e as menores
quantidades de alcool utilizadas (Marchetti et al., 2007).

Na tabela 1.1 apresenta-se, com base em dados recolhidos da literatura (Marchetti et al., 2007) os
catalizadores mais utilizados e os valores aproximados para 0s pardmetros mais importantes para a
reaccdo de transesterificagdo em funcdo do tipo de catalizador homogéneo utilizada nas diversas

matérias primas.

Tabela 1.1 — Catalizadores e valores da razdo molar, concentra¢éo do catalizador,

temperatura e tempo de reaccao tipicamente utilizados (Marchetti et al., 2007).

Catalizadores e parametros Catalizador homogéneo basico Catalizador homogeéneo acido
Catalizadores NaOH, KOH, CH;0ONa,CH;0K H,SO,, HCI
Razo molar 6:1 MeOH:Oleo 30:1 MeOH:Oleo
Catalizador 0,5-1 % m/m 0,5-1 % mol
Temperatura 25-120°C 55-80 °C
Tempo 1-2h >24 h

No entanto, a utilizacdo de catalizadores homogénos alcalinos no processo de transesterificagdo em
amostras com acidos gordos livres resulta na reaccao de saponificacdo, diminuindo a quantidade de

catalisador disponivel para a reaccdo de transesterificacdo, como se pode ver no exemplo da figura 1.6.
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Uma das formas utilizadas para contrabalancar este problema é a simples adicdo de mais catalizador,

de modo a compensar as respectivas perdas (Leung et al., 2010).
RCOOH + NaOH — RCOONa + H,0

Fig. 1.6 — Producédo de sab&o e agua a partir da reaccéo entre acidos gordos livres e hidroxido de

potassio (Leung et al., 2010).

Todavia, para amostras com um contetdo de acidos gordos livres relativamente elevado este método
torna-se ineficaz na medida em que a formacao de sabdo dificulta de forma significativa a separacao
entre o biodiesel e o glicerol, resulta na formacdo de emulsGes no processo final de
lavagem/purificagdo do biodiesel (Huang et al., 2010), e conduz a uma elevada perda em rendimento
massico. Os valores maximos recomendados por diversos autores para o indice de acidez do 6leo, um
indicador do conteldo em 4&cidos gordos livres, rondam os 2 mgKOH/g 6leo (Lam et al., 2010;
Atadashi et al., 2012). O outro problema da catélise basica reside no facto da presenga de agua no
meio de reaccdo (independentemente do tipo de catélise utilizada) favorecer a hidrdlise dos glicéridos
com a respectiva producdo de acidos gordos livres (Fig 1.7). Com esta catalise, isto resulta na
consequente produgdo de sabéo.

Triglicérido + H,0 S Diglicérido + R;COOH

Fig. 1.7 — Producao de diglicéridos e acidos gordos livres a partir da reac¢éo de hidrélise de

triglicéridos (Leung et al., 2010).

De modo a ultrapassar este problema, geralmente faz-se um pré-tratamento as amostras para remover a
agua. Este pré-tratamento pode ser efectuado através de um simples processo de secagem, utilizando

uma estufa por exemplo, ou através da utilizagdo de um reagente sicativo (Liu, 1994).

A principal vantagem da catélise &cida em relacdo a catélise basica é o facto de ndo apresentar o
problema da producdo de sabdes, ao esterificar os &cidos gordos livres com o &lcool (Fig. 1.8),
permitindo o seu aproveitamento para a producdo de biodiesel (Liu, 1994). Tal como nas reacc¢Ges de
transesterificacdo, € necessario adicionar uma quantidade de alcool superior a estequiométrica, de
modo a desviar o equilibrio da reac¢do no sentido da esterificagao.

H+
R,COOH + R'OH S R'COOR, + H,0

Fig. 1.8 — Reaccdo de esterificagdo dos acidos gordos livres com um alcool na presenca de um
catalizador acido (Liu, 1994).
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A catélise 4cida tem sido, de resto, 0 método mais utilizado para baixar o conteido em &cidos gordos
antes de se realizar uma catélise basica. Os outros métodos incluem a destilagcdo a vapor, extrac¢do
através de é&lcool, utilizacdo de iodo como catalizador e a adicdo de glicerol, a temperaturas
relativamente altas e na presenca de um catalizador, de modo a esterificar os &cidos gordos (Leung et
al., 2010).

Em relacdo aos catalizadores heterogéneos, a utilizacdo deste tipo de catalizadores, um
desenvolvimento relativamente recente, tem sido apontada como capaz de resolver alguns dos
problemas associados aos catalizadores homogéneos (Atadashi et al., 2012). Os catalizadores
heterogéneos podem ser dividos em enzimas, isto é, biocatalizadores, e, a semelhanca dos
homogéneos, em catalizadores basicos e acidos (Chouhan e Sarma, 2011). De uma forma geral, as
vantagens e as desvantagens dos diferentes tipos de catalizadores podem ser resumidas da forma como

se encontra na tabela 1.2

Tabela 1.2 — Vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de catalizadores (Atadashi et
al., 2012).

Tipo de catalizador Vantagens Desvantagens

Producéo de sabdes

Formagao de emulsdes

Consumo de energia e agua elevados
Producéo de aguas residuais elevada

Custo de purificacdo elevado

Limitado a matérias-primas com baixos
conteidos em &cidos gordos livres

N&o reciclavel

Catalizadores
homogéneos -
Alcalinos

Menos corrosivos
Elevadas velocidades de reaccao

Mais residuos resultantes da neutraliza¢do

Catalizadores
homogéneos -
Acidos

Né&o produzem sabdo
Podem ser utilizados para esterificacdo e
transesterificacdo de forma simultanea

Dificuldade de reciclagem

Custo de purificacdo elevado
Consumo de energia elevado
Baixa velocidade de reaccédo

Catalizadores
heterogéneos
sélidos - Alcalinos e
acidos

Facilmente reciclaveis

Menor dificuldade de separa¢do do meio de
reaccao

Glicerol de alta pureza

Menos producéo de aguas residuais

N&o prejudicial ao ambiente

Efeitos de lixiviacao

Preparacdo do catalizador complicada e
dispendiosa

Tempos de reaccéo relativamente lentos

Catalizadores
heterogéneos -
Enzimas

Né&o produzem sabdes
Facilmente separaveis do meio
Glicerol de alta pureza

N&o prejudiciais ao ambiente
Recuperacdo simples glicerol

Inibicdo na presenca de agua
Custos elevados




Producéo de biodiesel pelas microalgas Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp.

Para além dos desenvolvimentos na area dos catalizadores, nos Gltimos anos tém surgido métodos
baseados na utilizacdo de micro-ondas e ultra-sons com o propoésito de assistir no processo de
transesterificacdo. Estes métodos oferecem vantagens ao nivel da eficiéncia da reaccdo, consumo de
energia, tempo de reaccdo e impacto ambiental em relacéo a transesterificagdo aquecida por métodos
convencionais (Lam et al., 2010).

Apobs a realizagcdo do processo de transesterificacdo, a separacdo entre 0s produtos e os restantes
reagentes presentes no meio de reaccéo € feita, geralmente, por centrifugacdo ou separacdo overnight,
obtendo-se duas fases: uma composta por biodiesel e lipidos ndo transesterificados e outra composta
por glicerol, alcool e catalisador. A fase organica é depois purificada para remocdo de contaminantes
(glicerol, alcool, catalisador). Este processo pode ser realizado atraves de uma lavagem com agua, uma

lavagem a seco e por extraccdo utilizando uma membrana (Leung et al., 2010).

1.2.2 Qualidade do biodiesel

A qualidade do biodiesel é fortemente influenciada pela estrutura dos acidos gordos e do alcool
utilizado no processo de transesterificacdo (Knothe, 2005). Para que um biodiesel possa ser utilizado
nos veiculos automdveis sem provocar danos na viatura é obrigatéria a avaliacdo da sua qualidade,
através da determinacdo de diversos parametros relacionados com a sua composi¢cdo. A norma

europeia EN 14214:2012 especifica os parametros a analisar e os limites a cumprir (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 —Limites legais estabelecidos pela norma EN 14214:2012.

Parametro Unidade Limites legais

Teor de ésteres metilicos % (m/m) >96,5

Ester metilico do é4cido linolénico % (m/m) <12,0
Esteres metilicos poliinsaturados % (m/m) <1

Teor em metanol % (m/m) <0,2

Teor em monoglicéridos % (m/m) <0,80

Teor em diglicéridos % (m/m) 0,20

Teor em triglicéridos % (m/m) <0,20

Glicerol livre % (m/m) <0,02

Glicerol total % (m/m) <0,25

Metais grupo | (Na+K) mg/kg <5,0

Metais grupo Il (Ca+Mg) mg/kg <5,0

indice de iodo g iodo/100g <120
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Teor de &gua mg/kg <500
Indice de iodo % (m/m) <120
Teor de cinzas sulfatadas % (m/m) <0,02
Corrosao da lamina de cobre (3h a 50°C) - Classe 1
Residuo carbonoso (em~10% do residuo da % (m/m) <0,30
destilacéo)
Contaminag&o total mg/kg <24
Teor de cinzas sulfatadas % (m/m) <0,02
Ponto de inflamacéo °C >101
Residuo carbonoso % (m/m) <0,3
Estabilidade a oxidagdo a 110°C h >8,0
Indice de cetano - >51,0
indice de acidez mg KOH/g <0,50
Viscosidade a 40°C mm?/s 3,5-5,0
Massa vol(imica a 15°C kg/m? 860-900
Teor de Fosforo mg/kg <4,0
Teor em enxofre mg/kg <10,0
CFPP (Temperatura limite de filtrabilidade) °C A definir por cada pais

De uma forma resumida, o nimero de cetano, um indicador da qualidade de ignicdo, o calor de
combustdo, o ponto de fuséo e a viscosidade dos &cidos gordos aumentam com o tamanho da cadeia de
hidrocarboneto e com o grau de saturacdo, ao passo que as emissdes de NOyx diminuem (Knothe,
2005). Ja a estabilidade a oxidacdo encontra-se dependente do nimero de duplas ligagbes (quanto
mais, pior) e da sua posi¢do (Knothe, 2003). As propriedades de frio, indicadas pelo cloud point e
pour point, pioram com o aumento do grau de saturagdo dos &cidos gordos (Knothe, 2005). Em
relacdo ao &lcool utilizado no processo de transesterificacdo, quando comparado com metanol, o
etanol, por exemplo, melhora as propriedades de lubricidade enquanto que o isobutanol melhora as
propriedades de frio (Knothe, 2005).

Como se pode constatar pela literatura (Leung et al., 2010) existe uma vasta gama de 6leos/gorduras
que tem sido objecto de estudo tendo em vista a producdo de biodiesel. Para além das culturas
tradicionais, como a soja, a colza, a palma ou o girassol, outras matérias-primas nao alimentares como
a Jatropha curcas, a mamona ou o cardo, residuos como as gorduras animais ou os 6leos alimentares
usados, as microalgas também tém mostrado um elevado potencial como fonte de glicéridos (Chisti,
2007).
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1.3 Microalgas como matéria-prima para a producdo de biodiesel

1.3.1 Definicéo

O termo alga serve para definir um conjunto bastante heterogéneo de plantas sem folhas, caules,
raizes, sem tecido vascular, com clorofila a como um dos seus pigmentos fotossintéticos sem uma
cobertura estéril de células a volta das células reprodutivas (Lee, 2008). A definicdo também inclui um
outro conjunto de seres vivos procariontes que, em termos evolutivos, se encontra mais proximo das

bactérias do que das restantes algas, as cianobactérias (Lee, 2008).

As algas estdo praticamente omnipresentes em quase todos os habitats aquéaticos (Agua doce, agua
salgada ou &gua salobra) e sdo fundamentais para a vida na Terra, pois sdo a base da cadeia alimentar,
contribuem com cerca de metade do oxigénio produzido no planeta e consomem uma boa parte do

CO; presente na atmosfera (Chapman, 2013).

Os critérios principais utilizados para classificar espécies de algas sdo baseados nos tipos de pigmentos
presentes na espécie, na natureza quimica dos seus produtos, na estrutura do cloroplasto, na estrutura e
na composi¢cdo quimica da sua parede celular, na estrutura dos seus flagelos e na presenca de
caracteristicas especiais, caso existam (Metting Jr, 1996).

De acordo com esse tipo de critérios, as algas podem ser divididas nos seguintes filos (Lee, 2008):

e Cyanophyta, também conhecida por cianobactérias
e Glaucophyta

e Rhodophyta ou alga vermelha

e Chlorophyta ou alga verde

e Euglenophyta

e Dinophyta ou dinoflagelados

e Cryptophyta ou alga dourada-castanha

e Heterokontophyta

e Prymnesiophyta

No que diz respeito as classificacGes de macroalga e de microalga, a distincao € feita de acordo com a
morfologia e 0 respectivo tamanho da espécie. Geralmente, as microalgas sdo microorganismos
unicelulares enquanto que as macroalgas sdo compostas por organismos multicelulares (John et al.,
2011).

De uma forma geral, as grandes vantagens associadas a utilizacdo de microalgas como matéria-prima
para a producéo de biocombustiveis em relacdo a outro tipo de culturas energéticas, como por exemplo

a soja para produzir biodiesel e a cana de agUcar para produzir bioetanol, séo:
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e Possibilidade de cultivar em terrenos ndo adequados para culturas alimentares (Hu et al.,
2008).

e Possibilidade de cultivar em agua doce, salgada e salobra (Hu et al., 2008).

e Possibilidade de tratar efluentes (Park et al., 2011).

e Taxas de producdo de lipidos por unidade de &rea superior (Chisti, 2007).

e Taxa de producdo de hidratos de carbono por unidade de area superior (Chen et al., 2013).

e Maior capacidade de captura de CO, e producédo de O,, fruto das maiores taxas de crescimento
e da eficiéncia fotossintética superior (Shenck et al., 2008).

e Producdo ndo sazonal com a possibilidade de colheita diaria (Hu et al., 2008).

e Maior facilidade de manuseamento (Gouveia, 2011).

o Nao utilizagéo de herbicidas e pesticidas na cultura (Singh e Ahluwalia, 2013).

e Possibilidade de aproveitar produtos secundarios como, por exemplo, proteina e pigmentos
(Hu et al., 2008).

1.3.2 Biomassa microalgal

Os prop6sitos econdmicos de producdo de biomassa microalgal tém-se alterado ao longo das Ultimas
décadas. Apos a fase inicial de producdo de SCP (single cell protein), com o objectivo de alimentar
um mundo carente de alimentos e posterior utilizacdo como suplemento de alimentacdo humana, a
producdo de biomassa microalgal comecou a ser feita em tendo em vista a obtengdo de compostos de
quimica fina, “alimentos dietéticos”, compostos terapéuticos, em aquacultura e recentemente o seu uso
como vetor energético. S6 em 1978, com o inicio do programa de investigacdo "Aquatic Species
Program” nos EUA, ¢ que a utilizacdo de microalgas como matéria-prima para a producdo de biodiesel

comecou a ter alguma visibilidade.

Actualmente, impulsionado em parte pelo desenvolvimento na area dos biocombustiveis, as
microalgas estdo a ser estudadas/produzidas para a diversos fins como “nutracéuticos” ou “alimentos
funcionais™ (ex: carotendides, antioxidantes, acidos gordos polinsaturados, polissacéridos, vitaminas,
fitoesterdis, minerais ou outros aditivos alimentares); cosméticos; biomateriais; moléculas bioactivas
com aplicagbes em agricultura, medicina, tratamento de esgotos; biosor¢do de metais pesados;
biofertilizag&o e acondicionador de solos para a agricultura, biomassa algal para alimentacdo animal e
humana; algas fixadoras de CO, para obviar o problematico efeito de estufa e bioenergia (Gouveia,
2011; Gouveia et al., 2010).
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1.3.3 Meétodo de producédo convencional

Actualmente, apesar de toda a investigacdo realizada nas Ultimas décadas com o objectivo de utilizar
algas como matéria-prima para a producéo de biodiesel, ainda ndo existe nenhum método de producédo
estabelecido a escala industrial para fins comerciais (Lam e Lee, 2012). O processo de producdo mais

convencional utilizado hoje em dia a nivel laboratorial pode ser descrito através da seguinte figura:

Fonte(s) de

carbono &

energia Aguae

i ) hiomassa Blpmassa Glicrid Biodiesel
Nutrientes | Crescimento | microalgal | Colheita da | Microalgal —— icendos |~ - versio iodiese
biomassa biomassa e é; glicéridos em
Agua microalgal microalgal gleeridos biodiesel
Reciclagem
de agua Reciclagem de

nutrientes

Fig. 1.9 — Método de producédo mais convencional (adaptado de Gallagher (2011)).

1.3.3.1  Crescimento da biomassa microalgal

a) Sistemas de cultivo

As microalgas podem ser cultivadas segundo os regimes fototréfico, heterotréfico, mixotréfico e
fotoheterotrofico em funcéo da espécie que se pretende cultivar e do respectivo metabolismo (Chen et
al., 2011). O cultivo em regime fototrofico utiliza luz como fonte de energia e diéxido de carbono
como fonte de carbono, enquanto que o regime heterotréfico dispensa a utilizacdo de luz e utiliza
compostos organicos como fonte de energia e fonte de carbono (Chen et al., 2011). Tanto o regime
mixotréfico como o refime fotoheterotréfico consistem em regimes onde se utiliza luz como fonte de
energia e compostos organicos como fonte de carbono (Chen et al., 2011). A diferenca entre estes dois
regimes reside no facto das espécies fotoheterotroficas necessitarem de luz como fonte de energia para
utilizarem os acuUcares como fonte de carbono ao passo que as espécies mixotréficas podem alternar
entre a utilizacdo de luz e compostos organicos como fonte de energia (Chen et al., 2011). O cultivo
pode ser realizado essencialmente em dois tipos de sistemas - lagoas fotossintéticas, como por

exemplo do tipo raceway (Fig.1.8) e fotobioreactores fechados (Fig. 1.9) (Ugwu et al., 2008).
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Fig. 1.11 — Tipos de fotobioreactores fechados mais utilizados, flat plate (A) (www.http://algae-

energy.co.uk/), em coluna (b) (http://www.niot.res.in/) e tubular (C) (www.chempuretech.com).

Cada um dos sistemas tém vantagens e desvantagens (Ugwu et al., 2008), e devem ser utilizados

consoante a finalidade da biomassa que se pretende produzir.

b) Teor de lipidos e taxas de produtividade

Grande parte da investigacdo realizada nesta area tem sido direccionada para a identificacdo e
caracterizacdo de espécies com elevadas taxas de produtividade em glicéridos e para a avaliacdo dos
factores ambientais que influenciam a sua producdo. A producdo de lipidos por parte das algas e a
respectiva composi¢cdo em acidos gordos depende do seu perfil genético e das condicbes de cultivo
(Hu et al., 2008).

De uma forma geral, quando as microalgas sdo cultivadas num meio ideal para o crescimento, a
maioria dos acidos gordos sintetizados sdo utilizados para a formacdo de fosfolipidos e glicolipidos

para as estruturas das membranas celulares (Hu et al., 2008).

De modo a potenciar o aumento do teor de glicéridos, a cultura deve ser sujeita a stress nomeadamente
nutricional (caréncia sobretudo de N), luminoso (intensidade e frequéncia da radiacéo incidente), de
temperatura, de salinidade, de concentracdo de O,, de CO, e de pH (Chisti, 2007; Hu et al., 2008;
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Gouveia e Oliveira, 2009; Gouveia et al., 2009). Os resultados mostram que o teor total de lipidos de

uma alga verde sob stress, por exemplo, pode aumentar de cerca de 26%, em média, para 46% do seu

peso seco, essencialmente a custa da sintese adicional de glicéridos (Hu et al., 2008).

Porém, apesar do aumento do contetdo em glicéridos, a imposicao de stress sobre a célula muitas das

vezes ndo se traduz numa maior taxa de produtividade de lipidos, uma vez que este aumento é

efectuado em detrimento do crescimento e da divisdo celular (Halim et al., 2012). Os resultados

obtidos por Rodolfi et al. (2009) sdo um bom exemplo deste efeito.

Na tabela 1.4 apresenta-se o teor de lipidos, em termos de peso seco (ps), e a taxa de produtividade de

algumas microalgas publicados na literatura em funcédo das diferentes condi¢des de cultura utilizadas e

dos métodos de determinacéo do teor de lipidos.

Tabela 1.4 — Teor de lipidos e taxa de produtividade de lipidos de algumas microalgas em

fungéo das condi¢des de cultura e dos métodos de determinacgéo do teor de lipidos.

Microalga

Regime

Teor de lipidos (g/100g ps)

Taxa de produtividade de
lipidos (mg/L/dia)

Referéncia

Nannochloropsis

sp. F&M-M26 Fototréfico 29,6 61 Rodolfi et al. (2009)
Neochloris . L
oleabundans Fototréfico 29,0 26 Gouve(lzaozg(a))llvelra
UTEX #1185
Prophyridium e .
cruentum Fototrofico 9,5 35 Rodolfi et al. (2009)
Chlorella Fototrofico
protothecoides seguido de 49,4 11800 Xiong et al. (2010)
UTEX 710 heterotrofico
Schizochytrium Lo .
limacinum SR21 Heterotrofico 58,2 -73,3 740 - 1710 Liang et al. (2010)
Chlorella .
protothecoides Heterotrofico 14,1-21,3 120 - 190 Heredla(-z,%rlrggl oetal.
UTEX 249
Chlorella .
protothecoides Mixotroéfico 159-19,7 230 - 270 Heredla(-;(\)rlrgg/ oetal
UTEX 249
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1.3.3.2  Colheita da biomassa microalgal

Apos a fase de cultivo das algas, é necessario colher a biomassa e remover a 4gua, uma vez que a sua
presenca interfere com os processos tradicionais de extraccdo e de transesterificagdo (Halim et al.,
2012; Leung et al., 2010). Esta é uma das fases com maiores custos envolvidos devido ao facto das
algas serem cultivadas num meio aquoso, terem pequenas dimensdes, e encontrarem-se em
concentracdes relativamente baixas (Uduman et al., 2010). As técnicas tradicionais mais usadas na
colheita da biomassa tém sido a sedimentacdo por gravidade, floculacdo, flotacdo, filtracdo e

centrifugacdo (Chen et al., 2011).
1.3.3.3  Extraccao lipidos

a) Rutura celular

A quebra da parede celular da alga é bastante importante e nalguns casos, indispensavel, para o
processo de extraccdo de lipidos visto que a parede celular funciona como uma barreira fisica entre 0s
lipidos que se pretendem extrair e o solvente, ou mistura de solventes. Apesar das estruturas e das
respectivas composic¢Bes quimicas das paredes celulares poderem variar de espécie para espécie, a
grande maioria das paredes sdo compostas por estruturas com trés camadas compostas por celulose,
acido urdnico, proteina, manose, Xilana ou entdo por estruturas com trés camadas compostas por

alginato e glicoproteinas (Lee et al., 2012).

Existem essencialmente dois tipos de processos que se podem aplicar a biomassa de forma individual
OU em conjunto: processos mecanicos e processos ndo mecanicos (fisicos, quimicos e enzimaticos)

(Lee et al., 2012). A figura seguinte (Fig. 1.12) apresenta 0s processos mais utilizados actualmente.

Rutura celular

|
Nao mecanica

Mecanica Fisica Quimica Enzimética
Moinho de bolas Descompresséo Antibiéticos Adicéo de enzimas liticas
Homogeneizagédo Choque osmotico Agente quelante Autdlise
* Presséo elevada Termolise Detergente Lise fagica
* Velocidade elevada Liofllizagao Solvente
Cavitagéo Micro-ondas Lise alcalina
* Ultrasonica Lise 4cida
* Microfluidizagéo hidrodinamica CO2supercritico

Fig. 1.12 — Processos rutura celular (adaptado de Lee et al., 2012)
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Apesar de existirem processos (ex: ultra-sons e a homogeneizacdo a alta pressdo) que devem ser
efectuados antes do processo de secagem da biomassa (Halim et al., 2012), a rutura celular geralmente
é efectuada num pré-tratamento ap06s a secagem da biomassa, ou entdo em simultaneo com a extrac¢do

dos lipidos, dependendo da resisténcia da parede.

Os processos mais utilizados costumam ser 0s mecanicos dado que s&o menos sensiveis & espécie de
alga utilizada e ndo existe risco de contaminacdo que possa comprometer a qualidade do produto final,
ao contrario dos processos quimicos e enzimaticos. Ha no entanto que ter sempre em conta a economia

do processo, 0 gasto energético e a conservacdo da qualidade da biomassa final (Lee et al., 2012).

b) Processos de extraccao

Um pouco a semelhanca das restantes tecnologias envolvidas na producdo de biodiesel a partir de
algas, actualmente ndo existe nenhum método de referéncia no que diz respeito a extraccdo e

respectiva determinag&o do teor de lipidos (Griffiths et al., 2010).

O processo de extracgdo tradicional é essencialmente composto por dois passos: extraccdo dos lipidos
da biomassa através da utilizagdo de um solvente e separagdo entre o solvente e os lipidos extraidos,
sendo de extrema importancia a seleccdo do solvente mais adequado para o fim em vista. Para o caso
de se querer extrair lipidos neutros, como acontece no caso da producgdo de biodiesel, deve-se utilizar
um solvente com polaridade neutra, como por exemplo, o hexano ou o cloroférmio. Caso o interesse
seja extrair lipidos polares, deve-se escolher um solvente polar, como por exemplo o etanol ou o
metanol (Halim et al., 2012).

Apbs 0 processo de extraccdo, € necessario realizar a separacdo da biomassa da solu¢cdo composta
pelos lipidos e pelo solvente, através de filtracdo, e a remoc¢do do solvente, por destilagdo, evaporacao

em vacuo ou adsorcdo em fase solida (Halim et al., 2012).

e Extraccao assistida, sub-critica e supercritica

Tal como no caso da transesterificagdo, nos ultimos anos tém surgido métodos baseados em extraccéo
assistida por micro-ondas e ultrasons com o objectivo de acelerar o processo de extrac¢do (Halim et
al., 2012). Estes processos combinam o processo de extraccéo e o de quebra da parede celular num sé

passo (Halim et al., 2012), evitando-se assim o pré-tratamento de rutura celular acima referido.

Segundo alguns trabalhos (Balasubramanian et al., 2011; Aradjo et al., 2013), e ao contrario do que
acontece no caso dos ultra-sons, quando se utiliza micro-ondas, o perfil dos acidos gordos extraidos

pode ser diferente em relacéo ao perfil obtido através de processos tradicionais.
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Para além dos métodos assistidos, também se tem estudado a utilizagdo de sistemas que utilizam altas
temperaturas e pressoes, isto é, a extraccdo subcritica (Halim et al., 2012) e a extrac¢do supercritica
(Halim et al., 2012; Nobre et al., 2013).

1.3.3.4  Conversao dos lipidos

Apdbs o processo de extraccdo dos lipidos, dado que a fraccdo extraida € composta, geralmente,
essencialmente por glicéridos, o processo de conversao em biodiesel é em tudo idéntico a forma como

se convertem os 6leos vegetais e as gorduras animais (seccao 1.2).

1.3.4 Transesterificacdo directa

A transesterificacdo directa, também conhecida por transesterifica¢do in situ, consiste num processo
onde se realiza a reaccdo de transesterificacdo directamente sobre a biomassa, ndo sendo necessario

proceder ao passo de extraccdo de lipidos (McNichol et al., 2012).

Este processo apresenta diversas vantagens em relagdo ao método convencional, na medida em que se
tem mais precisdo, usa-se menos reagentes, consumo-se menos energia, utiliza-se menos tempo e

obtem-se extrac¢des mais completas dos acidos gordos (McNichol et al., 2012).

Na transesterificacdo directa da biomassa microalgal, geralmente tem-se utilizado catalizadores &cidos,
devido aos conteildos em &cidos gordos livres relativamente elevados (Ehimen et al., 2010).

No que diz respeito a comparacbes com o processo de transesterificacdo tradicional, a conversdo
directa utiliza, geralmente, quantidades superiores de alcool e de catalisador, e valores de temperatura

e tempo de reaccéo relativamente semelhantes.

Tal como tem acontecido nos processos de extraccdo e transesterificacdo utilizados no método
tradicional, também se tem estudado a utilizagdo de micro-ondas e ultra-sons como uma forma de
melhorar o processo de transesterificacdo directa. A semelhanca das restantes matérias-primas a que
estas técnicas tém sido aplicadas (Motasemi e Ani, 2012; Veljkovi¢ et al., 2012), de uma forma geral,
os resultados obtidos até a data indicam que a utilizagdo de micro-ondas permite reduzir o tempo de
reacgdo e a temperatura a que as reacgdes geralmente sdo realizadas (Koberg et al., 2011; Patil et al.,
2011), e que com a utilizagdo de ultra-sons é possivel reduzir os tempos de reaccdo e as quantidades

de alcool necessarias (Koberg et al., 2011; Ehimen et al., 2012).
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1.3.5 Valorizagdo da biomassa microalgal apds extracgdo do 6leo

Apos a extraccao da fraccao lipidica com vista a producéao de biodiesel, a biomassa residual ainda tem
valor energético e/ou nutricional. Dai a possibilidade do seu aproveitamento para alimentacao animal,

como fertilizante, acondicionador de solos, producédo de hidrogénio, biogas e/ou bioetanol.

A producdo de biohidrogénio e biogas, apds a extrac¢do dos lipidos, também constitui uma mais-valia
do ponto de vista de valorizacdo energética desta matéria-prima. O biohidrogénio pode ser obtido
atraves da fermentacdo no escuro, da biomassa residual e usando bactérias (Ferreira et al., 2012;
Nobre et al., 2013; Batista et al., 2014), enquanto o biogas pode ser produzido, a partir da biomassa

residual, por digestdo anaerdbia (Ehimen et al., 2009; 2011).

A composi¢do em amido e agUcares das microalgas, aliado ao facto das microalgas possuirem pouca
hemicelulose e nenhuma lignina (Chen et al., 2013), torna-as atractivas do ponto de vista da produgéo

de etanol por via fermentativa, ao contrario dos materiais lenhoceluldsicos (Lam e Lee, 2012).

1.4 Microalgas Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp.

As espécies de microalgas do género Scenedesmus, pertencentes a classe Chlorophyceae do filo
Chlorophyta, sdo microalgas bastante comuns em ambientes de agua doce, relativamente faceis de
cultivar e, como tal, tém sido bastante utilizadas em diversos estudos de cariz bioquimico e fisioldgico
(An et al., 1999).

A Scenedesmus obliquus (S. obliquus), em particular, dada a sua versatilidade, tem sido objecto de
estudo de diversos trabalhos ao longo dos Ultimos anos direccionados para a limpeza de aguas
residuais (Martinez et al., 2000; Gurbuz et al., 2009; Monteiro et al., 2009; Hodaifa et al., 2009 e
2010), e na area dos biocombustiveis, nomeadamente de biodiesel (Gouveia e Oliveira, 2009; Mandal
e Mallick, 2009; Ho et al., 2010; Balasubramanian et al., 2011; Kaewkannetra et al., 2012; Ho et al.,
2012; Gouveia et al. 2012; EI-Sheekh et al., 2013; Mandal et al., 2013), bioetanol (Miranda et al.,
2012a e 2012b; Ho et al., 2012), biogas (Mussgnug et al., 2010; Zamalloa et al., 2012) e
biohidrogénio (Batista et al., 2014).

Quanto as espécies de microalgas do género Nannochloropsis, pertencentes a classe
Eustigmatophyceae do filo Heterokontophyta, os estudos realizados até a data, de uma forma geral,
tém sido bastante focados na valorizacdo das elevadas quantidades de triglicéridos presentes nestas

microalgas (Giorno et al., 2013).

No caso da Nannochloropsis sp. (Nanno.), os estudos tém sido essencialmente focados na area da

nutri¢do, tendo em vista o aproveitamento dos acidos gordos ®-3 (Zittelli et al., 1999; Nitsan et al.,
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1999), biodiesel (Gouveia e Oliveira, 2009; Rodolfi et al., 2009; Doan et al., 2011; Li et al., 2011;
Moazami et al., 2011; Pal et al., 2011; Patil et al., 2011; Bondioli et al., 2012; Gouveia et al., 2012;
Liu et al., 2012; Moazami et al., 2012; Matos et al., 2013; Olmstead et al., 2013; Wahidin et al., 2013;
Gouveia et al. (submetido), pigmentos (Lubién et al., 2000) e na integragdo dos processos de producao
de biodiesel ou extraccdo de pigmentos com o aproveitamento da biomassa residual para a producdo
de biohidrogénio, através de um conceito de biorefinaria (Nobre et al., 2013).

Para além destes estudos dedicados a area de producdo, também existe um artigo publicado na area da

analise econdmica (Ferreira et al., 2013).

O objectivo deste trabalho foi a avaliacdo da adequabilidade de cada uma das microalgas como
matéria-prima para a producdo de biodiesel e a avaliacdo do potencial de valorizagdo da biomassa

residual.
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2. Materiais e métodos

2.1 Matéria-prima

As microalgas utilizadas nestes estudos, Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp., foram
adquiridas através da algoteca da Universidade de Coimbra (Portugal) e da algoteca SERI (EUA),

respectivamente.

Embora o crescimento das microalgas ndo tenha sido objecto de estudo neste trabalho, as composicdes
dos meios de cultura utilizados para a S. obliquus, o0 meio de cultura Bristol, e para a Nanno., um meio
de cultura GPM modificado, assim como 0s equipamentos, encontram-se no anexo 1. De notar que a
S. obliquus é uma alga de agua doce enquanto que a Nanno. é de agua salgada, razdo pela qual neste
Gltimo caso o0 meio utilizado era composto por 75% de agua do mar filtratada (filtro GF/C com 1,2 um
porosidade) e 25% de &gua desionizada.

Ambas as microalgas utilizadas no presente estudo foram cultivadas em regime fototréfico e colhidas

em fase final de crescimento.

Apos a colheita da biomassa e centrifugacéo, a biomassa himida foi seca em estufa a 70°C, até peso
constante, e armazenada a -18°C, tendo sido esta a matéria-prima utilizada nos diferentes ensaios

realizados no decorrer do trabalho (Fig. 2.1).

Fig. 2.1 — Biomassa microalgal seca: Scenedesmus obliquus (esquerda) e Nannochloropsis sp.
(direita).

2.2 Reagentes

As lista dos reagentes utilizados ao longo dos diversos trabalhos pode ser vista na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Lista de reagentes, respectivas purezas e marcas.

Reagente Pureza Marca
Acido acético 99,8 % Fluka
Acido cloridrico 37% min 37 % Riedel-de Haén
Acido sulfurico 95-97 % Merck
Acido sulfurico 2N 95-97 % Sigma-Sldrich
Cloreto de sodio 99,5 % Panreac

Cloroférmio 99,0 % Lab-Scan
Dioleina em piridina 99,9 % Supelco
Etanol 99,9 % Carlos Erba
Eter etilico 99,5 % Absolve
Eter petroleo 99,9 % Absolve
Fenol P.a. Merck
Glucose anidra 99,5 % Pronalab
Hidroxido de potéssio 86 % Absolve
Hexano 98,5 % Carlos Erba
1so-Octano 99,0 % Panreac
Metanol 99,8 % Fluka
Monoleina em piridina 99,4 % Supelco
Sulfato de sédio anidro 99,0 % Merck
Trioleina 99,9 % Supelco

2.3 Equipamentos e materiais

As listas dos equipamentos utilizados ao longo dos diversos trabalhos pode ser vista na tabela

2.2.
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Tabela 2.2 — Lista de equipamentos, materiais e respectivas marcas.

Equipamento ou material

Marca e modelo

Aparelho de destilacéo

Biichi, Distillation Unit K-350

Aparelho de digestéo

Buchi, Digestion Unit K-424

Autoclave

Newclave, HL-36AC

Balanga de precisao

Mettler Toledo, AB204-S

Banho termoestatico

P-Selecta, Precisterm

Banho termoestatico

Biichi, Heating Bath B-490

Cartucho celulose

VWR

Cromatdgrafo Dionex, 1CS-1000
Cromatdgrafo Varian, 3800
Bomba de vacuo Biichi, V-500

Centrifugadora

Hitashi-Koki, Himac CT15-E

Controlador bomba de vacuo Biichi, V-800
Espectrofotometro Hitachi, U-200
Estufa Memmert

Filtro de polipropileno

Pall, Acrodisc GHP

Filtro de celulose

Ederol

Incubadora

Lab-Line, Environ-Shaker

Manta de aquecimento Soxhlet

P-Selecta

Moinho de bolas

Retsch, MM400

Moinho de café Moulinex
Mufla Heraeus
Papel indicador pH Merck
Placa cromatografia Merck

Purificador de agua

Millipore, Elix S Progard 2

Rotavapor

Buchi, R-200
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2.4 Caracterizagdo da biomassa microalgal

2.4.1 Teor de lipidos

Antes de se proceder a determinacgdo do teor de lipidos da biomassa microalgal, a biomassa foi sujeita
a diferentes tipos de pré-tratamentos de modo a definir o mais eficiente em termos de

rutura/enfraquecimento da parede celular.

2.4.1.1  Pré-tratamentos para a rutura da parede celular

A excepcao da hidrolise acida, um processo quimico, foram utilizados essencialmente pré-tratamentos
mecanicos para quebrar a parede celular das microalgas, com especial énfase para 0 moinho de bolas,
com o objectivo de estudar a eficacia destes métodos tendo em vista a recuperagdo dos lipidos
presentes no interior das células. Os pré-tratamentos utilizados na biomassa foram: moagem em

almofariz, moagem em moinho de café, moagem com um moinho de bolas e hidrdlise acida.

a) Hidrodlise &cida

Tendo em conta que este tipo de método é particularmente agressivo, antes de se iniciar o estudo da
influéncia dos pré-tratamentos na rutura da parede celular das microalgas e consequente extracgdo de
lipidos, sujeitou-se a biomassa microalgal a uma hidrélise acida com o propésito de obter uma

extraccdo total dos lipidos das duas microalgas. O procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Pesou-se cerca de 0,5 g de biomassa, em duplicado, para dentro de um frasco erlenmeyer de
100 mL.

2. Adicionou-se 20 mL de uma solucdo aquosa de &cido cloridrico 4 N (preparada a partir de
uma solugdo aquosa de &cido cloridrico 37%).

3. Tapou-se o erlenmeyer com um vidro de reldgio e aqueceu-se 0 meio de reac¢do durante uma
hora e meia através da colocacdo do erlenmeyer sobre uma placa de aquecimento, a
aproximadamente 200°C.

4. Apos arrefecimento até a temperatura ambiente, filtrou-se a amostra, com o auxilio de um
funil e um filtro (Celulose, Ederol) , para dentro de um erlenmeyer de 500 mL e lavou-se a
amostra com agua até o valor do pH da agua de lavagem, lido através de um papel indicador
de pH, ficar neutro (incolor).

5. Deixou-se o filtro, com a biomassa, a secar a temperatura ambiente durante a noite.
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b) Almofariz e moinho de café

A moagem das amostras em almofariz ndo seguiu nenhum procedimento em particular. Uma vez que
esta moagem foi realizada simplesmente com o propoésito de estudar uma amostra com 0 menor pré-
tratamento possivel, moeu-se de forma cuidada cada amostra, com o intuito de racionar a biomassa
disponivel, até esta apresentar uma granulometria relativamente reduzida e um aspecto relativamente
homogéneo (Fig. 2.2).

A semelhanca da moagem em almofariz, a moagem em moinho de café foi realizada tendo somente
em atencdo a granulometria e a quantidade de biomassa disponivel. Colocou-se a biomassa no moinho
de café, até encher cerca de 1/3 do reservatério, e moeu-se a biomassa durante cerca de 20 seg, até a

biomassa apresentar um aspecto relativamente homogéneo e com baixa granulometria (Fig. 2.2).

Fig. 2.2 — Scenedesmus obliquus ap6és moagem em almofariz (esquerda) e Scenedesmus obliquus

apés moagem no moinho de café (direita).

c) Moinho de bolas

A moagem através do moinho de bolas foi realizada tendo em consideracdo os seguintes 5 parametros:
guantidade de esferas utilizadas, diametro das esferas utilizadas, tempo de moagem, quantidade de
biomassa utilizada e frequéncia de vibragdo do moinho. A excepcdo da quantidade de biomassa
utilizada, cerca de 0,5 g por moagem, e da frequéncia de vibracdo, 25 Hz, os valores dos restantes
parametros foram variando de forma a avaliar as respectivas influéncias no processo de extrac¢do dos
lipidos.

As condicOes base dos pré-tratamentos utilizados e as respectivas designa¢des encontram-se na tabela
2.3.
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Tabela 2.3 — Condi¢des base dos pré-tratamentos utilizados para a rutura da parede celular.

Pré-tratamento Designacéo
Somente almofariz A
Somente moinho de café MC
Moinho de café e moinho de bolas com 1 esfera de 20 mm de didmetro MC + MB 1 (20mm)
Moinho de café e moinho de bolas com 2 esferas de 15 mm de didmetro MC + MB 2 (15mm)
Moinho de café e moinho de bolas com 8 esfera de 10 mm de diametro MC + MB 8 (10mm)

Fig. 2.3 — Cépsula do moinho de bolas, ap6s a moagem de Scenedesmus obliquus durante 3:50min

com 8 bolas de 10 mm de diametro.

2.4.1.2  Extraccéo e quantificacdo dos lipidos

O procedimento utilizado em todas extracgdes Soxhlet, salvo os ensaios onde se utilizou a hidrélise

acida como pré-tratamento, foi o seguinte:

1. Pesou-se cerca de 0,5 g de amostra moida para dentro do cartucho de extracgéo.

2. Colocou-se um bocado de algoddo dentro do cartucho e dobrou-se as pontas do cartucho de
modo a ter a certeza de que ndo saia biomassa durante o processo de extracgéo.

3. Transferiu-se, aproximadamente, 160 mL de solvente para dentro do baldo de destilag&o.

4. Colocou-se o cartucho com a biomassa dentro do extractor.

5. Fez-se a montagem do equipamento, composto pelas mantas de aquecimento, baldo de
destilacdo, extractor de Soxhlet, condensador e circuito de agua, dentro da hotte, como se
encontra na figura 2.4.

6. Ligou-se o sistema de ventilacdo e abriu-se o circuito de agua.
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7. Ligou-se o sistema de aquecimento e estabeleceu-se a poténcia adequada.
8. Ao fim de 6 horas de extraccdo, desligou-se o sistema de aquecimento, seguido do sistema de
ventilacao e arrefecimento aproximadamente 25 min depois.

No caso dos ensaios onde se realizou a hidrélise &cida como pré-tratamento, colocou-se o filtro seco
com a biomassa directamente dentro do cartucho de extraccao.

Fig. 2.4 — Extrac¢éo de lipidos pela técnica de Soxhlet.

Apobs 0 processo de extraccdo, filtrou-se a solugdo, composta pelo solvente e os lipidos, do baldo de
destilacdo, utilizado no processo de extracgdo, para um baldo de 100 mL previamente tarado (103°C,

45 min), de modo a remover possiveis vestigios de biomassa provenientes do cartucho de extrac¢do
(Fig. 2.5).
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Fig. 2.5 — Filtracdo da soluc&o do baldo de destilagéo utilizado na extrac¢éo (direita) para o baldo

destinado a remocéao do solvente e consequente determinacao do contelddo em lipidos (esquerda).

Depois deste processo, o baldo contendo a mistura filtrada foi colocado no evaporador rotativo a baixa
pressdo (235 mbar para hexano, 185 mbar para etanol) com um banho termoestatico a 40°C e iniciou-

se a destilacdo do solvente.

De seguida, retirou-se o baldo do aparelho de destilacdo e colocou-se na estufa, a 103°C, durante uma
hora, de forma a remover os Ultimos tragos de solvente. Apos este processo, colocou-se 0 baldo num
excicador a arrefecer até a temperatura ambiente e de seguida pesou-se e determinou-se o teor de

lipidos através da seguinte expressao:

Mpalzo mais lipidos — Mbaldo (1)

Teor de lipidos (g/100g ps) =

rnmicroalga

onde Myaigo e lipidos Fepresenta a massa do baldo mais a massa dos lipidos extraidos, mpaizo @ Massa do

baldo e Mmicroalga @ Massa de microalga utilizada no processo de extracgéo.
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2.4.2 Teores de agUcares totais

2.4.2.1  Pré-tratamentos para rutura celular

A semelhanca dos estudos efectuados para a determinacdo do teor de lipidos, utilizaram-se pré-
tratamentos destinados a quebra da parede celular tendo em vista a extrac¢éo e quantificagéo efectiva
dos aclcares presentes na microalga. Apesar das diferengas ao nivel dos reagentes e dos
procedimentos, ambos os pré-tratamentos utilizados foram hidrélise acida. Estes métodos foram
seleccionados em funcéo dos resultados obtidos em trabalhos realizados no LNEG dedicados ao
estudo da Scenedesmus obliquus como matéria-prima para a producgdo de bioetanol (Miranda et al.,
2012a).

No primeiro pré-tratamento utilizado, designado neste trabalho por hidrélise &cida simples, seguiu-se o

seguinte procedimento:

1. Pesou-se 0,5 g de biomassa moida somente no moinho de café para dentro de um tubo de
ensaio e adicionou-se 5 mL de &cido sulfurico (2N).

2. Colocou-se uma rolha de algoddo, gaze e aluminio em cada uma das amostras, de forma a
evitar a entrada de condensado proveniente da autoclave no tubo de ensaio.

3. Colocou-se a amostra na autoclave durante 30 min a 120°C.

4. Agitou-se a amostra em vortex.

5. Filtrou-se a amostra utilizando um filtro com 3 mm de didmetro e 0.45 um de porosidade
(Acrodisc GHP, Pall).

Fig. 2.6 — Nannochloropsis sp. (esquerda) e Scenedesmus obliquus (direita) apés hidrolise acida

simples.
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Relativamente ao segundo pré-tratamento utilizado, designado por hidrdlise &cida quantitativa
agressiva, um processo amplamente utilizado para degradagdo de material lenhoceluldsico (Hoebler et
al., 1989), foi seguido o seguinte procedimento:

1. Pesou-se cerca de 0,5 g de biomassa moida somente no moinho de café para dentro de um
tubo de ensaio e adicionou-se 5 mL de acido sulfarico com uma concentracdo de 72% (m/m) a
amostra.

2. Colocou-se o tubo de ensaio num banho termoestatico a 30°C durante uma hora.

3. Retirou-se o tubo do banho e transferiu-se o contetdo para um frasco rolhado de 250 mL.

4. Adicionou-se 139 mL de &gua Millipore, para uma concentracdo de &cido sulfurico de 4%
(m/m).

5. Agitou-se a amostra.

6. Fechou-se o frasco e levou-se & autoclave durante uma hora a 120°C.

7. Retirou-se uma amostra do frasco e filtrou-se com o auxilio de um filtro com 3mm de

didmetro e 0.45 um de porosidade (Acrodisc GHP, Pall).

2.4.2.2  Determinacdo colorimétrica dos acgucares totais

A determinacdo colorimétrica do teor de agUcares totais da biomassa microalgal foi baseada no
método do reagente fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). Neste método, a amostra € atacada com
acido sulfurico, que provoca a hidrélise dos polissacaridos em monossacaridos, 0s quais reagem com o
fenol levando ao aparecimento de uma cor alaranjada na solucdo. Deste modo, é possivel fazer a
quantificagdo do agucar presente na amostra por meio indireto, por comparacdo com uma recta de
calibracdo determinada em fungdo de diferentes solugdes com concentracBes de glucose conhecidas

através de analise espectrofotométrica.

O procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Preparou-se uma solugdo aquosa de fenol com uma relagéo 5% (peso/volume), isto &, diluiu-se
5 g de fenol em 100 mL de agua Millipore.

2. Preparou-se uma solucéo padrdo de agtcar com uma concentragdo de 0,1 g/L.

3. Fizeram-se seis dilui¢des a partir da solucdo padrdo de aglcar preparada no ponto 2, com
concentracdes entre 0,01 g/L e 0,08 g/L, de forma a construir a recta de calibracéo.

4. Diluiram-se, em agua Millipore, as amostras pré-tratadas, de modo a obter valores para a
concentracdo de acucares semelhantes aos valores utilizados na recta de calibrag&o.

5. Transferiu-se 1 mL de cada solucdo padrdo e de cada amostra para um tubo de ensaio.

6. Adicionou-se 1 mL da solugdo de fenol.
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7. Adicionou-se 5 mL de &cido sulfarico concentrado e agitou-se no vortex de forma a
homogeneizar.

8. Deixou-se a reaccdo a ocorrer durante 10min, & temperatura ambiente, e depois colocaram-se
0s tubos de ensaio dentro de um banho de agua fria de modo a arrefecer.

9. Fez-se a leitura da absorvancia de cada uma das amostras num espectrofotdmetro, a um
comprimento de onda de 490 nm, contra um ensaio branco em que a amostra foi substituida

por 4gua Millipore.

Em cada um destas analises, fez-se sempre o processo em duplicado.

2.4.3 Teor de proteina

O teor de proteina foi determinado através do método de Kjeldahl. Este método permite a
determinagdo do azoto total, em amostras com matéria organica, de uma forma relativamente exacta e
precisa. Uma vez que as proteinas tém azoto na sua constitui¢do, utilizou-se este método de modo a
quantificar, de forma indirecta, o contetdo total de proteina. O método utilizado pode ser dividido nas
seguintes fases: digestdo (producdo ides de amonio a partir do azoto presente nas amostras), destilagdo
(transferéncia dos ides de amonio para um recipiente com uma solugdo mista de indicadores através da
producdo de amonia) e analise volumétrica dos ibes de amoénio presentes na solucdo mista de

indicadores. O procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Pesou-se 200 mg de amostra para dentro de um barquinho de pesagem.

2. Transferiu-se a amostra para dentro de um tubo de digestdo com agua Millipore.

3. Adicionou-se 50 mL de reagente de digestdo, uma solu¢do composta por acido sulfurico,
Oxido de mercurio e sulfato de potassio (Anexo 3) e iniciou-se o processo de digestdo. Para
além das amostras, fez-se um ensaio em branco.

4. Deixou-se decorrer o processo de digestdo durante cerca de quatro horas, até a amostra
adquirir uma cor amarelo palha.

5. Apos este processo, adicionou-se cerca de 100 mL de adgua Millipore e 5 gotas de fenolfteina a
cada uma das amostras e iniciou-se o processo de destilag&o.

6. Colocaram-se as amostras digeridas na unidade de destilagdo e adicionou-se aproximadamente
50 mL de um reagente, composto por hidréxido de sodio e tiosulfato de sddio (Anexo 3), de
modo a neutralizar a acidez do &cido sulfurico ainda presente na amostra.

7. A seguir a este passo, iniciou-se 0 processo de destilagdo para dentro de um erlenmeyer com

50 mL de &cido bdrico com uma solucdo mista de indicadores (Anexo 3).
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8. Para finalizar, titulou-se esta solugdo com uma solucdo aquosa de &cido sulfurico 0,02 N
(Anexo 3).

A determinagdo do contetudo em proteina da amostra foi realizada através da utilizagdo das seguintes

expressdes:

(Vo — Vi) X Nyje X 0,014 9

Azoto (g/100g ps) = 100 (2)

Mumicroalga

Proteina (g/100gps) = Azoto X FCAP (3)

onde Va e Vg representam, respectivamente, o volume de titulante necessario para titular a amostra e
0 0 branco, Nt a concentragéo da solugdo aquosa de acido sulfurico titulante, Mmyicroalga @ Massa de

microalga utilizada e FCAP, o factor de conversdo do conteudo em azoto em contetdo de proteina. O
valor utilizado para o FCAP foi 6,25 g/g azoto total.

2.4.4 Teor de minerais

2.4.4.1  Analise gravimétrica

O teor de cinzas ou minerais consiste na quantidade de massa da amostra que ndo é volatilizada a uma

temperatura de 550 °C. O procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Pesou-se cerca de 0,5 g de amostra, em duplicado, para dentro de um cadinho previamente
tarados a 550°C.

2. Colocaram-se as amostras na mufla e ligou-se a 550°C

3. Esperou-se que a temperatura chega-se ao valor referido e deixou-se as amostras durante uma
hora dentro da mufla.

4. Desligou-se a mufla, deixou-se arrefecer as amostras e de seguida tiraram-se os cadinhos para
dentro de um excicador.

5. Apos arrefecimento a temperatura ambiente, pesaram-se 0s cadinhos contendo 0s minerais.
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Fig. 2.7 — Nannochloropsis sp. antes (esquerda) e apos aquecimento na mufla (direita).

A expressdo utilizada para determinar o teor de minerais foi o seguinte;

Mcadinho mais minerais — Mcadinhos (4)

Minerais (g/100gps) = x 100

Mpiomassa

Onde mpiomassa representa a massa inicial de biomassa, Mcadinho @ Massa do cadinho € Mcadinho Mais

minerais a massa do cadinho mais a massa dos minerais ap6s a passagem pela mufla.

2.4.4.2  Analise da agua de lavagem

Para além da anélise quantitativa, apos o aquecimento da biomassa em mufla, realizou-se ainda uma
andlise cromatogréfica dos anides cloreto, nitrato, fosfato e sulfato presentes na 4gua de lavagem das

microalgas. O procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Pesou-se cerca de 50 mg de cada uma das biomassas, em duplicado, para dentro de um gobelé
de 50 mL e adicionou-se 10mL de agua Millipore.

2. Colocou-se uma barra magnética dentro do gobelé deixou-se a agitar a solugdao durante 15min.
Centrifugou-se as amostras.

4. Transferiram-se as amostras centrifugadas, menos a parte da biomassa concentrada, para
dentro de um tubo de ensaio e filtrou-se o resto da biomassa com um filtro com 3mm de
didmetro e 0.45um de porosidade (Acrodisc GHP, Pall).

5. Diluiram-se as amostras em agua numa razéo de 1:3.

6. Injectou-se a amostra no cromatdgrafo.
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A determinagdo de cloreto, nitrato, fosfato e sulfato foi realizada num cromatografo Dionex ICS —
1000, equipado com supressor ASRS — ULTRA I, pré-coluna AG14 A 4 x 50 mm, coluna IONPAC
AS14 A, 4 x 250 mm e detetor de condutividade, e com um volume de injecdo fixo de 25 pL. O
eluente usado consistiu numa solugdo de carbonato de sédio 8 mM com bicarbonato de sédio 1 mM,
previamente filtrada por filtros de polipropileno hidrofilico de 47 mm de didmetro e 0,2 mm de poro
(Pall Sciences) e desgaseificada por ultra-sons (P-Selecta ULTRASONS-H) durante 15 min. A analise

das amostras realizou-se com um fluxo de eluente de 1 mL.min™.

Foram preparadas solucbes de calibracdo para cada um dos compostos a analisar, usadas como

padrdes externos, na gama de 0,5 e 30 mg.L™.
2.5 Caracterizacdo da fraccao lipidica

2.5.1 Indice de acidez

O indice de acidez de um 6leo é um bom indicador da quantidade de &cidos gordos livres presentes no
6leo. A determinacdo foi feita segundo a norma NP EN 1SO 660:2002, e baseia-se numa titulacdo
acido-base. O procedimento utilizado foi realizado da seguinte forma:

1. Preparou-se uma solucdo etandlica de hidréxido de potassio 0,1 N, dissolvendo 70 mg de
KOH em 100 mL de etanol.

2. Preparou-se uma outra solugdo, uma mistura dissolvente, constituida por volumes iguais de
etanol e éter etilico, neutralizada com a solugdo etandlica de hidréxido de potéssio, na
presenca de 2 gotas de fenolftaleina.

3. Pesou-se cerca de 200 mg de 6leo, em duplicado, para frascos ernlenmeyer.

4. Adicionou-se, com proveta, 50 mL da mistura dissolvente e 5 gotas de fenolftaleina as
amostras.

5. Agitaram-se as solucdes de forma a homogeneizar.

6. Titularam-se as solu¢Bes com a solucdo etandlica de hidréxido de potassio.

7. Titulou-se 5 mL de uma solucéo aquosa de &cido cloridrico 0,1 N com a solug&o etandlica de

hidroxido de potassio, para aferir a solugdo titulante.

A determinacdo do indice de acidez foi feita através da seguinte expressao:

. Vie X N X 56,11
indice de acidez (mg KOH/g) = — KOH (5)

Mgleo
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Onde Vi representa o volume de solugdo etandlica de hidroxido de potassio titulante, Nkon a

respectiva normalidade da solugdo e mgjeo @ massa do 6leo.

A normalidade da solugdo etandlica foi determinada a partir da seguinte equacéao:

Vhc X Nyuc
Nkou = T Veon ©)

Onde V¢ representa o volume de solugdo aquosa de acido cloridrico utilizado na titulagdo (5 mL),
NHxci a normalidade da solucéo de acido cloridrico (0,1 N) € Vkon 0 volume de solucéo etanélica de

hidréxido de potassio necessaria para titular.

2.5.2 Perfil e composicdo em acidos gordos - transmetilacédo

Para a avaliacdo por cromatografia em fase gasosa, do perfil e composi¢do em acidos gordos de uma
amostra de 6leo, é necessario converter os glicéridos e os acidos gordos livres presentes na amostra em
ésteres metilicos. O método utilizado para transterificar os lipidos extraidos das microalgas foi
realizado de acordo com a norma europeia EN 1SO 5509:2000. Esta norma tem como principio a
adicdo de uma solucdo metandlica de hidréxido de sodio com vista & saponificagdo dos glicéridos e
acidos gordos livres, seguida de adi¢do de uma solucdo metandlica de trifluoreto de boro com vista a
esterificacdo dos sabdes com consequente formacéao de ésteres metilicos. O procedimento foi realizado

da seguinte forma:

1. Adicionou-se 4 mL de solu¢do metandlica de hidréxido de sodio 0,5 M ao baldo contendo os
lipidos extraidos da biomassa (sec¢do 2.3.1.2) e agitou-se de forma ligeira de modo a diluir os
lipidos na solucdo metandlica.

Deixou-se em repouso, durante 45min, de forma a efectuar-se uma melhor diluig&o.
Transferiu-se a solucdo para um outro baldo (adequado a montagem de refluxo utilizada).

Colocou-se 5 reguladores de ebuligao.

ISARE R S

Ligou-se o baldo a parte inferior de um condensador e colocou-se o baldo em contacto com

um banho termostatico a 80°C.

6. Deixou-se a solucdo a 80°C durante aproximadamente 10min, agitando de forma leve a
solucéo até ndo se verem gotas de matéria gorda.

7. Adicionou-se, através do condensador, 5 mL de solu¢do metandlica de trifluoreto de boro

(15%) e prosseguiu-se a ebulicdo durante 3 minutos.

8. Adicionou-se, através do condensador, 3 mL de iso-octano.
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9. Retirou-se o baldo do banho e adicionou-se 10 mL de solucéo saturada de cloreto de sédio
através do condensador, criando duas fases.

10. Agitou-se levemente e de seguida adicionou-se mais 10 mL de solucéo saturada de cloreto de
sodio para um total de 20 mL.

11. Tapou-se a solucéo e agitou-se fortemente a solucéo durante pelo menos 15 segundos.

12. Adicionou-se mais solucéo saturada de cloreto de sédio até a solugdo ficar ao nivel do pescoco
do baldo, de modo a facilitir a remocéao da fase superior.

13. Transferiu-se a maior quantidade possivel da camada superior, composta por iso-octano e
ésteres metilicos, através do auxilio de uma micropipeta, para um frasco passando por uma
pipeta de pasteur com algodao e sulfato de sodio anidro, com o propdsito de eliminar vestigios

de agua.
A amostra foi armazenada a 5°C para posterior analise cromatogréfica (sec¢édo 2.7)

Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

2.6 Producao de biodiesel - Transesterificacéo directa

O procedimento utilizado na transesterificacdo directa foi adaptado do procedimento utilizado por
Whalen et al. (2011). Uma vez que este método ja tinha sido realizado com sucesso no LNEG
(Gouveia et al., submit), decidiu-se seguir este método para este trabalho. O procedimento utilizado

em todos 0s ensaios experimentais foi o seguinte:

1. Pesou-se cerca de 100 mg de alga, em duplicado, para um frasco de 20 mL.

2. Adicionou-se o volume de catalizador, acido sulfurico, seguido de metanol, nas quantidades
pretendidas.

3. Fechou-se o frasco com uma tampa de aluminio com um septo de borracha, com o auxilio de
um encapsulador.

4. Colocou-se o frasco numa incubadora durante o periodo de tempo pretendido, a uma
temperatura de 55°C e a uma velocidade de agitacdo de 200 rpm.

5. Retirou-se o frasco da incubadora e adicionou-se 5 mL de agua a solucédo anterior de modo a
parar a reaccao.

6. Adicionou-se 2 mL de cloroférmio a solucéo e colocou-se uma tampa sobre o frasco.

7. Agitou-se o frasco, de modo a permitir a homogeneizacao das duas fases e a transferéncia dos
ésteres metilicos para a fase organica, e depois deixou-se em repouso.

8. Ap0s a separacdo bem delineada das duas fases, transferiu-se a fase inferior, a fase organica,

com o auxilio de uma micropipeta, para um frasco passando por uma pipeta de pasteur, com
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10.

11.

12.

algoddo e sulfato de sodio anidro no seu interior, de modo a filtrar possiveis restos de
biomassa e a remover vestigios de agua.

Depois de transferir a quantidade maxima/possivel de fase orgénica, repetiu-se os passos de 6
a 8 mais duas vezes, para um total de 6 mL de cloroférmio utilizado na recolha dos ésteres
metilicos.

De seguida, transferiu-se um volume conhecido da fase orgénica recolhida, tipicamente 3,5
mL, para um outro frasco e evaporou-se o cloroférmio presente na solucdo através da
utilizacdo de um banho termoestatico a 80°C, dentro de uma hotte.

Depois de evaporar o cloroférmio, passou-se na amostra um jacto de azoto de modo a
evaporar possiveis vestigios de solvente.

Guardou-se a amostra para posterior anélise por cromatografia em fase gasosa (secgao 2.7).

2.7 Métodos cromatograficos

2.7.1 Cromatografia em fase gasosa

O teor de ésteres metilicos , para além de outros parametros, determina a qualidade de um biodiesel,

sendo que a norma Europeia EN 14214:2012 define os limites exigidos e os métodos de ensaio para 0s

diversos parametros. O método utilizado para determinar este conteido esta definido na norma EN
14103:2003.

Para determinacdo do perfil e composicdo em &cidos gordos da fracgdo lipidica da biomassa

microalgal (seccdo 2.4.1), analisaram-se as amostras obtidas apds conversdo do Oleo em ésteres

metilicos (sec¢do 2.5.2) de acordo com seguinte procedimento:

3.
4.

Pesou-se 15mg de padrédo interno (acido nonadecandico), para um tubo rolhado.

Adicionou-se 1,5 mL da amostra obtida apds o processo de transesterificacdo, diluida em iso-
octano.

Utilizou-se o vortex para homogeneizar a amostra.

Utilizou-se o injector automatico do cromatdgrafo para injectar 1uL da amostra

A identificacdo do conteldo em ésteres metilicos foi feita em funcdo dos respectivos tempos de

retencéo.
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Apos a analise cromatografica, nas condi¢fes acima descritas, determinou-se a percentagem massica

de cada um dos picos identificados no cromatograma, pela seguinte equacao:

Ester metilico % (m/m) = _ A x 100 (7
XA —Ap
Onde Y A4 representa é a area total dos picos dos ésteres metilicos, Ap; a area do pico correspondente

ao padrdo interno e A; a area do pico cuja percentagem se pretende calcular.

O teor de matéria saponificavel, sob a forma de ésteres metilicos, no 6leo microalgal determinou-se da

seguinte forma:

Z—A_API X Mpy XE

, A \Y
Ester metilico (g/100g 6leo) = Ll Al %100
Mgleo

(8)

Onde mp; representa a massa do padrdo interno, Viso 0 volume total de iso-octano utilizado no
processo de separacdo e recolha dos ésteres metilicos (3 mL), Va; 0 volume retirado da solugdo
composta por iso-octano e esteres metilicos obtida ap6s o processo de separacdo de fases € Mgjeo, @

massa de 0Oleo utilizada no processo de transesterificagao.

Para a analise cromatografica dos ésteres metilicos produzidos a partir do processo de

transesterificacdo directa (seccdo 2.5), o procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Adicionou-se 1,5 mL de uma solucdo de heptano com padrdo interno (acido nonadecandico)
com uma concentracdo de 10mg/mL ao frasco da amostra.

2. Agitou-se a solugéo no vortex.

3. Transferiu-se uma pequena amostra desta nova solugdo para um vial.

4. Utilizou-se o injector automatico do cromatografo para injectar 1uL da amostra.

A expressdo utilizada para determinar a quantidade de ésteres metilicos que se conseguem produzir a

partir da biomassa foi a seguinte:
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. . gy i X 72
Ester metilico (g/100g ps) = 2 AZ » 100

mmicroalga

(9)

Onde mp; representa a massa do padrao interno, V¢, 0 volume de cloroférmio utilizado no recolha dos
ésteres metilicos (6 mL), Va, 0 volume da solucdo composta por cloroférmio e ésteres metilicos
recolhido ap6s o processo de transesterificagdo e Mmicroaiga, @ Massa de microalga utilizada no processo

de extracgéo.

As analises cromatogréfica foram efectuadas num cromatdgrafo Varian 3800, de fase gasosa, equipado
com um injetor automatico, um detetor de ionizacdo a chama (FID) e uma coluna capilar (Supelcowax
10, com 30 m de comprimento, um didmetro interno de 0,32 mm, e 0,25 um de espessura de filme). As

condi¢des de analise foram:
-Temperatura da coluna - 200°C
-Temperatura do injector - 250°C

-Temperatura do detector - 250°C

2.7.2 Cromatografia preparativa

De forma a realizar a andlise qualitativa da fraccdo lipidica extraida e da fase organica obtida apds
transesterificacdo directa, realizou-se uma cromatografia em placa. O procedimento utilizado foi o

seguinte:

1. Comecou-se por colocar um eluente, constituido por éter de petréleo (60-80°C) (85 mL), éter
etilico (15 mL) e éacido acético (1 mL), numa tina de vidro e deixou-se a saturar durante
aproximadamente 2 horas.

2. Delimitaram-se, na placa de cromatografia (Merck), os locais de colocacdo das diversas
amostras e colocou-se, com o auxilio de uma micropipeta, as amostras e cada uma das
solucbes padrdo, compostas por triglicéridos, diglicéridos e monoglicéridos, nos respectivos
lugares.

3. Passou-se um jacto de azoto sobre a placa até a placa ficar relativamente seca e colocou-se
dentro da tina.

4. Esperou-se sensivelmente uma hora para que o eluente arrastasse as solucfes padrdo e as

amostras ao longo da placa.
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5. Retirou-se a placa da tina e, depois de evaporado o solvente nela presente, colocou-se numa

tina saturada com iodo para revelagéo.
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3. Discussao de resultados

3.1 Teor de lipidos

O teor de lipidos foi determinado através da quantificacdo gravimétrica dos lipidos extraidos com
hexano numa extraccdo Soxhlet (sec¢do 2.4.1.2), ap6s a biomassa ter sido sujeita a diferentes pré-
tratamentos para rutura da parede celular (seccdo 2.41.1).

3.1.1 Influéncia do pré-tratamento de rutura celular

a) Pré-tratamento quimico

Os trabalhos realizados até a data com a S. obliquus mostraram que a parede celular da microalga era
constituida por uma multicamada com posta por uma camada interior constituida por celulose, envolta
numa matriz hemicelulésica, e uma camada exterior, composta por trés sub-camadas com
esporopolenina (Shelef e Soeder, 1978), o que a torna particularmente resistente (Wiltshire et al.,
2000; Miranda et al., 2012a).

Antes de se iniciar o estudo da influéncia dos pré-tratamentos mecanicos (almofariz, moinho de café e
moinho de bolas) na rutura da parede celular da microalga e consequente extraccdo de lipidos,
sujeitou-se a biomassa microalgal a um pré-tratamento quimico, com &acido cloridrico (sec¢édo 2.4.1.1).
Dado que este método € particularmente agressivo, este ensaio foi realizado com o propdsito de obter

uma extracgéo total dos lipidos.

Embora os resultados referidos na literatura (Nobre et al., 2013; Gouveia et al., submetido) nédo
indicassem que este pré-tratamento fosse necessario para extrair de forma efectiva os lipidos presentes
na biomassa da microalga Nanno., também se realizou uma extraccao apds este pré-tratamento com o

mesmo objectivo.

Os resultados obtidos (Tabela 3.1) mostram que o teor de lipidos neutros da Nanno. é superior ao da S.
obliquus. Apesar do pré-tratamento utilizado ter sido diferente dos que se encontram indicados na
literatura, o que pode ter influenciado a quantidade de lipidos extraidos, o valor determinado para a S.
obliquus é semelhante ao que se encontra referido por Gouveia e Oliveira (2009) e Gouveia et al.
(2012) ao passo que no caso da Nanno. o teor de lipidos determinado é superior ao determinado por
Gouveia e Oliveira (2009) e inferior ao determinado por Nobre et al. (2013), Matos et al. (2013) e

Gouveia et al. (submetido), teores esses a volta de 40 g/100g ps.
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Os resultados apresentados por estes estudos sdo particularmente relevantes para a presente discusséo
visto que os trabalhos foram desenvolvidos no mesmo laboratério utilizando as mesmas microalgas, 0s
mesmos bioreactores, meios de cultivo idénticos e as mesmas metodologias no processo de extrac¢do

e quantificacdo dos lipidos.

No que diz respeito a outros resultados publicados na literatura para a S. obliquus (Mandal e Mallick,
2009; Ho et al., 2010; Kaewkannetra et al., 2012; Mandal et al., 2013) e para a Nanno. (Li et al.,
2011; Moazami et al., 2012; Bondioli et al., 2012; Olmstead et al., 2013), os teores de lipidos
determinados no presente trabalho encontram-se dentro dos intervalos de teores indicados, ou seja,

entre 8-40 g/100g ps e entre 12-70 g/100g ps, para a S. obliquus e a Nanno., respectivamente.

Tabela 3.1 — Teor de lipidos apds pré-tratamento da Scenedesmus obliquus e da

Nannochloropsis sp. com hidrélise acida (4N).

Microalga Teor de lipidos (g/100g ps)
Scenedesmus obliquus 17,5
Nannochloropsis sp. 34,1

b) Pré-tratamentos mecénicos

Estudou-se a influéncia do pré-tratamento no moinho de café (MC) e no moinho de bolas (MB), neste
Gltimo caso com prévia moagem no moinho de café para homogeneizacdo da amostra. Os ensaios de
extraccao foram realizados, em duplicado, para a biomassa moida em almofariz (A), o equivalente ao
menor pré-tratamento necessario para homogeneizacao da amostra, para a biomassa moida em moinho
de café (MC) e para a biomassa moida primeiro em moinho de café e depois no moinho de bolas para
1 bola de 20 mm (MC+MB1(20mm)), 2 bolas de 15 mm (MC+MB2(15mm)) e 8 bolas de 10 mm
(MC+MB8(10mm)), de acordo com as restantes condi¢bes especificadas na sec¢édo 2.4.1.1 (0,5 g de

biomassa durante 3:50min a uma frequéncia de vibracéo de 25Hz).

Os resultados obtidos (Fig. 3.1) mostram que para a S. obliquus a extrac¢do de lipidos é praticamente
independentemente do pre-tratamento utilizado. Os resultados mostram ainda que no caso da Nanno.,
para qualquer um dos pré-tratamentos utilizados, as quantidades de lipidos extraidas foram inferiores a
quantidade obtida apds pré-tratamento &cido, sendo os melhores pré-tratamentos os obtidos com MB
apo6s MC. O valor maximo conseguido foi de 26,5 + 0,5 g/100g ps (MC+MB8(10mm)).
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Este resultado foi inferior aos determinados por Nobre et al. (2013) e Gouveia et al. (submetido) para
0 mesmo pré-tratamento, podendo a diferenca se dever ao facto da colheita ter sido efectuada para

diferentes tempos de cultura.
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Fig. 3.1 — Teor de lipidos da Scenedesmus obliquus (m) e da Nannochloropsis sp. (') em funcédo dos
pré-tratamentos fisicos: almofariz (A), moinho de café (MC), moinho de café mais moinho de bolas
para 1 esfera de 20 mm (MC+MB1(20MM)), 2 esferas de 15 mm de diametro (MC+MB2(15mm)) e 8
esferas de 10 mm (MC+MB3(10mm)) com um tempo de moagem de 3:50min, 25Hz de frequéncia de
vibragdo e 0,5g de biomassa moida. Os resultados com desvio padrédo representam a média de dois

ensaios independentes.

Como os resultados obtidos para os teores de lipidos da Nanno. em funcéo dos pré-tratamentos fisicos
ficaram abaixo do teores determinado apds o pré-tratamento acido, realizou-se mais um ensaio para
uma moagem no moinho de bolas durante 30 min, mantendo as restantes condigdes especificadas no
pré-tratamento MC+MB8(10mm), de modo a estudar a influéncia do tempo de moagem. O resultado
obtido (Tabela 3.2) indica que, como seria de esperar, 0 tempo de moagem tem influéncia na

guantidade de lipidos que se consegue extrair.

Realizou-se ainda um ensaio para um tempo de moagem inferior de modo a iniciar o processo de
optimizacdo, 20min, tendo-se obtido um resultado para o teor de lipidos (Tabela 3.2) bastante

semelhante ao obtido anteriormente.
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Tabela 3.2 — Teor de lipidos da Nannochloropsis sp. em funcao dos pré-tratamento fisicos
moinho de café mais moinho de bolas para 8 esferas de 10 mm (MC+MB8(10mm)) com
tempos de moagem de 30 minutos e 20 minutos.

Pré-tratamento Teor de lipidos Nannochloropsis sp. (g/100
g ps)
MC+MB8(10mm) — 30 min de moagem 35,1
MC+MB8(10mm) — 20 min de moagem 35,7

Embora estes resultados sugerissem que o processo de pré-tratamento de rutura celular para a
biomassa da microalga Nanno. deveria ser mais optimizado, a quantidade de biomassa disponivel ndo

0 permitiu.

3.1.2 Caracterizacdo da fraccdo lipidica — indice de acidez e composi¢cdo em
acidos gordos

Tendo em conta que a utilizacdo de catalizadores homogéneos alcalinos, para a producéo de biodiesel,
em amostras com &cidos gordos livres resulta na produgdo de sabdo (1.2.1), com a respectiva menor
conversdo de glicéridos em ésteres metilicos, foram determinados os indices de acidez (secgdo 2.5.1)
de cada uma das fracgdes lipidicas extraidas pela técnica de Soxhlet, de modo a avaliar o tipo de

catalise mais adequada ao processo de transesterificacao.

Os resultados obtidos para as frac¢Oes lipidicas extraidas, com hexano, da biomassa das duas
microalgas (Tabela 3.3) sdo superiores aos varios valores recomendados, cerca de 2 mgKOH/g 6leo
(Lam et al., 2010; Atadashi et al., 2012), para uma catalise basica eficiente. Como tal, para estas
fracgdes lipidicas, deve-se realizar um pré-tratamento de modo a reduzir o contetdo em &cidos gordos

livres antes de se utilizar uma catalise basica.

Tabela 3.3 — indice de acidez das fraccdes lipidicas extraidas, com hexano, da
Scenedesmus obliquus e da Nannochloropsis sp.. Os resultados da Scenedesmus obliquus

representam a média de dois ensaios independentes.

Microalga indice de acidez (mg KOH/g)
Scenedesmus obliquus 815+4,0
Nannochloropsis sp. 78
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As fracces lipidicas foram ainda caracterizadas em termos de composi¢do em acidos gordos, através
da anélise (seccdo 2.7) das amostras transesterificadas segundo o método descrito na secgdo 2.5.2. Os
resultados obtidos encontram-se na tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Composicao em &cidos gordos da fraccao lipidica extraida da Scenedesmus
obliquus e da Nannochloropsis sp..

Acido gordo Scenedesmus obliquus % (m/m) Nannochloropsis sp. % (m/m)
Miristico (C14:0) 0,5 3,6
Palmitico (C16:0) 23,0 32,7

Palmitoleico (C16:1) 0,5 36,0
Esteéarico (C18:0) 2,0 0,9
Oleico (C18:1) 37,3 204
Linoleico (C18:2) 13,6 0,1
Linolénico (C18:3) 9,1 0,8
Araquidico (C20:4) Né&o detectado 1,2
Eicosapentaendico (C20:5) Né&o detectado 2,8
Saturados 255 37,2

Insaturados 60,5 61,3
Monoinsaturados 37,8 56,4

Estabelecendo comparacdes, é possivel verificar que as composic¢Oes determinadas séo diferentes, com
a S. obliquus a apresentar uma composi¢do dominada essencialmente por acido oleico (37,3%), &cido
palmitico (23,0%), &cido linoleico (13,6%) e &cido linolénico (9,1%) ao passo que a Nanno. apresenta
uma composi¢do dominada sobretudo por &cido palmitoleico (36,0%), &cido palmitico (32,7%) e &cido
oleico (20,4%).

Este estudo mostra também que o biodiesel produzido a partir destas microalgas € composto
maioritariamente por acidos gordos saturados e monoinsaturados, com teores a volta de 63% e 94%

para a S. obliquus e para a Nanno., respectivamente.

Embora os &cidos gordos dominantes na S. obliquus sejam 0s mesmos, as composi¢cdes quantitativas
sdo relativamente diferentes das referidas por Gouveia e Oliveira (2009), o que se deve, muito

provavelmente, a diferente fase de colheita da biomassa.
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Estes resultados sdo bastante semelhantes em termos dos &cidos gordos dominantes, C16 e C18,
referidos por outros autores para a S. obliquus (Wiltshire et al., 2000; Kaewkannetra et al., 2012;
Mandal e Mallick, 2009; Ho et al., 2010; Ho et al., 2012).

A composicdo determinada para a Nanno. é bastante semelhante & referida por Nobre et al. (2013) e
por Matos et al. (2013). Isto significa que a altura da colheita, apesar de ter influéncia na resisténcia da

parede celular, ndo tem influéncia ao nivel do conteddo em &cidos gordos.

A semelhanca da S. obliquus, a Nanno. estudada apresenta os mesmos acidos gordos dominantes (C16
e C18) que os referidos por Li et al. (2011), Pal et al. (2011), Moazami et al. (2012), Bondioli et al.
(2012) e Olmstead et al. (2013). Para além disso, a presenca de &cidos gordos polinsaturados, acido
araquidico (C20:4) e &cido eicosapentaendico (C20:5), é consistente com o que se encontra publicado
(Nitsan et al., 1999; Zittelli et al., 1999; Li et al., 2011; Pal et al., 2011; Bondioli et al., 2012).

No que diz respeito a analise da composi¢do em termos dos limites estabelecidos para os diversos
pardmetros pela norma EN 14214 (Tabela 1.3), ambas as amostras apresentam um conteldo inferior a
12% (m/m) em termos de &cido linolénico (C18:3), o limite maximo especificado. A S. obliquus
também cumpre o limite maximo imposto para o teor em acidos gordos poliinsaturados (> 4 duplas
ligacBes) de 1% (m/m), enquanto que para a Nanno. esse limite ndo é cumprido pois os teores de

acidos araquidico e eicosapentaendico sao superiores a 1%.

Em relacdo aos teores de ésteres metilicos obtidos a partir das fracgdes lipidicas da biomassa S.
obliquus e Nanno., obtiveram-se valores de 95,1% e 98,0%, respectivamente. Estes valores
correspondem a matéria saponificavel presente na fraccdo lipidica extraida com hexano e como tal,

mostram a viabilidade de utilizacdo desta matéria-prima para a producdo de biodiesel.

3.2 Producéo de biodiesel - Transesterificagdo directa

Actualmente, a producdo de biodiesel utilizando microalgas como matéria-prima € realizada,
essencialmente, através da extraccdo dos lipidos presentes na biomassa e respectiva transesterificacdo
(seccdo 1.3.3). Uma vez que esta forma de producédo de biodiesel apresenta diversas desvantagens em
relacdo ao processo de transesterificagdo directa (seccdo 1.3.4), neste trabalho, estudou-se este ultimo

processo.

As condicOes a nivel das quantidades de reagentes utilizados e do tempo de reaccdo dos primeiros
ensaios foram escolhidas de acordo com os resultados obtidos por Gouveia et al. (submetido), que
mostram que para a Nanno., as condic¢des ideais para a transesterificacdo directa de 100 mg de
microalga sdo 6 horas de tempo de reaccdo, 4 mL de metanol e um volume de catalizador (H,SO,) de

1,2% (v/v), em relagdo ao volume de metanol, neste caso 48 pL.
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Uma vez que ainda ndo se tinha realizado este tipo de estudo no LNEG para a S. obliquus, realizou-se
um ensaio de transesterificacdo directa de acordo com as condicdes referidas para as duas microalgas,
segundo o método descrito em 2.6.

Os resultados obtidos (Tabela 3.5) mostram que a quantidade de ésteres metilicos produzidos a partir
da Nanno. foram inferiores ao valor de cerca de 40g/100g ps obtido por Gouveia et al. (submetido).
Os resultados mostram ainda que, para estas condi¢Bes, € possivel produzir aproximadamente a

mesma quantidade de ésteres metilicos a partir das duas microalgas.

Tabela 3.5 — Esteres metilicos produzidos a partir das microalgas Scenedesmus obliquus e
Nannochloropsis sp. através do processo de transesterificacdo directa (Condi¢des: 100 mg
de biomassa, tempo de reaccao de 6h, 4 mL de metanol, 1,2% de &cido sulfurico, 55°C e

200 rpm). Os resultados representam a média de dois ensaios independentes.

Microalga Esteres metilicos (g/100g ps)
Scenedesmus obliquus 199+24
Nannochloropsis sp. 17,8+0,8

De forma a determinar se seria possivel produzir mais ésteres metilicos a partir destas duas biomassas
atraves do processo de transesterificagdo directa, realizou-se um ensaio, em duplicado, para um tempo
de reaccdo de 24h, mantendo as quantidades de biomassa e reagentes utilizadas anteriormente (100 mg

biomassa, 4 mL de metanol e 48 L de &cido sulfurico).

Como seria de esperar, no caso da Nanno., os resultados (Tabela 3.6) mostram que é possivel produzir
mais ésteres metilicos com o aumento do tempo de reac¢do, enquanto que para a S. obliquus a

quantidade de ésteres metilicos produzidos foi relativamente semelhante.

No que diz respeito a comparacdes entre este processo e 0 processo convencional (extraccdo da
fraccdo lipidica seguida de transesterificacdo — sec¢do 3.1) os resultados para S. obliquus mostram que

é possivel produzir sensivelmente a mesma quantidade de FAME através dos dois processos.

Para a Nanno., os resultados demonstram que, para as condi¢cBes utilizadas, o processo de
transesterificacdo directa permite a producdo de mais ésteres metilicos do que o processo composto

por extracgdo com hexano e respectiva transesterificacdo (seccéo 3.1).

Estes resultados sugerem que se pode ter utilizado fosfolipidos para a produgdo de FAME, tal como se
encontra reportado por Whalen et al. (2011). No entanto, é preciso ter em atencdo que SO se

experimentou hexano como solvente para extrair a fraccdo lipidica neutra, especialmente se se tiver

48



Producéo de biodiesel pelas microalgas Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp.

em atencdo que esta diferenga potencial em termos de producdo de FAME traduz-se em cerca de
79/100g ps. O artigo publicado por Mandal et al. (2013) é um bom exemplo da influéncia do tipo de
solvente com polaridade neutra na quantidade de lipidos extraidos.

A semelhanca do publicado por Griffiths et al. (2010), estes resultados sugerem ainda que, uma vez
que a determinagdo destes valores estd somente dependente da quantidade de ésteres metilicos
produzidos, este método pode servir como método de quantificacdo do potencial de produgdo de
FAME.

Tabela 3.6 — Esteres metilicos produzidos a partir das microalgas Scenedesmus obliquus e
Nannochloropsis sp. através do processo de transesterificacdo directa (Condi¢des: 100 mg
de biomassa, tempo de reaccao de 24h, 4 mL de metanol, 1,2% de acido sulfurico, 55°C e

200 rpm). Os resultados representam a média de dois ensaios independentes.

Microalga Esteres metilicos (g/100g ps)
Scenedesmus obliquus 17,3+0,1
Nannochloropsis sp. 420+1,1

3.2.1 Influéncia do volume de metanol, da concentracdo de catalizador e do
tempo de reacgao

Apesar do processo de transesterificacdo directa também ser afectado pela temperatura, pelo teor de
humidade da biomassa, pela intensidade de agitacdo do meio e pelo tipo de co-solvente utilizado e a
forma como este ¢ aplicado na fase de recolha dos ésteres metilicos do meio de reac¢do (Ehimen et al.,
2010), decidiu-se estudar neste trabalho os efeitos da razdo molar metanol:lipidos, da concentragdo de
catalisador e do tempo de reaccdo. Este estudo foi efectuado apenas para a biomassa da microalga S.
obliquus, tendo em conta que ja havia referéncia a este tipo de estudo para a Nanno. (Gouveia et al.,
2013) e, além disso, a fracgdo lipidica obtida da biomassa da S. obliquus apresentava um elevado teor
de acidos gordos livres, muito superior ao da frac¢do lipidica de Nanno. estudada, o que tornava

interessante o estudo da influéncia da catélise acida neste processo.

As gamas de valores utilizados neste estudo foram escolhidas em funcdo dos resultados obtidos por

Gouveia et al. (submetido).

49



Producéo de biodiesel pelas microalgas Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp.

a) Estudo da influéncia do volume de metanol

Para este estudo, utilizaram-se volumes de metanol compreendidos entre 0,5 mL e 4 mL, para uma

concentracdo de catalizador de 1,1% (v/v), 100 mg de biomassa e um tempo de reac¢do de 3:15h.

Como se pode observar na figura 3.2, para as condic@es utilizadas, é possivel obter entre 10,7 + 0,8
9/100g ps e 17,6 + 0,9 g/100g ps de ésteres metilicos. A producdo de ésteres metilicos aumenta de
forma notoria sobretudo entre 0,5 mL e 1,21 mL de metanol. Para valores superiores a 1,21 mL, a

producdo mantém-se relativamente constante e a volta do valor méaximo teérico, cerca de 18g/100g ps.

20 -
B * 3 ;
> 16 [}
S
@ 12 ]
g )
E 8-
8
g
8 4
0 T T T T T T T T T )
0 1 2 3 4 5
Metanol (mL)

Fig. 3.2 — Influéncia do volume de metanol na producéo de ésteres metilicos a partir da biomassa de
Scenedesmus obliquus (g/100g ps), apds pré-tratamento em moinho de café (Condigbes: 55°C; 200
rpm; 3:15h; 1,1% (v/v) H,SO,4 e 100 mg de biomassa). Os resultados representam a média de dois

ensaios independentes.

b) Estudo da influéncia da concentracgdo de catalizador

De forma a realizar este estudo, utilizaram-se concentra¢des de acido sulfurico entre 0,3% (v/v) e
1,7% (v/v), para um volume de metanol de 2,25 mL, 100 mg de biomassa e um tempo de reacgéo de
3:15h.

Os resultados (Fig 3.3) mostram que a quantidade de ésteres aumenta com o aumento da quantidade de
catalisador, obtendo-se um maximo de 16,5 + 1,0 g/100g ps de ésteres metilicos. Os resultados
mostram ainda que, entre 0,3% e 0,5%, e entre 0,75% e 1,7%, a quantidade de ésteres metilicos

produzidos mantém-se relativamente constante, cerca de 13g/100g ps e 16 g/100g ps, respectivamente.
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Este perfil é concordante com o obtido por Gouveia et al. (submetido).
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Fig. 3.3 — Influéncia da concentracdo de catalizador H,SO,4 %(v/v) na producéo de ésteres metilicos a
partir da biomassa de Scenedesmus obliquus (g/100g ps), apos pré-tratamento em moinho de café
(Condigdes: 55°C; 200 rpm; 3:15h; 2,25 mL de metanol e 100 mg de biomassa). Os resultados
representam a média de dois ensaios independentes.

c) Estudo da influéncia do tempo de reac¢éo

Em relacdo a este estudo, variou-se o tempo de reacgdo entre meia hora e seis horas, para um volume

de metanol de 2,25 mL, uma concentracdo de catalizador de 1,1% (v/v) e 100 mg de biomassa.

Os resultados obtidos (Fig. 3.4) demonstram que o tempo de reacc¢do tem um efeito semelhante ao
aumento da quantidade de metanol, nas condicdes utilizadas, com valores para os ésteres metilicos
compreendidos entre 10,3 £ 1,3 g/100g ps e 18,1 + 0,2 g/100g ps, verificando-se um aumento mais
acentuado no teor de ésteres entre 0,5h e 1,6h. Ao fim de 6 h de reaccdo, o valor atingido é proximo do

valor maximo tedrico.
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Fig. 3.4 — Influéncia do tempo de reac¢do no teor de ésteres metilicos obtido a partir da biomassa de
Scenedesmus obliquus, apds pré-tratamento em moinho de café (Condi¢bes: 55°C; 200 rpm; 2,25 mL
de metanol; 1,1% H,SO, e 100 mg de biomassa). Os resultados representam a média de dois

ensaios independentes.

De modo a avaliar de forma qualitativa a composi¢do de uma das amostras de fraccéo lipidica sujeita a
transesterificacdo directa, antes de se ter atingido o equilibrio da reac¢do, com a composi¢do da
fraccéo lipidica presente na biomassa, realizou-se uma andlise por cromatografia de placa destas duas

amostras.

Os resultados mostram que a fracgdo lipidica extraida da biomassa de S. obliquus (Fig. 3.5 (B)) possui
mono, di e triglicéridos na sua composicdo, para além de uma pequena porcdo de lipidos ndo
identificados. Os resultados mostram ainda que para o caso da transesterificagéo directa (Fig 3.5 (B))
se obtém uma grande mancha correspondente, muito provavelmente, aos ésteres metilicos, e umas
manchas mais pequenas na zona correspondente aos mono e diglicéridos indicando que, para este

ensaio, ainda ndo se encontravam convertidos todos os glicéridos em ésteres metilicos.
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Fig. 3.5 —(A) da esquerda para a direita: monooleina, dioleina e trioleina; (B) da esquerda para a
direita: amostra de um processo de transesterificacdo directa e fraccao lipidica extraida da biomassa

de Scenedesmus obliquus.

3.3 Caracterizacdo das microalgas em termos de composi¢ao

De modo a avaliar o potencial de valorizacdo da biomassa residual, as biomassas das microalgas S.
obliquus e Nanno. foram caracterizadas em termos de lipidos totais, acglcares totais, proteina e

minerais,

3.3.1 Lipidos totais

Como se encontra referido na sec¢do 1.3.3.3, o solvente utilizado no processo de extraccdo influencia
o tipo de lipidos extraidos. Visto que o solvente até aqui utilizado, hexano, permite extrair
essencialmente lipidos neutros, a contabilizagdo dos lipidos totais foi realizada através da extraccéo
Soxhlet com etanol, um solvente que, para além dos lipidos neutros, extrai os lipidos polares, como

por exemplo os fosfolipidos e os glicolipidos presentes nas microalgas.

Os pré-tratamentos utilizados, moagem em MC e moagem em MC+MB, durante 20 min com 8 esferas
de 10 mm de diametro,para a S. obliquus e a Nanno., respectivamente, foram escolhidos de acordo

com os melhores resultados obtidos para as extrac¢des com hexano.

Os resultados (Fig. 3.6) mostram que a quantidade de lipidos extraida com etanol para cada uma das
microalgas foi, como seria de esperar, superior a quantidade de lipidos extraidos com hexano. Estes
resultados indicam que, para além de se terem extraidos lipidos polares, também se extrairam lipidos
neutros. O teor de lipidos determinado para a Nanno. (51,2 + 0,3 g/100g ps) é semelhante ao referido
por Nobre et al. (2013).
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Fig. 3.6 — Teor de lipidos da Scenedesmus obliquus (=) e da Nannochloropsis sp. (:") em funcdo dos
solventes utilizados no processo de extraccdo, hexano e etanol. Os resultados representam a média

de dois ensaios independentes.

3.4 Teor de acUcares totais

Os pré-tratamentos utilizados para as duas microalgas (sec¢do 2.4.2.1) foram seleccionados de acordo
com os resultados obtidos por Miranda et al. (2012a) que mostram a hidrélise com &cido sulfarico 2N,
a uma temperatura de 120°C durante 30 min, designada neste trabalho por hidrélise acida simples,

como o melhor método para a rutura celular e respectiva extracgao de agucares.

Para além deste pré-tratamento, utilizou-se uma hidrélise acida mais agressiva (Hoebler et al., 1989),
designada neste trabalho de hidrélise acida quantitativa, utilizada em material lenhoceluldsico, de

modo a garantir a hidrélise total da biomassa e como tal, servir como pré-tratamento de referéncia.

Desta forma, foi possivel avaliar se a hidrolise acida simples era adequada para estas duas microalgas,
tendo em conta as respectivas alturas de colheita das biomassas e a sua influéncia na resisténcia da

parede celular.

Apos a realizacdo dos respectivos pré-tratamentos, a determinagéo colorimétrica do teor de agucares
totais (seccdo 2.4.2.2) foi feita através do método proposto por Dubois et al. (1956) a um comprimento
de onda de 490nm. A recta de calibracdo obtida para a resposta colorimétrica em funcdo da
concentracdo de glucose, utilizada no processo de determinacdo dos teores de acUcares totais

equivalente, encontra-se no anexo 2.

Os resultados obtidos (Tabela 3.6 e Tabela 3.7) para as duas microalgas mostram que nao existe

diferenca na influéncia das duas hidrolises estudadas na quantidade de agucares extraidos.
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Tabela 3.7 — Teor de agucares totais da Scenedesmus obliqguus em fung&o da hidrélise
acida simples e da hidrélise 4cida quantitativa. Os resultados representam a média de dois
ensaios independentes.

Teor de agUcares totais Scenedesmus

Pré-tratamento obliquus (g/100g ps)

Hidrolise &cida simples 33611

Hidrolise &cida quantitativa 328+1,0

Tabela 3.8 — Teor de agucares totais da Nannochloropsis sp. em fun¢éo da hidrélise acida
simples e da hidrélise &cida quantitativa. O resultado para a hidrdlise acida simples
representa a média de dois ensaios independentes.

Teor de aglcares totais

Pré-tratamento Nannochloropsis sp. (g/100g ps)

Hidrdlise &cida simples 175+0,6

Hidrolise &cida quantitativa 18,7

Os valores obtidos para cada microalga sdo semelhantes aos publicados por Miranda et al. (2012) e
Gouveia et al. (2012) para a S. obliquus e com os resultados publicados por Li et al. (2011) e Gouveia

et al. (2012) para a Nanno..

A comparacdo destes resultados com os obtidos para a extrac¢Bes das fraccOes lipidicas e respectivas
transesterificacBes (3.1) ou com o0s obtidos para a transesterificagdo directa (3.2) mostram que a
Scenedesmus obliquus é uma alga relativamente bivalente, isto €, apresenta um potencial relativamente
semelhante para a producédo de biodiesel e bioetanol ao passo que a Nannochloropsis sp. é uma alga

mais adequada para biodiesel.

3.5 Teor de proteina

A determinacdo do teor de proteina foi realizada através do método de Kjeldahl, descrito na seccéo
2.4.3. Os resultados obtidos para este pardmetro (Tabela 3.6) mostram que a S. obliquus tem um teor
de proteina cerca de duas vezes superior & Nanno.. Os resultados para a S. obliquus sdo consistentes

com os resultados publicados por Gouveia et al. (2012).
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Tabela 3.9 — Teor de proteina da Scenedesmus obliquus e da Nannochloropsis sp.
determinado através do método de Kjeldahl. Os resultados representam a média de, pelo

menos, dois ensaios independentes.

Microalga Teor de proteina (g/100g ps)
Scenedesmus obliquus 18,3+0,1
Nannochloropsis sp. 8,6+0,3

No entanto, é necessario ter em atengdo que estes resultados foram obtidos utilizando um factor de
conversao do conteido em azoto em contelido de proteina (FCAP) de 6,25 g/g azoto total, tal como se
encontra indicado na sec¢do 2.6. Embora este valor seja bastante utilizado para calcular o conteddo em
diversas matérias primas (Mariotti et al., 2008), do mesmo modo que foi realizado no presente estudo,
tudo indica que a utilizagdo deste valor para as microalgas resulta numa determinacgdo incorrecta do

contetdo em proteina.

A utilizacdo deste valor geralmente assume que todas as proteinas tém uma constituicdo em azoto de
16% e que todo o azoto determinado esta associado a proteinas. Estas presuncfes resultam numa
determinagdo incorrecta do verdadeiro conteddo em proteina devido ao facto do conteldo em azoto
variar de proteina para proteina, de acordo com a sua composi¢do em aminoécidos, e devido ao facto
de alguns compostos presentes nas microalgas como, por exemplo, 0 ADN e o0s pigmentos, terem

azoto na sua constituigdo (Lourenco et al., 2004).

Nos ultimos anos tém-se realizado estudos com o prop6sito de determinar factores de conversao mais
adequados as diversas espécies microalgais, através da comparacdo entre o conteldo de proteina
determinado por métodos colorimétricos como, por exemplo, 0 método de Lowry, e 0 conteldo em
azoto total determinado, por exemplo, através do método de Dumas e do método de Kjeldahl
(Lourengo et al., 2004; L6pez et al., 2010; Safi et al., 2013; Gerde et al., 2013). Os resultados destes
estudos mostram que, para as espécies estudadas até a data, o valor para 0 FCAP pode variar entre
3,64 e 6,34 g/g azoto total. O estudo realizado por Lourenco et al. (2004) mostra ainda que, como seria

de esperar, o factor de conversdo depende da fase de crescimento da microalga.

No que diz respeito ao teor de proteina obtido para as microalgas do presente trabalho, o estudo
realizado por Gerde et al. (2013) é especialmente relevante para a discussdo, uma vez que este estudo
determinou alguns valores para o FCAP em funcéo do processo utilizado para extrair a proteina e da
presenca de lipidos na biomassa de Nannochloropsis spp., uma espécie de microalga bastante
semelhante @ Nannochloropsis sp.. Os valores apresentados encontram-se compreendidos entre 2,29 e

4,70 g/g azoto total.
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No presente trabalho, optou-se por utilizar 6,25 g/g azoto total dado n&o ainda ndo existir uma forma
bem estabelecida de determinar um numero FCAP que tenha em conta os diversos factores que
afectam este nimero, como o0 método utilizado na extraccdo para a determinacdo colorimétrica do

conteudo em proteina e a fase de crescimento da microalga.

3.6 Teor de minerais

As duas microalgas foram ainda caracterizadas em termos de teores de minerais através do método
descrito na seccdo 2.4.4.1. Os resultados obtidos (Tabela 3.10) sdo bastante inferiores aos publicados

na literatura para as duas microalgas, cultivadas em meios de cultura idénticos (Gouveia et al., 2012).

Tabela 3.10 — Teores de minerais da Scenedesmus obliquus e da Nannochloropsis sp.

determinados por analise gravimétrica.

Microalga Teor de minerais (g/100g ps)
Scenedesmus obliquus 6,3+0,1
Nannochloropsis sp. 6,7+0,2

De modo a testar se havia razbes para crer que esta discrepancia ndo estava correcta, decidiu-se
comparar os resultados desta analise com os obtidos em termos de anides cloreto, nitrato, fosfato e
sulfato, presentes na agua de lavagem, avaliados através da analise por cromatografia idnica (sec¢do

2.4.4.2), tendo em consideragdo as concentra¢fes dos nutrientes utilizados nos meios de cultura.

Os resultados obtidos (Tabela 3.11) ndo entram em contradicdo com os resultados do método
gravimétrico. No entanto, a interpretacdo destes valores deve ter em consideracdo que ndo ha a
garantia gque se tenham transferido todos os minerais presentes na microalga para a dgua de lavagem.
De facto, os valores determinados sdo inferiores a quantidade de nutrientes dos meios de cultura e,

como tal, indicam que ndo houve uma transferéncia total dos minerais para o solvente.

Tabela 3.11 — Teor de minerais da Scenedesmus obliquus e da Nannochloropsis sp. em

funcdo dos minerais presentes nas aguas de lavagem.

Microalga Teor de minerais (g/100g ps)
Scenedesmus obliquus 0,9+0,02
Nannochloropsis sp. 3,4+0,15
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Em resumo, as microalgas estudadas, Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp., apresentam as
composicdes que se encontram na figura seguinte (Fig 3.7):

Scenedesmus obliquus Nannochloropsis sp.

N.I.
10%

N.I.
16%

Proteina Lipidos Proteina

18% 32% 8% Lipidos
o 51%
Minerais

Minerais 7%

6% Aguc?res Acucares
34% 18%

Fig. 3.7 — Composigéo (% m/m) da Scenedesmus obliquus e da Nannochloropsis sp. em termos de
teores de lipidos totais (extrac¢do com etanol), aclcares totais, proteina e minerais. N.l.-frac¢do nédo

identificada.

Estes resultados mostram que, a semelhanca do reportado noutros estudos (Picardo et al., 2013) ndo se

caracterizou as microalgas por inteiro.

Os resultados obtidos em funcdo dos tipos analises efectuadas indicam que, provavelmente, uma
quantidade significativa das fraccGes ndo identificadas possa ser atribuida a compostos lipidicos. Esta
interpretacdo provém essencialmente do facto de néo se ter testado a utilizagdo de mais solventes, ou
combinagdo de solventes, tendo em vista a maior recuperagdo possivel do contetdo em lipidos. Os
resultados publicados por McNichol et al. (2012) e Mandal et al. (2013) s&o um bom exemplo da

influéncia do solvente utilizado na quantidade de lipidos extraidos.

No que diz respeito ao enquadramento dos resultados obtidos para a composi¢do das duas microalgas
em relagdo aos diversos valores apresentados na literatura em termos deste tipo de caracterizacdo
(Picardo et al., 2013), a julgar estritamente pelos resultados obtidos para o processo de determinagéo
do teor de lipidos extraidos com solvente, (sec¢do 3.1), teores de agUcares totais (seccdo 3.4) e pelos
teores de proteina (seccdo 3.5), ambas as espécies estudadas apresentam teores relativamente

interessantes quando comparadas com boa parte dos valores publicados para as outras espécies.

Isto coloca as duas microalgas numa posicao de relevo tendo em vista a producéo de biodiesel com
aproveitamento da biomassa residual apds aproveitamento da fraccdo lipidica para a producdo de

biodiesel.
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4. Conclusao

O presente trabalho teve como principal objectivo a avaliacdo da adequabilidade das microalgas
Scenedesmus obliquus e Nannochloropsis sp. como matéria-prima para a producdo de biodiesel. Essa
avaliacdo foi feita através do estudo da optimizacdo do processo de rutura celular e da caracterizagdo
da fraccdo lipidica em termos de indice de acidez e composi¢do em &cidos gordos. Estudou-se ainda o
processo de transesterificacdo directa para ambas as biomassas microalgais. Foram determinados os
teores de lipidos totais, aglcares totais, proteina e minerais de modo a avaliar o potencial de

valorizag&o da biomassa residual.

Os resultados obtidos para as extraccbes com hexano em fungdo dos diversos pré-tratamentos
utilizados mostram que, para as condicbes de cultivo e fase de colheita da biomassa, a
Nannochloropsis sp. apresenta um teor de lipidos neutros superior a Scenedesmus obliquus, com

teores na ordem dos 35/100g ps e 17g/100g ps, respectivamente.

Ambas as microalgas apresentam um indice de acidez adequado para a producédo de biodiesel. No que
diz respeito a composi¢do em &cidos gordos, a Nannochloropsis sp. mostrou um teor elevado em
acidos gordos poliinsaturados, sendo necessario fazer misturas com outros 6leos ou recorrer a um

processo de hidrogenagdo de forma a cumprir o limite legal definido pela norma EN 14214,

Os resultados mostram ainda que ndo € necessario qualquer pré-tratamento tendo em vista a rutura
celular da Scenedesmus obliquus ao passo que no caso da Nannochloropsis sp. é necessario um pré-

tratamento mecanico relativamente agressivo.

Na transesterificacdo directa os melhores resultados obtidos, indicam que, para 100 mg de biomassa,
um tempo de reaccdo de 24h, volume de metanol de 4 mL e uma concentracdo de catalizador de 1,2%
(v/v), é possivel produzir ésteres metilicos na ordem de 40 g/100g ps e 18 g/100g ps para a
Nannochloropsis sp. e a Scenedesmus obliquus, respectivamente. Estes valores indicam que o
processo de Transesterificacao utilizado permite a conversdo completa da matéria saponificavel

presente na biomassa.

Os resultados mostram que a Transesterificacao directa tem enorme potencial para a producdo de
biodiesel, e apesar de ndo se ter quantificado os gastos de solvente, tempo e energia, este método
apresenta vantagens em relacdo ao método convencional. Com a Transesterificacao directa reduzem-se
etapas do processo, nomeadamente a extraccao dos lipidos e a evaporacdo do solvente, com

consequente diminuicdo dos custos energéticos e de tempo.

Em relacdo ao teor de acUcares totais, os resultados mostram que a Scenedesmus obliquus tem um teor

aproximado de 339/100g ps e que a Nannochloropsis sp. tem um teor aproximado de 18g/100g ps.
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Isto significa que, para além da producdo de biodiesel, ambas as microalgas tém potencial para
producdo de bioetanol ou biohidrogenio, apresentando a Scenedesmus obliquus uma maior
versatilidade.

Quanto a restante composi¢do da biomassa, os teores de proteina determinados, cerca de 189/100g ps
para a Scenedesmus obliquus e 99/100g ps para a Nannochloropsis sp., indicam que existe potencial
em termos de aproveitamento desta biomassa, apds 0s processos de valorizagdo energética, como fonte

de nutrientes, especialmente no caso da Scenedesmus obliquus.

Em conclusdo, ambas as algas tém potencial como matéria-prima para a producdo de biodiesel e de
outros biocombustiveis (bioetanol, biogéas, biohidrogénio) assim como outros composto de valor como
fonte de nutrientes para fertilizacdo e condicionador de solos, ou alimentagdo animal, num conceito de

biorefinaria

5. Trabalho futuro

- Necessario optimizar o processo de transesterificacdo directa, de modo a reduzir os custos associados
(energia e reagentes) e reducdo do tempo necessario aos processos, através de, por exemplo, um

trabalho baseado num método de superficie de resposta.

- Desenvolvimento de técnicas mais eficazes de quantificacdo de teor de lipidos. O mesmo se pode

dizer para o restante contetdo da biomassa (agucares, proteina e minerais).
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Anexo 1

Tabela A.1 — Composicado do meio de cultura utilizado para a Scenedesmus obliquus (meio

Bristol).
Nutriente Concentra¢do no meio Bristol
Nitrato de sddio 250 mg/L
Dihidrogenofosfato de potassio 175 mg/L
Hidrogenofosfato de potéssio 75 mg/L
Sulfato de magnésio heptahidratado 75 mg/L
Sal de ferro do &cido etilenodiaminatetracético 60 mg/L
Cloreto de célcio dihidratado 33 mg/L
Cloreto de sodio 25 mg/L
Acido bérico 2,86 mg/L
Sulfato de manganésio tetrahidratado 2,03 mg/L
Sulfato de zinco heptahidratado 220 p/L
Sulfato de cobalto heptahidratado 90 WL
Molibdato de sodio 60 p/L
Sulfato de cobre 50 /L

Esta biomassa (S. obliquus) foi cultivada numa lagoa fotossintética do tipo raceway com volume de

4500 L e area (til de 40 m? composta por cimento revestido por lona.
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Tabela A.2 — Composi¢cédo do meio de cultura utilizado para a Nannochloropsis sp. (meio
GPM modificado.

Nutriente Concentragéo no meio GPM modificado
Nitrato de potassio 200 mg/L
Fosfato dipotassico 38 mg/L
Acido borico 34 mg/L
Na,EDTA 30 mg/L
Cloreto de manganés (I1) tetrahidratado 4,30 mg/L
Cloreto de ferro (I11) hexahidratado 1,45 mg/L
Cloreto de zinco 0,30 mg/L
Cloreto de cobalto (I1) hexahidratado 0,13 mg/L

Esta biomassa (Nanno.) foi cultivada em sacos de polietileno de 10 L, agitados por ar a uma

temperatura constante de 25°C e sobre uma intensidade luminosa de 25,7umol/pEinsteins.
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Anexo 2
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Fig. A.1 — Recta de calibrag&o utilizada para a determinacéo do teor de agUcares totais da

Scenedesmus obliquus e da Nannochloropsis sp..
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Anexo 3

As solugdes utilizadas e os métodos utilizados para a determinacdo do teor de azoto total foram
baseados nos Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater encontrando-se as

solucdes ja preparadas.

- Reagente de digestdo (134 g K,SO, + 650 mL agua + 200 mL H,S0O,. + 29 HgO/25 mL H,SO, 6N.
Solucéo diluidaa 1 L.)

- Reagente de hidrdéxido de sodio-tiosulfato de sddio (500 g NaOH + 25 g Na,S,03.5 H,0O/L)

- Solucéo indicadora mista (vermelho de metilo 200 mg/100mL EtOH + azul de metileno 100
mg/50mL EtOH)

- Solugdo indicadora de acido bérico (20 g H;BO3z+ 10 mL solucgdo indicadora mista, diluir a
1L)

- Solugdo titulante padrdo de H,SO, 0.02 N (0.54 mL/L) ou 0.1 N (2.66 mL/L).
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