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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade da producéo, colheita e secagem da
biomassa microalgal de Neochloris oleoabundans com recurso a tecnologias de baixo custo.
Adicionalmente, estudou-se a viabilidade da biomassa produzida em reatores de colunas de
bolhas, em manga de polietileno e num fotobioreator planar alveolar, como matéria-prima para a
producdo de biodiesel.

Foi estudada a influéncia do tipo de iluminacdo no crescimento da microalga, sendo que as
lampadas LED’s conduziram a uma economia de 54,8% de energia face a iluminacdo com
lampadas fluorescentes. No método de recolha da biomassa, a eletrocoagulacdo originou
poupancas energéticas maximas de 71,8% e de 79,8% para culturas ndo salinas e salinas,
respetivamente, em comparagdo com a centrifugacdo (usada como Unico método de colheita).
Para a secagem da biomassa, a utilizacdo de um secador solar permitiu uma poupanca de energia
de 80%, comparativamente a estufa.

A biomassa microalgal que apresentou teores lipidicos mais elevados foi obtida em reatores de
colunas de bolhas, com adicdo de 15 g/l de NaCl desde o inicio da cultura (lampadas
fluorescentes) e 15 g/l de NaCl apds escassez de nitratos (Iampadas LED’s), tendo como valores
0,434 g 1ipidos/l cuttura € 0,253 g 1ipidos/l cuirura, respetivamente.

A fragdo lipidica mostrou ser essencialmente constituida por &cidos gordos insaturados, em
particular C16:0, C18:1 e C18:2 mas, nalgumas condi¢fes, também C18:0 e C18:3 em
quantidades apreciaveis. No geral, os teores de acido linolénico (C18:3) e o indice de iodo das
diferentes culturas mostraram estar dentro das especificagdes da norma europeia EN 14214 (<
12% e 120 g 1,/100 g, respetivamente).

Palavras-chave: Neochloris oleoabundans, eletrocoagulacido, secador solar, lampadas
LED’s.






Abstract

The goal of the present work was to evaluate the viability of low cost technologies to culturing,
harvesting and dewatering the microalga Neochloris oleoabundans biomass to biodiesel
production.

It has been analyzed the influence of the type of illumination on the microalgae growth, which
lead to an energy economy of 54,8% when using LED’s to illuminate the cultures, compared to
the illumination with fluorescent bulbs. The electrocoagulation, as an innovative harvesting
method has originated a maximum energetic saving of 71,8% and 79,8% for saline and non-saline
cultures, respectively, in comparison with the centrifugation (used as the only harvesting method).
Concerning the biomass drying, the use of a solar drier, has allowed an energy economy of 80%
compared to the oven.

The microalgae biomass, which presented the highest lipid content was obtained in bubble column
reactors with the addition of 15 g/l NaCl since the beginning of the culture (fluorescent bulbs)
and 15 g/l of NaCl after the nitrate deplection (LED’s bulbs), having as results 0,434 g jipids/l cutture
and 0,253 g iipids/| cutture, respectively.

The lipid fraction, revealed to be essentially composed by unsaturated fatty acids, particularly
C16:0, C18:1 and C18:2 but in some conditions, also C18:0 e C18:3 in appreciable quantities. In
generally, the linolenic acid (C18:3) amount and the iodine value of de different cultures proved
to be according to the specifications of the European Standard EN 14214 (< 12% and 120 g 1,/100
g, respectively).

Key-Words: Neochloris oleoabundans, electrocoagulation, solar drier, LED’s bulbs.
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Utilizagdo de tecnologias low cost para a producéo, colheita e secagem de biomassa microalgal:
comparagdo com as tecnologias convencionais

1. Introducéo

A partir da 22 Guerra Mundial os combustiveis fdsseis contribuiram para melhorar a qualidade de
vida e para o desenvolvimento a varios niveis, como nos transportes e na geragdo de eletricidade.
Contudo, a preocupagdo com a escassez dos combustiveis fosseis, 0 acelerado aquecimento global
provocado por estes, 0 aumento do pre¢o do petréleo e o crescimento rapido da industrializacéo,
tem levado a um crescente interesse em todo o mundo nas fontes de energia renovaveis (FER).
Segundo dados da Direcdo Geral de Energia e Geologia (DGEG), em 2012 a contribuicdo das
FER no consumo de energia em Portugal foi de 24 %. Das FER, 55% teve origem na biomassa,
33 % foi da responsabilidade da hidroeletricidade, e6lica e fotovoltaica e 7% dos biocombustiveis
(Fig. 1) (DGEG, 2014).

B Hidroeletricdcade

Edlicas
Biomassa
Petrdieo Gas Natural i —
M Calar ndo rencdvel B Eletricidade ndo renovdeel I::Icm i
W Outros nda renowivels B Aenaviwes T MEnoues

Fig. 1 - Contributo das fontes de energia discriminando as fontes de energia renovavel no
consumo de energia final em Portugal em 2012 (DGEG 2014).

Uma das alternativas para a reducdo da dependéncia do petrdleo, reduzindo as emissdes de gases
de efeito de estufa (GEE), principalmente de CO, e CH, sdo os biocombustiveis (Dragone et al.,
2010). De acordo com a definicdo do Decreto-lei n® 62/2006, biocombustivel é um “combustivel
liquido ou gasoso para transportes, produzido a partir de biomassa”, na qual biomassa é definida
como sendo a “fragdo biodegradavel de produtos e residuos provenientes da agricultura (incluindo
substancias vegetais e animais), da silvicultura e das industrias conexas, bem como a fracdo
biodegradavel dos residuos industriais e urbanos”. Na Unido Europeia o principal biocombustivel
produzido tem sido o biodiesel (Bianchi-de-Aguiar e Pereira, 2010), o qual é definido segundo o
mesmo Decreto-lei, como 0 “éster metilico produzido a partir de 6leos vegetais ou animais, com
qualidade de combustivel para motores diesel, para utilizagdo como biocombustivel”.

Vérios estudos tém mostrado que a biomassa de microalgas pode ser uma fonte promissora de
matéria-prima para a producdo de biodiesel, particularmente se enquadrada num contexto de
biorefinaria (Chisti, 2007; Dragone et al., 2010). As microalgas tém imensas vantagens
associadas, quando comparadas com as culturas oleaginosas tradicionalmente utilizadas para o
mesmo fim, tais como: fixarem cerca de dez vezes mais CO,, acumularem elevadas quantidades
de lipidos, purificarem &guas residuais e removerem CO; dos gases industriais através da bio
fixacdo reduzindo, desta forma, as emissdes de GEE de uma empresa ou processo, enquanto
produzem matéria-prima para biocombustiveis. Para além disso, as microalgas ndo necessitam de
solos araveis, a sua colheita ndo é sazonal e ndo necessitam de agua potavel para o seu
desenvolvimento (Khan et al., 2009; Mata et al., 2010; Pires et al., 2012).
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1.1 Evolucao dos biocombustiveis na Unido Europeia e em Portugal

A partir de 1997, devido a preocupacéo crescente com as alteracdes climéticas, a Unido Europeia
(U.E.) estabeleceu o objetivo de aumentar o consumo de energia proveniente de fontes renovaveis
de 6%, valor desse ano, para 12% do consumo total de energia, até 2010 (European Commission,
1997).

Em 2003, a U.E. publicou a “Diretiva dos biocombustiveis” (Diretiva 2003/30/CE) devido ao
facto de o sector dos transportes ser na altura, e ainda €, um sector preocupante relativamente ao
consumo crescente de energia, ao uso de petréleo e consequentemente, das suas emissdes de
poluentes. Essa Diretiva foi transposta para a ordem juridica nacional em 2006 (DL n° 62/2006),
tendo como metas indicativas a incorporagdo de 2 % e 5,75 % de biocombustiveis no consumo
total de toda a gasolina e gaséleo utilizados para efeitos de transporte, nos anos de 2005 e 2010,
respetivamente. Esta legislagdo impulsionou o inicio da producdo de biocombustiveis em
Portugal, mais concretamente de biodiesel.

Com o mesmo objetivo foi ainda publicado, em 2006, o Decreto-lei n® 66/2006 que veio
estabelecer a isencdo parcial ou total do imposto sobre os produtos petroliferos (ISP) nos
biocombustiveis utilizados nos transportes, quando incorporados na gasolina e no gasoleo.

Devido as prioridades estabelecidas pelos diferentes estados membros, o cumprimento do
objetivo estabelecido para 2010 pela diretiva de 2003, estava longe de ser cumprido. De tal forma
que, em marco de 2007, o Conselho Europeu estabeleceu os “Objetivos 3x20”, que consistiam na
reducdo de emissdes de GEE em 20%, no aumento do consumo de energia a partir de fontes
renovaveis para 20% e no aumento da eficiéncia energética diminuindo 20% o consumo total de
energia, até 2020. Uma das metas era integrar 10% de fontes renovaveis, principalmente de
biocombustiveis (desde que produzidos de forma sustentavel), no sector dos transportes também
até 2020.

De modo a acompanhar a evolugdo da introducéo de biocombustiveis no sector dos transportes,
entre 2008 e 2009 foram publicados vérios Decretos-lei e Portarias na legislacéo nacional.

Em 2009, para reforcar os “Objetivos 3 x 20”, mais concretamente estabelecer metas na utilizagdo
de biocombustiveis e nas emissdes de GEE, a U.E. publicou a Diretiva 2009/28/EC, a qual
destacava que para as metas de incorporacdo apenas sdo contabilizados os biocombustiveis
produzidos de forma sustentivel ou seja, que cumpram os requisitos relativos a redugdo da
emissdo de GEE e ao uso dos solos. Em termos de GEE, e até dezembro de 2016, devem contribuir
com uma reducao de pelo menos 35% dessas emissdes, em compara¢do com o combustivel féssil
que visam substituir. Ainda de acordo com esta diretiva, tal percentagem devera aumentar para
50% a partir de 1 de janeiro de 2017. A 25 de outubro de 2010 os artigos 17° a 19° e os anexos 11
e V desta diretiva foram transpostos para a ordem juridica nacional (DL n° 117/2010). O Decreto-
lei n° 6/2012 veio estabelecer as percentagens de biocombustiveis, em teor energético, a
incorporar nos combustiveis rodoviarios, as quais estdo indicadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Metas de incorporagéo de biocombustiveis nos combustiveis rodoviarios em
Portugal (Decreto-lei n® 6/2012).

Anos 2013-2014 2015-2016 2017-2018 2019-2020

Incorporagéo de biocombustiveis nos

combustiveis rodoviarios (%) 55 5 9.0 100

Desde o inicio da implementacdo da legislacdo dos biocombustiveis na U.E., em 2003, que o
consumo de biocombustiveis foi aumentando, até cerca de 10 vezes o consumo inicial, em 2012.
Entre 2012 e 2013 verificou-se uma queda de 6,8% no consumo dos biocombustiveis (Fig. 2),
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acontecimento que poderé ter estado relacionado com a quebra do consumo de combustiveis neste
altimo ano.

1002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013%

Fig. 2— Tendéncia do consumo de biocombustiveis na Unido Europeia (U.E.-28) para o
sector dos transportes (ktep) (EurObserv’ER, 2014)

Dos biocombustiveis usados nos transportes na U.E., o biodiesel tem sido, como referido acima,
0 mais utilizado, sendo que em 2013 foram consumidos 273 582 tep, correspondendo a 79% do
consumo total de biocombustiveis (EurObserv’ER, 2014).

A previsdo para 2030, de acordo o EurObserv’ER 2014, relativamente a evolugdo dos
biocombustiveis € uma grande incerteza. Isso ocorre porque em janeiro de 2014, a Comissao
Europeia publicou um quadro de politica energética para 2030, apenas sugerindo uma meta para
esse ano de 27% de uso das energias renovaveis nos transportes, mas ndo achou relevante impor
tal meta.

1.2 Biodiesel: qualidade e propriedades

O biodiesel € uma bioenergia renovavel limpa podendo ser produzido a partir de matérias-primas
com elevado teor gliceridico tais como 6leos vegetais, gorduras animais ou microalgas. A sua
composicao quimica resulta da combinacéo de uma pequena gama de moléculas, composta por
ésteres de acidos gordos de cadeia linear, maioritariamente C14, C16 e C18. Este biocombustivel
pode se utilizado no seu estado puro ou misturado em diferentes propor¢des com o gaséleo, sendo
possivel tal mistura devido as semelhangas nas caracteristicas dos dois produtos combustiveis
(Abbaszaadeh et al., 2012; Bozbas, 2008). Desta forma, a mistura de biodiesel com gaséleo pode
ser usada em motores de ignicdo por compressdo sem a necessidade de muitas modificacGes
(Leung et al., 2010). A nomenclatura Bxx ¢ utilizada para identificar a mistura, sendo o xx a
percentagem de biodiesel presente. A titulo de exemplo uma mistura B80 contem 80% de
biodiesel e 20% de gaséleo (Bozbas, 2008).

Dado que o biodiesel é produzido a partir de diversas matérias-primas, e de formas diferentes, foi
necessario estabelecer uma padronizacdo da qualidade deste biocombustivel para garantir um
adequado desempenho do motor aquando da sua utilizagdo (Balat e Balat, 2010; Lin et al., 2011).
Atualmente, as propriedades e qualidades do biodiesel devem obedecer a determinadas
especificagdes, sendo que a Unido Europeia se rege pela norma EN 14214 (Atadashi et al., 2010).
As propriedades fisicas e quimicas do biodiesel dependem basicamente do tipo de matéria-prima
e da sua composicdo em acidos gordos. De seguida, apresentam-se algumas propriedades a
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considerar na qualidade do biodiesel, estando os limites de cada pardmetro indicados na Tabela

2:
>

Viscosidade cinematica — indica a capacidade de fluir do biodiesel. Esta propriedade afeta
o funcionamento do equipamento de injecdo do combustivel particularmente a baixas
temperaturas, pois ha um aumento da viscosidade afetando a fluidez do combustivel. A
viscosidade do biodiesel é 10 a 15 vezes maior do que a dos combustiveis fosseis devido
a grande massa molecular e estrutura quimica do biodiesel (Atabani et al., 2012).

Densidade e densidade relativa — é o peso por unidade de volume. A densidade relativa é
a densidade do componente em comparacdo a densidade da dgua. A densidade relativa
do biodiesel é necesséria para fazer conversdes de massa para volume, calcular o fluxo e
a viscosidade e para avaliar a homogeneidade dos tanques de biodiesel (Atabani et al.,
2012).

Ponto de inflamacdo — é a temperatura a qual se inflama o biodiesel quando exposto a
uma chama ou faisca, variando inversamente com sua volatilidade (Atabani et al., 2012).
O ponto de inflamacdo do biodiesel (mais do que 150°C) é maior do que o limite
estabelecido para o diesel de origem féssil (55 — 66°C), revelando que o biodiesel é mais
seguro em termos de transporte, manuseamento e armazenamento (Sanford et al., 2009).

Glicerol total — indica a quantidade de triglicéridos que permanecem nao convertidos em
ésteres metilicos. O glicerol total é calculado a partir da quantidade de glicerol livre,
monoglicéridos, diglicéridos e triglicéridos (Sanford et al., 2009). Caso o biodiesel ndo
cumpra os valores estabelecidos pela norma (Tabela 2) para o glicerol total, pode ocorrer
coqueificacdo, causando a formacdo de depdsitos em injetores, pistbes e valvulas
(Atabani et al., 2012).

Glicerol livre — indica a quantidade de glicerol que se encontra no biodiesel e depende
principalmente do processo de purificacdo. O glicerol livre pode permanecer suspenso
em goticulas ou em quantidades muito pequenas sendo dissolvido no biodiesel. Elevados
valores de glicerol livre podem provocar problemas na inje¢do de combustivel (Atabani
etal., 2012).

Teor de cinza sulfatada — descreve a quantidade de contaminantes inorganicos contidos
numa amostra de biodiesel. Por outras palavras é o residuo que fica depois de uma
amostra de biodiesel ser carbonizada. Se ndo se cumprir o limite maximo do teor de cinza
sulfatada podera haver formacdo de depdsitos no motor e desgaste em injetores, pistdes
e anéis. O biodiesel é inflamado e queimado sendo de seguido tratado com acido sulfurico
para determinar a percentagem de cinza sulfatada nele presente (Atabani et al., 2012;
Leung et al., 2010).

indice de acidez — mede os &cidos gordos livres contidos numa amostra de
biocombustivel. Um elevado indice de acidez pode causar corrosdo no sistema de
abastecimento de combustivel de um motor (Atabani et al., 2012).

Teor de agua — o biodiesel pode conter &gua em duas formas: dissolvida ou na forma de
goticulas suspensas. Esta dgua presente no biocombustivel causa geralmente problemas
de corrosdo dos componentes do sistema de combustivel do motor, manifestando-se na
forma de ferrugem. Caso a agua se torne acida com o tempo, a corrosao acida resultante
pode atacar os tanques de armazenamento de biocombustivel. Também a contaminacédo
da &gua com microrganismos (leveduras, fungos e bactérias) leva a que estes produzam
lamas e lodos que podem causar entupimentos nos motores. Estes microrganismos ainda
convertem o enxofre em acido sulfarico, corroendo desta forma os tanques metalicos
onde o biodiesel é armazenado (Atabani et al., 2012).

Estabilidade de oxidagdo — é uma indicacdo do biodiesel relativamente ao grau de
oxidag&o, da sua reatividade potencial com o ar e da sua necessidade de antioxidantes
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(Sanford et al., 2009). Devido a presenca de cadeias de acidos gordos insaturados no
biodiesel leva a que ocorra oxidagdo em contacto com o ar (Atadashi et al., 2010).

> Indice de cetano — da a indicacdo da capacidade do biodiesel para autoinflamar depois de
ser injetado. O nimero de cetano aumenta com 0 aumento do comprimento da cadeia dos
acidos gordos e com o aumento da saturacdo da matéria-prima usada (Atabani et al.,
2012). Um maior valor do indice de cetano estd associado a uma melhor qualidade de
ignicdo, ou seja, 0 tempo entre a ignicao e a iniciacao de injecdo de biodiesel na cAmara
de combustdo é mais curto. O biodiesel tem um indice de cetano maior do que o gasoleo
convencional, resultando numa maior eficiéncia de combustéo (Xue et al., 2011).

» Residuo carbonoso — indica a tendéncia de deposicdo de carbono presente no biodiesel
depois da combustdo (Sanford et al., 2009).

» Corroséo a lamina de cobre — indica a tendéncia de corrosao do biodiesel a pegas de cobre,
latdo ou bronze (Sanford et al., 2009). O biodiesel tem na sua constituicdo quantidades
muito baixas de enxofre, componente presente no gaséleo e responsavel pela sua
corrosdao. Contudo, a absor¢cdo de agua e a presenca de oxigénio contribuem para o
aumento da corroséo do biodiesel (Abbaszaadeh et al., 2012).

» Ponto de turvacdo — é a temperatura a partir da qual se observa a formag&o de cristais
quando o combustivel é arrefecido. Desta forma, o desempenho do biodiesel fica
comprometido em condices de temperaturas frias, estando este valor dependente da
localizag&o e estacdo do ano (Abbaszaadeh et al., 2012; Atabani et al., 2012).

> Indice de iodo — avalia o grau de insaturacdo do biodiesel. Ou seja, este valor é uma
medida do grau de insaturacdo dos &cidos gordos constituintes do biodiesel e é dado em
gramas de 1,/100 g de amostra (EN 14214, 2012). Um valor superior ao limite
estabelecido para este parametro pela norma (EN 14214, 2012) levard a um maior
potencial a degradacao do biodiesel e a um baixo ponto de turvagdo (Rao et al., 2010).

> Ester metilico do &cido linolénico — é um parametro que influéncia a estabilidade a
oxidag&o, ou seja, biodiesel rico em éster metilico de &cido linolénico tende a ter uma
pobre estabilidade a oxidacdo. Este parametro indica o valor de éster metilico de acido
linolénico presente no biodiesel (Sokoto et al., 2011).

> Esteres metilicos polinsaturados — quanto maior é este parametro, menor é a estabilidade
a oxidacdo do biodiesel e maiores séo as emissdes de NOy. Este pardmetro indica o valor
de ésteres metilicos polinsaturados presentes no biodiesel, ou seja, 0s que apresentam
pelo menos quatro ligagdes duplas (Benjumea et al., 2011; Sokoto et al., 2011).
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Tabela 2 - Propriedades e respetivos métodos de alguns parametros da qualidade de
biodiesel pela norma EN 14214 (EN 14214, 2012).

Limites
Propriedade Unidade Método
Minimo Maximo
Contetido FAME % (m/m) 96,5 - EN 14103
. EN ISO 3675
o 3
Densidade a 15°C kg/m 860 900 EN ISO 12185
Viscosidade a 40°C mm2/s 3,50 5,00 EN 1SO 3104
. « R EN 1SO 2719
Ponto de inflamacéo C 101 - EN 1SO 3679
Indice de cetano ) 510 i EN 1SO 5165
Corrosdo a 'arsnc')f,‘é)de cobre 8ha | |ssificacio Classe 1 EN ISO 2160
- o R EN 15751
Estabilidade de oxidacdo, 110°C horas 8,0 - EN 14112
Indice de acidez mg KOH/g . 0,50 EN 14104
Indice de iodo g i0do/100g i 120 Em ig%é(l)
Ester metilico do &cido linolénico % (m/m) - 12,0 EN 14103
Esteres metilicos polinsaturados (> 0 i
4 ligacGes duplas) % (m/m) 10 EN 15779
x Definido por
Ponto de turvagéo - - cada pais EN 23015
Teor de metanol % (m/m) - 0,20 EN 14110
Teor de monoglicérido % (m/m) - 0,70 EN 14105
Teor de diglicérido % (m/m) - 0,20 EN 14105
Teor de triglicérido % (m/m) - 0,20 EN 14105
. . EN 14105
0, -
Glicerol livre % (m/m) 0,02 EN 14106
Glicerol total % (m/m) - 0,25 EN 14105
Teor em agua mg/kg - 500 EN ISSO 12937
Contaminacéo total ma/kg - 24 EN 12662
Teor de cinza sulfatada % (m/m) - 0,02 ISSO 3987
Teor de enxofre ma/kg - 10,0 EH :328 ggggg
EN 14108
Grupo de metais | (Na + K) mg/kg - 5,0 EN 14109
EN 14538
Grupo de metais Il (Ca + Mg) ma/kg - 50 EN 14538
. EN 14107
Teor em fosforo ma/kg - 4,0 EN 16294
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2. Microalgas para a producéo de biodiesel

2.1 Defini¢éo de microalgas

As microalgas sdo microrganismos fotossintéticos procariéticos ou eucariéticos que conseguem
crescer rapidamente e viver em condi¢Bes rigorosas devido a sua estrutura unicelular ou
multicelular simples (Mata et al. 2010). Estes microrganismos conseguem habitar em &gua doce,
salgada ou salobra e podem ser autotréficos ou heterotréficos (John et al., 2011). Possuem uma
estrutura celular simples que esta submersa num meio aquoso, tendo desta forma acesso a agua,
a CO; e a outros nutrientes para poder realizar o mecanismo fotossintético (John et al., 2011).

Assim sendo, as microalgas sdo fundamentais para a vida na Terra, pois sdo a base da cadeia
alimentar, contribuindo com cerca de metade do oxigénio produzido no planeta e consumindo
uma parte de CO- presente na atmosfera (Chapman, 2010).

2.2 Vantagens e inconvenientes das microalgas

Atualmente, as microalgas representam uma forma renovavel de produzir biocombustiveis,
existindo muita investigacdo na area. Apesar de as microalgas terem impacto sobre 0o meio
ambiente, esse impacto € muito menor do que as culturas convencionais, quando a questdo é a
producéo de biocombustiveis.

As vantagens das microalgas em relagdo as culturas convencionais, cuja finalidade € a produgéo
de biocombustiveis, sdo inimeras:

» Adequacdo a uma variedade de climas (Clarens et al., 2010) e de meios de cultura
liquidos, podendo crescer por exemplo em &guas residuais, aguas salobras e aguas
salgadas (Schenk et al., 2008);

» Utilizacdo de areas inadequadas para a agricultura, ndo competindo com terra aravel
usada para plantagdes para a alimentagdo (Rodolfi et al., 2009) (Khan et al., 2009);

» Quando cultivadas em aguas residuais, as microalgas consomem o azoto e o fosforo,
necessarios para a sua cultura, funcionando como um pré-tratamento das aguas residuais
antes da aplicacéo da biorremediacdo* (Schenk et al., 2008) (Rodolfi et al., 2009) (Khan
et al., 2009);

» Conseguem crescer em fotobioreatores (FBR’s) durante todo o ano (cultura ndo sazonal).

» Produzem maior produtividade de biomassa anual em FBR’s verticais, em comparacao
com uma area horizontal usada para as culturas convencionais. Como a cultura é feita na
vertical, consegue-se uma maior producéo de biomassa por unidade de espaco horizontal
utilizado (Khan et al., 2009);

» As culturas podem ser induzidas para produzir uma elevada concentragdo de compostos
para a producédo de biocombustiveis (ex.: 6leo, biomassa, amido) (Rodolfi et al., 2009);

» Minimizacdo do 6xido nitroso libertado com a producdo de biocombustiveis (Li et al.,
2008);

L A biorremediagdo é uma técnica que utiliza microrganismos para promover a degradacéo de
poluentes com intencéo de diminuir ou eliminar contaminantes ambientais (Silva, 2007).
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» Producdo de subprodutos e produtos com valor acrescentado, tais como: proteinas,
polissacarideos, pigmentos, fertilizantes, bio polimeros e alimentos para animais,
resultando em menos residuos e poluicdo (Khan et al., 2009);

» Nao necessitam de utilizar herbicidas ou pesticidas para a sua cultura (Rodolfi et al.,
2009);

> Uma viscosidade e densidade baixa e ainda um valor calérico elevado no biodiesel
produzido (Miao e Wu, 2004);

Porém nem tudo sdo vantagens na producdo de biodiesel a partir de biomassa microalgal. De
seguida encontram-se as principais desvantagens das microalgas para produgdo de
biocombustiveis:

» Baixa concentragdo da biomassa microalgal na cultura devido a limitacdo da penetracdo
da luz que, em combinacdo com a pequena dimensdo das células, leva a uma colheita
relativamente cara (Li et al., 2008);

» Elevado contetido em agua nas microalgas colhidas obrigando a um consumo energético
significativo para a sua secagem (L.i et al., 2008);

» Custos elevados em equipamentos e em cuidados para o cultivo de microalgas, em
comparagdo com uma cultura de matéria-prima convencional (Li et al., 2008);

» O biodiesel proveniente de microalgas contém muitos polinsaturados levando a
instabilidade do biocombustivel (Demirbas, 2011);

» Em sistemas de cultivo abertos hd uma perda elevada de 4gua por evaporagdo e had uma
maior probabilidade de contaminagdes por espécies indesejadas (Khan et al., 2009;
Schenk et al., 2008);

2.3 Parametros de cultivo

A otimizacdo dos factores abidticos no cultivo de microalgas, de acordo com a finalidade da
biomassa (ex.: producdo de elevado teor em 6leo para producdo de biodiesel) é de grande
complexidade, estando os diversos factores interrelacionados e podendo ser limitantes. Nestes
parametros estdo incluidos: a luz (qualidade, ciclo (luz/escuro) e intensidade), a temperatura, a
concentracdo de nutrientes, 0 O, 0 pH, a salinidade, a densidade celular, a agitacdo da cultura, o
tamanho das bolhas de gés e a sua distribuigdo, entre outros (Gouveia, 2011; Koc et al., 2010;
Mata et al., 2010; Pulz, 2001; Schenk et al., 2008).

A distribuicdo das bolhas de gas é um parametro importante na cultura de microalgas pois, permite
a sua agitacao. Esta mistura é necessaria para prevenir a sedimentacéo das células das microalgas,
assegurar que todas as células tém uma exposi¢do média e uniforme a luz e aos nutrientes, facilitar
a transferéncia de calor e evitar estratificacdo térmica e melhorar a troca de gas entre o0 meio de
cultura e fase de ar (Wang et al., 2012). Dependendo da escala e da escolha do sistema de cultura,
a mistura pode ser realizada por arejamento, bombeamento, agitacdo mecénica ou uma
combinagdo dos trés mecanismos. E importante destacar que nem todas as microalgas toleram
uma vigorosa agitacdo. As agitacfes mecanicas por exemplo, podem levar ao stress
hidrodinamico resultando num crescimento e atividade metabdlica restritos. O nivel ideal de
turbuléncia (acima do qual pode ocorrer a morte celular) deve ser investigado, a fim de evitar a
diminuicdo da produtividade (Mata et al. 2010; Barbosa 2003; Suh 2003).

A difusdo do CO; do ar para 0 meio de cultura para substituir o CO, consumido pelas microalgas
é muito lenta, mesmo quando a mistura é intensa. Desta forma, havendo limitacdo de CO; nas
culturas das microalgas é necessario fornecer CO- para garantir um crescimento satisfatorio das
células. Pressdes elevadas de CO- poderdo conduzir a uma diminuicdo da taxa de crescimento
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para as culturas que tenham sido adaptadas a uma baixa presséo parcial de CO- (Lee e Tay, 1991,
Suh e Lee, 2003).

Relativamente a luz solar, esta é outro parametro de cultivo de grande importancia. Por vezes, a
luz solar pode ser demasiado forte para o cultivo de microalgas, sendo que as células das
microalgas sO precisam cerca 1/10 da luz solar direta (Yeh e Chung, 2009). Muitas vezes,
independentemente da fonte de luz, devido a uma intensidade luminosa exagerada, as células das
microalgas sdo incapazes de usar todos os fotbes absorvidos para a realizagdo da fotossintese.
Desta forma, este excesso de intensidade luminosa pode trazer consequéncias como a
fotosaturacéo, a fotoinibicdo ou a foto oxidacdo (Koc et al., 2010). Contudo, o excesso de luz
também podera induzir um aumento do contetdo em 6leo, bem como em pigmentos (Gouveia et
al., 1996). Porém se a intensidade luminosa for baixa, a fotossintese seré lenta, havendo uma
redugdo da producgdo de biomassa. Para compensar este problema, altas intensidades luminosas
ou elevadas temperaturas ndo sdo solucdo, pois podem inibir o crescimento de microalgas e
danificar as células das mesmas (Koc et al., 2010).

Segundo o estudo de (Chen et al., 2011) quando se cultiva microalgas ao ar livre o rendimento
em 6leo usando a fonte de luz natural é entre 100 e 130 m™ ha. Em contraste, o rendimento em
6leo pode chegar a 172 m hal usando fontes de luz artificiais. Tal aumento deve-se a estabilidade
e continuidade da fonte de luz artificial. Desta forma é cada vez mais comum haver culturas de
microalgas usando fontes de iluminacdo artificiais, apesar de estas Ultimas acarretarem custos
energéticos de iluminacdo. Duas das fontes de luz artificiais que se encontram em grande estudo
e que foram estudadas neste trabalho sao as lampadas fluorescentes ¢ os LED’s (light emission
diode), que irdo ser mencionadas de seguida.

2.3.1 Luz: lampadas LED’s.

Os LED’s, comparando com as lampadas fluorescentes tém: um maior tempo de vida, um menor
consumo de energia, uma menor geracdo de calor, uma maior tolerancia para ligar e desligar e
ainda, conseguem reduzir o stress de iluminag&o excessiva na vida das microalgas (Chen et al.,
2011; Koc et al., 2010). Cada cor dos LED’s possui um espectro de luz estreito entre 20 e 30 nm,
0 qual pode ser combinado com as necessidades fotossintéticas das microalgas. Por exemplo, 0
comprimento de onda de adsor¢éo do LED azul e do LED vermelho estédo em torno dos 450 - 470
nm e 645 - 665 nm, respetivamente (Yeh e Chung, 2009).

(Wang et al., 2007) estudaram varios LED’s (branco, vermelho, amarelo, verde e azul) que
correspondem aos comprimentos de onda de 380 -760 nm, 620 - 645nm, 587 - 595 nm, 515 - 540
nm e 460 - 475 nm, respetivamente e diferentes intensidades luminosas (300, 750, 1500, 2250 e
3000 pmol m2 s respetivamente) para explorar os efeitos das fontes luminosas em culturas
fotoautotroficas de Spirulina platensis. Os resultados revelam que o LED vermelho é o que
consegue uma maior producdo de biomassa e taxa de crescimento, para todas as intensidades
luminosas testadas, indo ao encontro dos resultados de (Katsuda et al., 2004). Estes resultados
sdo légicos uma vez que as bandas de absor¢do da clorofila a e b (662 nm e 642 nm,
respetivamente) sdo muito préximas do comprimento de onda da luz vermelha (pico 659 nm)
(Koc et al., 2010). A taxa de crescimento celular obtida pela cultura iluminada com LED amarelo
¢ maior do que a do LED verde. A principal razdo destes resultados ¢é a faixa do espectro de
emissdo do LED amarelo ter uma grande sobreposi¢do com a luz vermelha, enquanto a banda do
espectro da luz verde tem uma pequena sobreposicdo com a luz vermelha. Em contaste, o LED
azul ndo tem qualquer sobreposi¢édo na banda de emisséo com o LED vermelho, mostrando uma
baixa eficiéncia no crescimento celular em todas as intensidades luminosas. Por outras palavras,
as bandas de absor¢éo da clorofila ndo estavam presentes nos comprimentos de onda da luz azul.
A cultura iluminada com LED branco exibiu uma producdo média de biomassa pois a luz branca
é uma combinacdo de todos os comprimentos de onda, sendo muitos deles inapropriados para
uma boa eficiéncia fotossintética (Schulze et al, 2014).
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O estudo de Yeh e Chung, (2009) mostra o efeito da intermiténcia de LED’s vermelhos em
diferentes culturas de microalgas (30 ml de cultura). O aspeto interessante que este estudo revelou
€ gue se obtém maiores taxas de crescimento das microalgas em luz intermitente do que apenas
com luz continua.

Abiusi et al. (2014) estudaram o cultivo da microalga marinha Tetraselmis suecica durante 9 dias.
O estudo era constituido por quatro fotobioreatores planares de 2 litros, em que cada um era
iluminado por um conjunto de LED’s de uma cor (branco, vermelho, azul e verde). Os resultados
obtidos demonstraram que a maior concentracéo foi da cultura iluminada por LED’s brancos (1,65
g/1), seguindo a dos LED’s vermelhos (1,58 g/1), a dos verdes (0,72 g/1) e por fim, a dos azuis
(0,61 g¢/l). Relativamente a taxa de crescimento, calculada a partir do aumento do ndmero de
células, revelou-se que esta foi o dobro na cultura iluminada com luz vermelha (0,12 dia™),
quando comparada com as culturas sujeitas a luz branca (0,07 dia), azul e verde (0,06 dia). No
que diz respeito ao teor de lipidos, a cultura que produziu mais foi a que esteve sujeita a
iluminacdo azul (21,8%), seguida da cultura iluminada com a cor branca (19%) e no mesmo
patamar, as iluminadas por luz verde e vermelho (17,3%). Outro factor analisado foi a &rea de
seccdo longitudinal celular, observando-se que esta area na cultura sob luz vermelha foi quase
metade da area obtida pela cultura sob luz branca e cerca de 75% da cultura iluminada com luz
verde ou azul. Este resultado mostra que o comprimento de onda da fonte luminosa tem também
influéncia na morfologia das células, facto que ja foi confirmado por varios autores (ex.:(Schulze
etal., 2014)

2.3.2 Luz: lampadas fluorescentes

As lampadas fluorescentes sdo geralmente fabricadas a partir de tubos longos de vidro contendo
vapor de mercurio a baixa pressdo com uma pequena quantidade de um gas inerte (por exemplo
argon), sendo a maior parte da luz emitida na regido do visivel (400-700 nm) (Carvalho et al.,
2011).

(Koc et al., 2010) testaram o crescimento da microalga Chlorella kessleri durante sete dias e com
trés fontes de ilumina¢do (LED’s vermelhos, LED’s azuis e lampadas fluorescentes): (i) a
intensidade de corrente foi mantida constante (2,6 mA); (ii) a intensidade luminosa foi constante
(6030 lux). Em (i) a biomassa duplicou em 97 horas com o LED azul, em 41 horas com o0 LED
vermelho e em 49 horas com as lampadas fluorescentes. Em (ii) a biomassa duplicou em 99 horas
com o LED azul, em 96 horas com o LED vermelho e em 76 horas com lampadas fluorescentes.
As células cultivadas com as lampadas fluorescentes eram menores do que as dos LED’s azuis,
mas equivalentes as dos LED’s vermelhos (didmetro médio 12 mm). O tamanho e forma das
células das microalgas eram muito mais variadas, quando cultivadas sob a luz fluorescente do que
sob o LED azul ou vermelho. Na primeira experiéncia, verificaram que com a luz fluorescente se
obtinha uma producdo de mais células do que com os LED’s.

Este dltimo resultado vai ao encontro do que foi obtido por Chen e Lee (2012), usando as
microalgas Spirulina platensis e Nannochloropsis oculata. Estes autores testaram o cultivo das
microalgas com luz natural, continuando a lampada fluorescente a produzir mais células.
Relativamente ao pH, este era mais elevado nos fotobioreatores iluminados com lampadas
fluorescentes ¢ LED’s vermelhos, indicando que as microalgas consumiam mais dioxido de
carbono e cresciam mais rapido no que diz respeito ao nimero e tamanho de células e na
guantidade de biomassa. Com este estudo conclui-se que os LED’s vermelhos sdo mais eficazes
para a realizagdo da fotossintese, sendo a concentracdo maéssica celular de microalgas mais
elevada (para as microalgas estudadas). Como foi mencionado anteriormente no subcapitulo dos
LED’s, tal deve-se ao facto de a fotossintese necessitar de luz na vizinhanga dos picos de absor¢édo
das clorofilaae b (662 nm e 642 nm, respetivamente), como € o caso da luz LED vermelha.

Comparando com os LED’s, as [dmpadas fluorescentes podem permitir maiores produtividades
de biomassa microalgal e apresentar uma maior estabilidade, mas tal depende da familia da
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microalga em questdo (clordfita, cloroficea ou rodofita). As lampadas fluorescentes também
podem permitir iluminar uma larga &rea e tém baixos custos de construgdo, no entanto, tém
elevados consumos energéticos e custos operacionais. Relativamente aos consumos energéticos
é de salientar que com a mesma intensidade de luz total, substituindo as lampadas fluorescentes
por LED’s ha uma diminuigdo de 50% no consumo de energia elétrica. Principalmente devido ao
consumo energético, o uso dos LED’s é cada vez mais promissor. O aumento da eficiéncia
fotossintética e da taxa de crescimento das microalgas a um custo menor sera um passo importante
para o desenvolvimento com sucesso da produgdo de microalgas (Chen et al., 2011).

2.3.3 Temperatura

Depois da luz, a temperatura é o factor mais importante e limitativo para a cultura de microalgas.
Os efeitos da temperatura para muitas espécies de microalgas em laboratério sdo bem
estabelecidos, no entanto, a magnitude dos efeitos da temperatura em culturas exteriores ainda
ndo esta suficientemente conhecida. Muitas microalgas conseguem tolerar temperaturas 15°C
abaixo do seu ideal de temperatura, mas caso se exceda a temperatura entre 2 a 4°C pode conduzir
a uma perda da cultura (Mata et al. 2010). Converti et al. (2009) estudaram o efeito do aumento
da temperatura de 20°C para 25°C, na microalga Nannochloropsis oculata. O teor lipidico
aumentou de 7,9% para 13,82% e a produtividade lipidica foi aproximadamente a mesma (=~ 10
mg/l/dia). Relativamente a taxa de crescimento esta diminuiu de 0,13 dia® para 0,07 dia®. Os
mesmos autores ainda testaram a Chlorella vulgaris, aumentando a temperatura de 25°C para
30°C. O teor lipidico diminui de 14,71% para 5,90%, acompanhado pela descida da produtividade
lipidica (20 mg/l/dia para 8 mg/l/dia). A taxa de crescimento permaneceu inalterada nas duas
temperaturas (0,14 dia). Com estes resultados pode-se concluir que a temperatura ideal para a
producéo de lipidos, taxa de crescimento e teor lipidico dependera da microalga em causa.

2.3.4 Nutrientes

A disponibilidade dos nutrientes € um dos factores que controla os niveis de produtividade
priméria dos organismos fotossintéticos. Diferentes composicOes destes nutrientes sdo fornecidas
as células na forma de CO,, &gua e sais minerais em quantidades macro ou micro. Os
macronutrientes sdo essenciais para o crescimento normal e neles estdo incluidos: carbono,
fésforo, hidrogénio, oxigénio, calcio, magnésio, potassio de sodio, azoto e cloro. Consideram-se
como micronutrientes o ferro, o boro, o cobre, entre outros e estdo presentes no meio em
guantidades micro, nano ou pico gramas por litro (Chen et al., 2009; Dragone et al., 2010).

Independentemente dos nutrientes em causa, a caréncia de alguns faz com que as microalgas
tenham comportamentos diferentes no que diz respeito as suas reservas. Por exemplo, a caréncia
de azoto leva a que as microalgas acumulem uma maior quantidade de lipidos, pigmentos e
acucares mas existe um menor crescimento da biomassa das microalgas. Tal é explicado porque,
na auséncia de azoto, ndo ha producdo de amido nas microalgas e consequentemente, ndo ha
crescimento das microalgas. Desta forma, o carbono fixado pela fotossintese é conduzido para
produzir acidos gordos, levando a uma maior acumulagdo de lipidos. Sendo o amido a fonte de
carbono e energia das células, quando ha caréncia de azoto, ira esgotar-se conduzindo a redugdo
da eficiéncia da fotossintese e a uma menor producdo de biomassa (Lam e Lee, 2012). A titulo de
exemplo tem-se o caso da producdo de Neochloris oleoabundans com caréncia de azoto e sujeita
a uma temperatura de 30°C, que atingiu um teor lipidico maximo de 56% e uma produtividade
lipidica de 13,22 mg/l/dia, durante 6 dias. A mesma microalga sujeita a mesma temperatura e com
a suficiente presenca de azoto no meio de cultura, produziu um teor lipidico maximo de 23% e
uma produtividade lipidica de 14,31 mg/l/dia, durante 9 dias. (Gouveia et al., 2009).
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2.3.5 pH

O pH étimo para a maioria das espécies de microalgas cultivadas esté entre 7 e 9. Contudo, ha
espécies que tém um pH 6timo mais na gama do acido ou da base. A cultura de microalgas no
intervalo de pH 6timo é crucial, pois caso contréario podera ocorrer colapso na cultura devido ao
rompimento de processos celulares por pH extremos. Ao mecanismo de controlo do pH deve ser
integrado o sistema de arejamento, capaz de controlar eficientemente o pH da cultura (Wang et
al., 2012).

2.4 Salinidade

Tanto em sistemas abertos como em fechados, a salinidade pode afetar o crescimento e a
composicao celular das microalgas. Cada alga tem uma gama 6tima de salinidade que pode
aumentar durante condicGes de clima quente, devido a alta taxa de evaporacdo. A maneira mais
facil para controlar a salinidade é por adi¢do de 4gua doce ou salgada (Moheimani, 2005).

A adicdo de sais, nomeadamente cloreto de sodio a cultura de microalgas é uma forma de induzir
stress, aumentando o teor lipidico. A titulo de exemplo tem-se o estudo de (Campenni et al., 2013)
que cultivaram autotroficamente Chlorella protothecoides com 10, 20 e 30 g/l de NaCl, apds
escassez de nitratos, produzindo 38,6%, 43,4% e 41,5% de teor lipidico.

2.5 Sistemas de cultivo das microalgas

As microalgas podem ser cultivadas em trés regimes diferentes de producéo: (1) fotoautotréfico,
onde a luz é usada como fonte de energia e o didéxido de carbono, como fonte de carbono
(inorganico); (2) heterotréfico, em que a cultura consegue crescer na auséncia de luz e utiliza
compostos organicos como fonte de carbono e energia (glucose, glicerol, etanol) e (3)
mixotrofico, onde o regime (1) e (2) sdo combinados (Mata et al., 2010).

Os sistemas de cultivo das microalgas sdo: as lagoas abertas e os fotobioreatores fechados. Os
fotobioreatores fechados sdo mais recentes e foram desenvolvidos para superar algumas das
limitacGes das lagoas abertas, ou seja, permitir um melhoramento da cultura microalgal (Khan et
al., 2009) (Lam e Lee, 2012). Contudo, a otimizacdo da cultura de uma espécie especifica de
microalga € uma realidade complexa que joga com diferentes pardmetros mencionados em 2.3
(Schenk et al., 2008).

2.5.1 Fotobioreatores fechados

Os FBR’s fechados sdo sistemas que apresentam inGmeras vantagens comparativamente as
lagoas, tais como: permitem a cultura de uma sé espécie de microalgas durante longos periodos,
assegurando um baixo risco de contaminacdo; tém um design técnico flexivel e conseguem altas
taxas de produtividade de biomassa devido a pequenas perdas de CO, por evaporagdo e a um
maior rigor no controlo dos pardmetros de crescimento (temperatura, pH, mistura, CO2 e O,).
Consequentemente, ao produzirem altas produtividades de biomassa tém uma menor pegada
ambiental (Brennan e Owende, 2010; Chisti, 2007; Pulz, 2001; Schenk et al., 2008).

Porém, os custos associados a estes sistemas em termos de construgdo, operacéo e cultivo séo
mais elevados do que os das lagoas abertas, sendo compensados pela alta produtividade de
biomassa, mas apenas para algumas espécies de microalgas e/ou de acordo com a aplicacéo final
(Mata et al., 2010; Schenk et al., 2008).

Uma outra desvantagem dos FBR’s ¢ a foto inibi¢do causada pelos altos niveis de oxigénio,
dissolvidos na cultura, superiores aos valores de saturacdo do ar. Ou seja, altos niveis de oxigénio
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dissolvidos em conjugagdo com luz solar intensa provoca danos foto oxidativos nas células das
microalgas. Outras das limitacfes sdo: um grande aquecimento, bio incrustaces de biomassa das
microalgas as paredes do reator, dificuldade em ampliar a escala e deterioracdo do material usado
na zona da incidéncia solar (Mata et al., 2010).

Atualmente os principais tipos de fotobioreatores fechados sdo: os tubulares, os planares e os de
colunas de bolhas (ou airlifts) (Fig. 3). Nos FBR’s tubulares os tubos poderdo estar alinhados
horizontalmente, verticalmente, inclinados ou como uma hélice (Brennan e Owende, 2010; Chisti,
2007). Contudo, as duas configuragbes mais usadas por razdes de distribuicdo de luz e
concentragdo celular séo os planares (horizontais ou verticais) e os tubulares (Brennan e
Owende, 2010) (Posten, 2009).

Fig. 3 — Exemplo de fotobioreatores fechados. Da esquerda para a direita: FBR’s
planares, tubulares e de colunas.

http://algae-energy.co.uk/biofuel_production/pbrs/
http://www.schott.com/english/news/press.htmlI?NID=com4212

http://www.aqualgae.com/fotobio.html

De uma forma geral, os fotobioreatores sdo constituidos por um conjunto de tubos de materiais
translucidos (ex.: pléstico ou vidro) e cujo didmetro deveré rondar os 10 cm ou menos. O didmetro
dos tubos (FBR’s tubulares) ou o tamanho dos canais (FBR’s planares) tera de ser pequeno, de
modo a que haja penetragdo da luz em toda a cultura (Brennan e Owende, 2010; Chisti, 2007).

Nestes sistemas as culturas séo agitadas com uma bomba ou outro fornecimento de ar, permitindo
a troca de CO;, e O entre 0 meio liquido e o gas de arejamento, assim como o fornecimento de
um mecanismo de mistura (Eriksen, 2008).

2.5.2 Tanques abertos

Os tanques abertos (Fig. 4) tém como principais caracteristicas terem um circuito fechado, canais
de recirculagdo em forma oval, geralmente entre 0,2 e 0,5 m de profundidade, e mistura e
circulagdo auxiliadas por rodas de pés, sendo estas duas ultimas caracteristicas fundamentais para
0 crescimento das microalgas e para evitar a sedimentacdo das mesmas (Brennan e Owende, 2010)
(Lam e Lee, 2012).
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Fig. 4 - Tanque aberto

http://algae-energy.co.uk/biofuel_production/cultivation/

O nivel de CO; necessario para o crescimento das algas é obtido pelo ar a superficie dos tanques
podendo-se, porém, instalar arejadores submersos para uma melhor absorc¢éo de CO, (Brennan e
Owende, 2010).

Apesar de o0s tanques abertos serem mais econdémicas no que diz respeito a produgéo de biomassa
de microalgas a larga escala, possuirem manutencdo e limpeza faceis e consumirem menos
energia, ttm um maior risco de contaminag@o e menor controle dos pardmetros de cultivo em
relacdo aos sistemas fechados (Brennan e Owende, 2010).

2.6 Colheita da biomassa das microalgas

Apos a cultura das microalgas segue-se a fase de colheita das mesmas, onde se faz a separacao da
biomassa do seu meio de cultura (Lam e Lee, 2012).

A selecdo do método mais adequado para a colheita das microalgas depende de varios factores,
tais como: dimensdo da cultura, espécie, densidade celular, condigdes de cultura em que as
microalgas foram produzidas, produto final e seu valor comercial (Abdelaziz et al., 2014).

S&0 vérios 0s processos para a colheita da biomassa: a eletrocoagulacéo/eletrofloculacéo, a
centrifugacao, a sedimentacdo por gravidade, a flotag&o, a filtracdo e a floculacéo

De seguida neste topico apenas serdo mencionadas, de uma forma breve, as técnicas que ndo
foram usadas neste projeto. No subtdpico seguinte serdo descritas as técnicas usadas neste
trabalho para a colheita de biomassa.

A sedimentacdo por gravidade € uma técnica que separa a cultura em dois sistemas de fases um
liquido claro e um concentrado de alga (Uduman et al., 2010). A velocidade de sedimentacéo esta
relacionada com a densidade e tamanho das células das microalgas (adequado para células >
70 um). A colheita por sedimentacdo por gravidade natural pode ser realizada através de
separadores de lamelas e tanques de sedimentagdo. A taxa de sedimentacdo e a separagdo
microalgal podem ser aceleradas adicionando floculantes a colheita (Uduman et al., 2010). Apesar
de a sedimentacdo por gravidade ser 0 processo mais econémico, possui uma baixa eficiéncia de
recuperacao de biomassa (Park et al., 2011).

A flotagdo € um método fisico-quimico que facilita a separagdo (mistura sélida-liquida) através
do borbulhamento de ar ou gas sobre a mesma. As moléculas gasosas ligam-se as particulas
solidas e desta forma as particulas sdo transportadas até a superficie do liquido onde sdo
removidas (Uduman et al., 2010). A eficiéncia deste método depende de factores como: a
instabilidade das particulas em suspensdo (menor instabilidade, maior contacto particula-ar), o
tamanho das particulas (particulas mais pequenas, mais instabilidade), a captura das bolhas de ar
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ou gas pelas particulas solidas, o pH e a for¢a idnica (Abdelaziz et al., 2014; Uduman et al., 2010).
Estes dois ultimos factores devem ser otimizados antes de iniciar o processo. A adicdo de sais
polieletrélitos e de aluminio ou ferro podem aumentar a eficiéncia do processo (Abdelaziz et al.,
2014).

A filtracdo é um processo fisico que separa particulas sélidas que estdo em suspensao num fluido,
utilizando um filtro ou uma membrana onde os sélidos ficam retidos. As membranas tém como
principais vantagens: a eficiéncia, a fiabilidade e a seguranca na separacdo soélido-liquido.
Contudo, relativamente a colheita de microalgas, a recuperacdo da biomassa pode ser
insatisfatdria, por ser um processo lento. Tal deve-se a uma progressiva incrustacdo das
membranas, havendo uma reducado do fluxo de permeacdo durante o processo de separacao. Este
problema é causado pela adsor¢do, pela concentracdo de compostos na superficie da membrana
e, consequentemente, pelo entupimento dos poros da mesma. No entanto, algumas técnicas sdo
aplicadas para que tal ndo aconteca, tais como: utilizar fluxo cruzado em vez de frontal, filtrar em
altas velocidades e selecionar um sistema que cause instabilidade préoximo da superficie da
membrana (Pires et al., 2012; Rossi et al., 2008). Outro dos inconvenientes desta técnica é a
possivel quebra da parede celular das células microalgais durante o processo, tal como acontece
com a centrifugacdo. Desta forma, para microalgas com estruturas frageis é necessario selecionar
um sistema de bombagem adequado (Jaouen et al., 1999; Rossignol et al., 1999).

A floculagdo é um processo de agregacdo das células de microalgas devido a adigdo de um
floculante no meio, que perturba a estabilidade das particulas, promovendo a sua separacao (Suali
e Sarbatly, 2012). Esta técnica é simples, rapida, com custos reduzidos e consegue atingir
eficiéncias de colheita de biomassa superiores a 90%. No entanto, o0 seu uso é limitado devido as
contaminagdes da biomassa das microalgas. Existem diferentes formas de conseguir a floculagao
como: a floculagdo quimica, a biofloculagéo e a eletrofloculacdo (Pires et al., 2012). Como
exemplos de floculantes tém-se: os sulfatos de aluminio e os cloretos de aluminio e de ferro (0s
mais usados), 0s polimeros organicos e os biofloculantes. Os polimeros organicos (ex.: amido)
sdo compostos biodegradaveis e ndo toxicos. Os biofloculantes sdo substancias poliméricas
produzidas por células vivas (bactérias, fungos, actinomicetes) com a vantagem de terem baixo
custo e ndo provocarem contaminagdes por ides metélicos (Lam e Lee, 2012). Os floculantes
quimicos (Alx(SO4)s; AlCIs; FeCls) ttm como principal desvantagem as contaminagdes dos iGes
metalicos. Por vezes é adicionada uma solucéo de hidroxido de sédio para aumentar o pH do
meio, conduzindo a deposicao rapida das células em suspensao (Pires et al., 2012).

2.6.1 Eletrocoagulacéo/Eletrofloculacao

A eletrocoagulacdo (EC) ou eletrofloculagdo € um processo que usa mecanismos quimicos e
fisicos para separar a biomassa microalgal do seu meio de cultura. Para a EC funcionar sdo
necessarios dois elétrodos reativos submersos numa suspensdo microalgal sujeita a uma corrente
elétrica. Estes elétrodos normalmente s&o de aluminio, pois sdo mais eficientes para a recuperagdo
de biomassa microalgal do que os de ferro (Vandame et al., 2011). Neste processo as microalgas,
que apresentam carga negativa, sao atraidas para o anodo e quando se encontram nele perdem a
sua carga ficando na forma de agregado de algas. Ainda durante o processo, ha a libertacdo de
ibes metalicos pela oxidagdo eletrolitica do material do &nodo, que servem como agentes
coagulantes (Matos et al., 2013). Com a eletrélise da agua sdao geradas microbolhas de oxigénio
e hidrogénio que sobem a superficie (flotacdo) trazendo consigo agregados de algas que sdo
facilmente recolhidos (Poelman et al., 1996). A biomassa algal pode entdo ser colhida a superficie
(ap6s a flotacdo) ou no fundo, quando ja ocorreu a posterior sedimentacdo das algas coaguladas
(Gao et al., 2010; Poelman et al., 1996; Uduman et al., 2011).

Este processo apresenta varias vantagens, tais como: (1) baixo consumo energético e baixo custo
de investimento, (2) ndo necessita da adicdo de quimicos, (3) versatil, (4) seguro e (5) eficaz
(Poelman et al., 1996; Uduman et al., 2011). Desta forma, devido as caracteristicas (1) esta € uma
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técnica que se destaca e distancia de uma forma positiva de técnicas como a centrifugacdo ou a
sedimentacdo com floculantes (Poelman et al., 1996). Contudo, existem desvantagens que entre
elas se destacam: (1) a necessidade regular de substituir os elétrodos e (2) o risco da contaminacao
da biomassa por aumento dos i6es metélicos do elétrodo, quando se usam correntes de elevada
intensidade e/ou durante muito tempo (Uduman et al., 2011). A eficiéncia da eletrocoagulacdo
depende de varios factores tais como: dos elétrodos (material, design, distancia entre eles, area
submersa), a intensidade da corrente, o tempo de funcionamento, o pH, a temperatura, a
condutividade da suspenséo de microalgas e o tamanho das microalgas (Gao et al., 2010; Uduman
etal., 2011).

Em relacdo a distancia entre os elétrodos, quanto maior for essa distancia menor é a quantidade
de energia consumida, embora maior seja a duragdo do processo, até um determinado limite.
Contudo, devera encontrar-se um compromisso entre 0 consumo energético do processo e a
duracdo do mesmo. Por exemplo, atingir 96% de eficiéncia de remoc¢ado em 75 minutos com um
baixo consumo energético (0,3 kWh/m®) ou atingira mesma eficiéncia em menos tempo (45
minutos), mas gastando o dobro da energia (Poelman et al., 1996).

Um dos factores que causa 0 aumento da eficiéncia da EC, segundo Gao et al. (2010); Uduman
et al. (2011) é o teor de sal da suspensdo microalgal, que conduz a uma maior condutividade da
suspensdo microalgal, conduzindo a uma menor necessidade de energia para 0 processo.

2.6.2 Centrifugacgao

A centrifugacéo € um dos métodos de colheita de recuperagdo de biomassa microalgal mais usado.
Este processo utiliza a acdo da forca centrifuga para separar os sélidos em suspensao do liquido,
havendo a deposicéo das particulas suspensas. Tal separacédo € baseada no tamanho das particulas
e nas diferentes densidades dos componentes do meio (Uduman et al., 2010).

A colheita de biomassa das microalgas por centrifugacdo € o processo mais usado em laboratério,
pois ndo necessita de reagentes e € rapido e eficiente. Porém, este processo tem desvantagens
significativas, como o elevado custo de equipamento e de consumo energético, aumentando 0s
custos operacionais. Assim sendo, a centrifugagdo so é usada quando os produtos que se querem
obter possuem um elevado valor (Knuckey et al., 2006; Pires et al., 2012). Adicionando a estes
inconvenientes, uma possivel danificagdo das estruturas celulares das microalgas (depende da
espécie de microalga em causa) devido as forcas gravitacionais e de tenséo de corte (Grima et al.,
2003; Lee et al., 2008; Pires et al., 2012).

Relativamente as microalgas salinas, estas aumentam a velocidade de corrosdo dos materiais das
centrifugas, dai o seu uso limitado na recolha de algas marinhas (Pires et al., 2012; Uduman et
al., 2010).

2.7 Secagem de biomassa de microalgas

Apos a colheita da biomassa das microalgas € muitas vezes necessario proceder a sua respetiva
secagem. Dentro dos processos de secagem destacam-se a secagem usando secador solar, estufa
ou liofilizador, sendo que este Ultimo néo foi testado neste trabalho.

Comparativamente as culturas terrestres usadas para a produgdo de biocombustiveis, a secagem
de biomassa de microalgas para a mesma finalidade é mais longa, dado estas conterem teores de
agua muito elevados. Sendo a presenca de agua um factor limitante para a realizagdo de alguns
processos, tais como a extracao de lipidos e a transesterificacdo, é de extrema importancia a sua
remocdo. Desta forma, a solucdo que se tem assumido para contornar este problema de longos
periodos de secagem e consequentemente, significativos gastos energéticos, € o uso da energia
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solar para a secagem da biomassa das microalgas. Contundo, € preciso ter em consideracdo que a
secagem a partir do sol depende das condig¢des climatéricas (Lam e Lee, 2012).

Um estudo de anélise de ciclo de vida (LCA) destacou que o uso de gas natural como combustivel
para a secagem de biomassa de microalgas consumia quase 69% da entrada total de energia, o
que levou a um balanco energético negativo na producdo de biocombustiveis de microalgas
(Sander e Murthy, 2010). Assim sendo, este estudo incentiva a investigacdo mais intensa de
secadores solares mais eficientes de modo a garantir a sustentabilidade da industria de
biocombustiveis de microalgas.

A liofilizacdo é uma técnica de secagem que desidrata ap6s congelamento das amostras. As
amostras previamente congeladas sdo sujeitas a baixas pressoes, cerca de 1 kPa e a temperaturas
de — 40 °C. O congelamento tem a vantagem de tornar as paredes das células porosas devido a
formac&o de cristais de gelo dentro da célula, o que também melhora a extragdo dos produtos
intracelulares (Cafhavate e Ferndndez-Diaz, 2001). Este processo de secagem apresenta custos
muito elevados devido a grande quantidade de energia consumida e aos elevados custos de
operacdo e manutencdo (Morist et al., 2001). As principais causas do consumo de energia sdo 0
congelamento das amostras, a sublimagdo, dessor¢do e condensacao da dgua e do bombeamento
a Vacuo para manter uma pressdo baixa. O custo global deste processamento é entre 4 a 8 vezes
maior do que o obtido por secagem convencional. Por estas razbes é que a liofilizacdo é apenas
utilizada em produtos de elevado valor comercial. Teoricamente, este elevado consumo de energia
pode ser reduzido atraves da variacao de algumas condi¢des de operacao, tais como a temperatura
do condensador e a temperatura de superficie das amostras (Lee et al., 2012).

2.7.1 Estufa

A secagem em estufa de biomassa microalgal é um processo que consiste num fluxo continuo de
ar quente que permite a evaporagdo da humidade da mesma (Ratti, 2001).

Relativamente ao tempo de secagem da biomassa dependera da finalidade do produto. Segundo
Guldhe et al. (2014), o processo de secagem de Nannochloropsis sp., que tinha como finalidade
extrair os lipidos, demorou 12 horas na estufa e consumiu 6 kWh, enquanto no secador solar
demorou 72 horas sem gastos energéticos.

2.7.2 Secador solar

Apesar de a secagem solar ter grandes beneficios em termos energéticos existem outros aspetos a
considerar. Dado o elevado teor de humidade da biomassa e o longo tempo de operagdo, a
secagem solar pode levar a decomposicao da biomassa com perda de qualidade da mesma. Assim
sendo, 0 uso da energia solar para secagem de biomassa da alga em escala industrial, s6 podera
ser feito quando houver um conhecimento aprofundando destes parametros e como 0s contornar
(Lam e Lee, 2012). Para além da secagem solar exigir longos periodos de secagem, exige também
largas superficies de secagem. Apesar de tais contras, a secagem solar é provavelmente o método
mais barato de secagem que tem sido usado (Prakash et al., 2007).
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3. Microalga: Neochloris oleoabundans

A Neochloris oleoabundans (Fig. 5) € uma microalga unicelular de 4gua doce pertencente a classe
Chlorophyceae e a familia Chlorococcaceae.

Esta é uma microalga bastante interessante para a producgdo de biodiesel, dado o seu teor em
lipidos, que pode variar entre 29 e 65% (Mata et al., 2010), bem como o adequado perfil em
acidos gordos (Gouveia et al., 2009). Revelou-se também como uma alga com potencial num
conceito de biorefinaria (Ferreira et al., 2015).

De acordo com os resultados de varios autores (ex., Gouveia et al. (2009) e Li et al. (2008))
conclui-se que a otimizacéo entre o teor lipidico e a produtividade de biomassa de uma microalga,
é uma tarefa de dificil conjugacéo.

Fig. 5 - Neochloris oleoabundans ao microscopio.

Vaérios sdo os factores de stress estudados para N. oleoabundans que permitem aumentar a sua
producdo de lipidos. Entre eles destaca-se o crescimento sob escassez de azoto, podendo haver
um aumento de 50% no teor em lipidos, ndo ocorrendo nenhuma mudanga significativa no perfil
de &cidos gordos (Gouveia e Oliveira, 2009). Este estudo indica também que a N. olecabundans
¢ constituida principalmente por acidos gordos insaturados (= 65%), tendo também uma
percentagem significativa de acido palmitico (C 16:0 = 20%). De entre 0s acidos gordos
insaturados contém 18% de é&cido linolénico (C 18:3) e aproximadamente 2% de acidos
polinsaturados.

Segundo o estudo de Santos et al., (2012), o cultivo de N. oleoabundans sob concentragdes salinas
e elevado pH, torna esta espécie de microalga rica em lipidos. Como néo existe até ao momento
uma Unica estratégia para maximizar a produtividade lipidica de N. oleoabundans, (Popovich et
al., 2012) sugerem o cultivo desta espécie em agua do mar sob escassez de azoto. Contrariamente
a Santos et al. (2012) e Arredondo-Vega et al. (1995) consideram que a salinidade do meio pode
afetar a composicao celular da espécie através do processo de osmorregulacdo. Arredondo-Vega
et al. (1995) observou um menor teor lipidico de N. oleoabundans em meio marinho (18,9%) em
comparagdo com o cultivo em &gua doce (36,5%).
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4. Materiais e métodos

4.1 Microalga: Neochloris oleoabundans

No presente trabalho a microalga estudada foi a Neochloris oleoabundans. Antes da utilizacdo da
microalga em sistemas de cultivo, referidos mais a frente, as culturas estavam num “banco de
algas”, em erlenmeyers contendo o meio apropriado (Brystol) (Anexo 1), tapados com rolhas de
gaze e algoddo. Os erlenmeyers, as rolhas e 0 meio Brystol foram esterilizados na autoclave a
120°C durante 20 minutos, antes da introducdo da microalga.

4.2 Meio de cultura

Para o cultivo da microalga N. olecabundans foi utilizado meio Brystol (Anexo 1). Este meio foi
esterilizado na autoclave a 120°C durante 20 minutos, quando as culturas foram realizadas em
reatores de coluna de bolhas de 1 litro. Nos casos em que a cultura foi realizada em manga de
plastico polietileno (5 litros) ou em fotobioreator planar alveolar (35 litros), o meio ndo foi
esterilizado.

Nos ensaios em que se estudou o efeito da adi¢do de cloreto de s6dio desde o inicio da cultura,
este foi dissolvido no meio antes de se proceder a sua esterilizacdo em autoclave.

4.3 Crescimento da microalga

4.3.1 Reator de coluna de bolhas
(a) Efeito da salinidade do meio

Para o estudo da influéncia do NaCl no crescimento e teor lipidico da microalga N. oleoabundans,
esta foi cultivada em reatores de coluna de bolhas, nos quais foram realizados ensaios em que se
adicionou 5, 10 e 15 g de NaCl desde o inicio da cultura e outros em que apenas se acrescentou o
NaCl (10 g/l), ap6s escassez dos nitratos no meio de cultura. Nestas experiéncias as culturas foram
iluminadas continuamente durante 24 horas, com uma intensidade luminosa de 2,37 kix
(luximetro Phywe) proveniente de quatro lampadas Philips fluorescentes TL-D 36 W/54-765
(Fig. 6 A). A temperatura foi mantida constante (= 27°C).
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1- Filtro com algodao esterilizado; 2 — Entrada de ar comprimido; 3 — Saida de ar comprimido;
4 - Saida para recolha de amostras; 5 — Lampadas; 6 — Difusdo de ar comprimido; 7 — Aquario

Fig. 6 — Esquema da disposicdo das lampadas (a amarelo) relativamente ao reator de coluna
de bolhas, em diferentes ensaios (A e B).

(b) Efeito do tipo de iluminagdo

A influéncia do tipo iluminacdo foi avaliada no crescimento e teor lipidico da microalga
N. oleoabundans. Para tal foram utilizados seis reatores de coluna de bolhas, onde duas das
culturas ndo foram sujeitas a stress salino, outras duas continham 15 g de NaCl desde o inicio da
cultura e as restantes duas onde s6 se acrescentou 15 g de NaCl apds escassez de nitratos. Trés
destes reatores (um de cada condicdo de cultura) foram iluminados por trés Iampadas Philips
fluorescentes TL-D 36W/54-765 e os outros trés foram iluminados por trés lampadas Philips LED
Master ledtube t8 19 W/865, sendo que ambos os tipos de ldmpadas emitiam cerca de 1,53 Kkix
(luximetro Phywe). Estas seis culturas tiveram a duragéo de 15 dias e foram iluminadas num dos
lados dos reatores durante 24 horas por dia (Fig. 6 B). Estes ensaios foram realizados a
temperatura ambiente, sem qualquer outro controle.

A agitacdo da cultura nos reatores de coluna de bolhas provinha da injeg&o de ar comprimido.

4.3.2 Manga de pléstico

Outro sistema de cultivo utilizado foi a manga de polietileno (Fig. 7). Nestes ensaios, foram
colocados namanga 5 litros de meio de cultura (anexo 1) e 150 ml de inéculo de N. oleoabundans,
proveniente do crescimento em reator de coluna de bolhas. As mangas encontravam-se iluminadas
durante 24 horas por dia por 4 lampadas Philips fluorescentes TL-D 36W/54-765, recebendo uma
intensidade luminosa de cerca 2,35 kix (luximetro Phywe). A agitacdo do meio de cultura era
proveniente de ar comprimido que era injetado (controlado manualmente), sendo também este a
fonte de CO2. Os ensaios decorreram a uma temperatura de cerca de 25°C, devido ao ambiente
controlado do laboratério em que se encontravam.
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Fig. 7 — Manga de pléastico de polietileno com cultura de N. oleoabundans.

4.3.3 Fotobioreator planar alveolar

O cultivo da microalga N. oleoabundans também foi testado num fotobioreator planar alveolar,
de 35 litros de capacidade. O ensaio teve a duracdo de 16 dias e foi iluminada por 5 lampadas
Philips fluorescentes TL-D 36W/54-765, apenas num dos lados do fotobioreator (Fig. 8),

recebendo cerca de 3 kix de intensidade luminosa. A agitacdo do meio de cultura provinha de ar
comprimido (controlado manualmente).

Fig. 8 — Fotobioreator planar alveolar com cultura de N. oleoabundans e a disposi¢éo das lampadas
fluorescentes.
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4.4 Métodos

4.4.1 Avaliacao do crescimento da cultura

De modo a acompanhar o ciclo de vida da microalga, procedeu-se a recolha de amostras das
culturas de N. oleoabundans nos diversos sistemas de cultivo, tendo-se analisado em cada amostra
parametros como o pH (elétrodo inoLab level 1), a densidade 6tica (DO), 0 peso seco e o teor de
nitratos. Recolheu-se diariamente uma amostra de 5 ml de cada cultura. Em dias alternados, para
além da analise do pH e da DO, foi também determinado o peso seco e 0s nitratos, recolhendo-se
nestes dias cerca de 20 ml de amostra.

A medicdo da DO foi realizada a 540 nm num espectrofotometro Hitachi U-2000. As amostras a
analisar foram diluidas convenientemente para garantir que os valores da densidade Gtica se
encontravam dentro do intervalo 0,1 — 1.

Relativamente aos pesos secos usou-se filtros de membrana de vidro (VWR, glass microfibres
filters 693) com 47 mm de didmetro e com a capacidade de retencao de particulas de 1,2 um. Os
filtros foram secos, antes da sua utilizacdo, numa estufa (Schutzart DIN 40050-1P20 Memmert),
durante 4 horas a 80°C, sendo depois pesados. Apos a filtracdo da amostra da microalga, de um
volume de aproximadamente de 20 ml (Fig. 9), os filtros foram novamente secos na mesma estufa
(80°C e 4 horas) e posteriormente pesados. Ambas as pesagens foram realizadas numa balanga
Mettler Toledo classic AB204-S.

Fig. 9 — Filtracdo de uma amostra de cultura, para determinacéo do peso seco.

Para determinar o teor de nitratos no meio de cultura, aproveitou-se o filtrado de cada peso seco,
o qual foi analisado no cromatografo i6nico Dionex ICS-100, apés injecdo de solugBes padrdo
(Anexo 2). O cromatdgrafo estava equipado com um supressor ASRS-Ultra I, uma pré-coluna
AG14 A 4x50 mm, uma coluna IONPAC AS14 A 4x250 mm e um detetor de condutividade. O
fluxo do eluente (Anexo 3) do cromatdgrafo idnico era de 1 ml/min. Para as culturas com elevados
teores de cloretos (superiores a 5 g/ 1) usou-se um filtro de prata (Dionex OnGuard I Ag number
057089) e de hidrogénio (Dionex OnGuard Il H number 057085) para permitir a leitura dos
nitratos.
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4.4.2 Colheita da biomassa microalgal

4.4.2.1 Centrifugacao

Em todas as experiéncias realizadas ao longo do trabalho foi utilizado como processo de recolha
da biomassa microalgal a centrifugacao.

A centrifuga usada foi uma Heraeus multifuge 3SR+ Thermo Scientific, tendo todas as amostras
sido centrifugadas a 10 000 rpm durante 5 minutos, a uma temperatura de 10° C (Fig. 10).

O consumo elétrico da centrifuga foi medido com um medidor de energia elétrica (Ecowatt
chacon KGS01-01) durante o seu funcionamento, de modo a determinar o consumo efetivo.

) ‘

Fig. 10 — Biomassa de N. oleocabundans antes (A) e apés (B) centrifugacao.

4.4.2.2 Eletrocoagulacao

Como método de recolha de biomassa foi também utilizada a eletrocoagulacdo (EC). No entanto,
este processo foi apenas realizado numa das experiéncias, tendo a biomassa sido sujeita a
centrifugacdo apos a EC.

Neste processo de EC testou-se uma intensidade de corrente de 0,3 A e utilizaram-se dois
elétrodos de aluminio com uma area mergulhada na solugdo de 12 cm?. A espessura dos dois
elétrodos era de 1 mm, colocados paralelamente um em relacéo ao outro e distanciados entre si
de 1,2 cm. Estes encontravam-se ligados a uma fonte de alimentacéo externa de corrente continua
(DC), Mastech HY3005D. Os ensaios foram realizados em copos de vidro de 600 ml contendo
aproximadamente 400 ml de cultura, mantida sob agitacdo constante a 100 rpm, numa placa de
agitacdo (Heidolfh) com um agitador magnético (Fig. 11).

Para determinar a eficiéncia da recuperagdo da biomassa microalgal foram recolhidas amostras
de 1 ml abaixo da camada de microalgas floculada a superficie do copo, ap6s 30 minutos da
paragem do processo de EC. Cada uma destas amostras foi analisada no espetrofotémetro (Hitachi
U-2000) a 540 nm, de modo a determinar a DO final, para comparagdo com a DO da cultura antes
da EC. Desta forma, a eficiéncia da recuperacdo da biomassa microalgal é dada pela equagdo 1:

__ DO;j—-DOy
T recuperacio da biomassa microalgal = DO;

x 100 Equacédo 1
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onde DO; ¢ a densidade 6tica inicial (antes do processo de EC) e a DOs é a densidade 6tica final
(30 minutos ap6s paragem da EC).

Apbs a EC as microalgas formaram flocos a superficie (Fig. 11), tendo esta biomassa sido
recolhida e posteriormente centrifugada e seca em estufa.

O consumo elétrico obtido pelo processo de EC foi medido com um medidor de energia elétrica
(Ecowatt chacon KGS01-01) durante o seu funcionamento, de modo a determinar o consumo
efetivo.

Elétrodos
de

) aluminio
Gobolé com

cultura de

microalgas
Fonte de

alimentacdo

O

Fig. 11 — Inicio da eletrocoagulacdo de N. oleoabundans e respetivo sistema de eletrocoagulagéo
(figura da esquerda.) e N. oleocabundans apés a eletrocoagulacéo (figura da direita).

Placa de agitacdo
magnética

4.4.3 Secagem da biomassa microalgal

4.4.3.1 Estufa

Todas as culturas de N. oleoabundans dos sistemas de cultivo estudados (humidade =~ 85%) foram
secas em estufa (Schutzart DIN 40050-1P20 Memmert) a 70°C (Fig. 12), entre 4 a 8 horas. Como
todos os equipamentos, a estufa foi sujeita & medi¢do do seu consumo elétrico durante o processo
de secagem da biomassa microalgal, com o medidor de energia Ecowatt chacon KGS01-01.

Fig. 12 — Biomassa de N. oleoabundans antes (figura da esquerdé) e apéé (figura da direita) a
secagem na estufa
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4.4.3.2 Secador solar

A secagem da biomassa de N. oleoabundans foi também realizada num secador solar (SECMAD,
LNEG) (Fig. 13), com um volume de 0,28 m?, uma area de coletor solar de 0,8 m?e a capacidade
de secar 1 a 2 kg de biomassa diminuindo o teor de humidade de 85% para 5%, entre 3 a 4 horas.
O secador solar pode ainda funcionar com uma ventoinha de 20 W de modo a forcar a ventilacéo
do ar (Ferreira et al., 2015). Neste trabalho optou-se por usar a ventoinha durante o processo de
secagem.

Relativamente a temperatura da secagem, esta foi dependente das condi¢Ges meteorolégicas.

A biomassa usada neste tipo de secagem foi a proveniente da manga de pléstico. Dividiu-se a
biomassa em duas caixas de Petri em que cada uma tinha aproximadamente 4,2 g de biomassa
hdmida, sendo uma seca na estufa e outra no secador solar, simultaneamente.

Coletores solares

Ventiladur_}_ A
alétrico B

Recipientss de r y [
———H—" | |

biomassa I

Fluxo de ar

| | 1 Entrada de ar

Fig. 13 — Esquema (a esquerda) e foto (a direita) do secador solar SECMAD (adaptado de
(Ferreira et al., 2015).

4.4.4 Rutura celular e extracao de lipidos da biomassa microalgal
(a) Pré-tratamento de rutura celular

Ap0s a secagem da biomassa, e de modo a provocar a rutura celular na mesma, esta foi sujeita a
moagem no moinho de bolas (Retsch MM400) durante 3,5 minutos a uma velocidade de 25 s,
utilizando-se uma bola de 20 mm de diametro, em cada capsula. Relativamente a quantidade de
biomassa por moagem, esta foi de cerca 1 g (maximo de 0,5 g de biomassa em cada capsula).

(b) Extracéo por solvente

Para extrair os lipidos da biomassa microalgal recorreu-se ao método Soxhlet. Neste processo
utilizou-se entre 0,5 g a 1 g de biomassa microalgal previamente seca e moida e como solvente o
n-hexano. A biomassa foi colocada dentro de um cartucho de extragéo, de celulose (Whatman),
sendo este posteriormente introduzido num extrator Soxhlet, ao qual foi acoplado um baldo de
fundo redondo com n-hexano (= 170 ml). Este conjunto foi colocado numa manta de aquecimento,
ligando a um refrigerante de bolas (Fig. 14).

A extracdo decorreu durante seis horas, tempo ao fim do qual o solvente contendo a fracéo lipidica
foi filtrado (filtros Fisher Scientific com didmetro de 110 mm) para um baldo de evaporacao,
previamente tarado (balanga Mettler Toledo Classic AB204-S). Este baldo foi levado ao rotavapor
(Buchi-R-200) a 235 mbar e 40°C para se proceder a evaporacao do solvente (Fig. 14). O balao
contendo a fragdo lipidica foi depois colocado durante 1 hora na estufa a 103°C, permitindo a
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evaporacdo de vestigios de n-hexano, sendo por fim pesado (balangca Mettler Toledo Classic
AB204-S).

Refrigerante de
bolas

Bal3o de
evaporacao
Manta de porac
aquecimento Bahs
Balio de fundo termostatico
redondo

— ]
Fig. 14 — Extragdo da fracao lipidica presente na biomassa microalgal em Soxhlet (figura da
esquerda) e evaporagdo do hexano no rotavapor (figura da direita).

O teor de fragdo lipidica presente na biomassa microalgal foi determinado com base na equagéo
2:

Teor de fracdo lipidica = —paldoxfi” Tbalio » 10 Equacéo 2

Mijnjcial de biomassa

onde Meaizo+f € @ Massa do baldo com a fragdo lipidica, Mpaizo € @ massa do baldo € Minicial de biomassa
¢ a massa da biomassa colocada dentro do cartucho, antes do inicio do Soxhlet.

Este processo também foi sujeito & medicdo dos consumos elétricos dos varios equipamentos
envolvidos (estufa, manta de aquecimento, rotavapor e banho termostatico), com o medidor de
energia Ecowatt chacon KGS01-01.

4.4.5 Caracterizacgao da fracdo lipidica

4.4.5.1 Composicdo em acidos gordos

Para avaliar a composicdo em &acidos gordos das fracdes lipidicas obtidas por extracdo Soxhlet,
estas tiveram de ser tratadas utilizando o método do trifluoreto de boro (ISO 5509, 2000), de
modo a se obterem o0s correspondentes ésteres metilicos, os quais foram analisados por
cromatografia em fase gasosa.

Para se preparar a amostra utilizando o método do trifluoreto de boro (BF3), colocou-se uma
pequena porcdo de fracdo lipidica num baldo de destilagdo de 50 ml, ao qual se adicionou
reguladores de ebulicdo e 4 ml de solucdo metandlica de NaOH (0,3 M). Colocou-se o baldo num
banho termostatico a 80°C, durante 5 minutos, ap6s o que se adicionou 5 ml de solu¢do metandlica
de trifluoreto de boro. Aguardou-se 3 minutos, juntando-se de seguida 3 ml de iso-octano.
Retirou-se o baldo de destilacdo do banho, acrescentou-se aproximadamente 40 ml de solucéo
saturada de NaCl e agitou-se fortemente durante 15 segundos. Apds a separacao das fases (Fig.
15), transferiu-se a camada superior para um tubo de ensaio, fazendo-a passar por sulfato de sédio
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anidro. A amostra foi posteriormente analisada por cromatografia em fase gasosa usando o
cromatografo Varian CP-3800 GC. Este cromatografo estava equipado com uma coluna capilar
de 30 m Supelcowax 10 (0,32 mm de didametro interno e 0,25 um de espessura) e o0 gas de arrasto
foi o hélio, mantido a uma taxa constante de 1,2 ml/min. As temperaturas do injetor e do detetor
foram mantidas constantes (250°C). A temperatura do forno foi programada para comecar a
220°C durante 16 minutos, aumentando 20°C/minuto até aos 230°C e mantendo-se nesta
temperatura durante 4 minutos.

A percentagem relativa de cada um dos acidos gordos presentes nas amostras analisadas foi
determinada com base nas areas dos picos obtidos no cromatograma, de acordo com a norma EN
14103 (EN 14103, 2003). A identificacdo dos diferentes acidos gordos foi feita por comparacéao
com os resultados obtidos para uma solucdo padrdo, analisada nas mesmas condicOes
cromatograficas.

i
Fig. 15 — Separacéao de fases no final do tratamento da amostra pelo método do trifluoreto de
boro.

4.4.5.2 Indice de iodo

O indice de iodo é um parametro que avalia o grau de insaturagdo de um 6leo ou biodiesel. Embora
a sua determinacdo possa ser feita experimentalmente segundo a norma europeia (EN 14111,
2003), neste trabalho apenas se efetuou o célculo teérico, de acordo com a norma (EN 16300,
2013), dada a limitacdo de amostra disponivel. Assim, o indice de iodo da fragdo lipidica extraida
da biomassa de N. oleoabundans corresponde ao somatério das varias parcelas obtidas por
multiplicacdo dos factores tabela dos para cada éster metilico de &cido gordo insaturado (Tabela
3) pela percentagem dos ésteres metilicos correspondentes, obtida por cromatografia gasosa.

Tabela 3 — Valores dos factores correspondentes a cada éster metilico. Nos ésteres
metilicos saturados o x representa um algarismo néo definido (adaptado de (EN
16300, 2013)).

Ester metilico de 4cidos gordos Factor
Saturados C 1x:.0 0
Tetradecanoato de metilo C 14:1 1,056
Hexadecanoato de metilo C 16:1 0,950
Heptadecanoato de metiloC 17:1 0,899
Octadecanoato de metilo C 18:1 0,860
Octadecadienoato de metilo C 18:2 1,732
Octadecatrienoato de metilo C 18:3 2,616
Insaturados Eicosenoato de metilo C 20:1 0,782
Eicosadienoico de metilo C 20:2 1,574
Eicosatrienoico de metilo C 20:3 2,376
Docosenoato de metilo C 22:1 0,720
Docosadienoico de metilo C 22:2 1,448
Docosatrienoico de metilo C 22:3 2,184
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5. Resultados e discussao

5.1 Crescimento de Neochloris oleoabundans

No presente trabalho, a microalga Neochloris oleoabundans foi cultivada em trés diferentes
fotobioreatores: colunas de bolhas em vidro (1 1), manga de polietileno (5 I) e reator planar
alveolar (35 1).

O crescimento da biomassa foi avaliado em todos os sistemas de cultivo através da leitura da
densidade Gtica (DOsa0 nm) € determinacdo do peso seco. Nos varios reatores também o teor em
nitratos e o pH foram monitorizados ao longo do tempo. No final de cada ensaio foi avaliado o
contetdo em lipidos, dado ser este o parametro que se pretendia maximizar em todo o estudo,
tendo em vista a posterior producdo de biodiesel.

5.1.1 Reator de colunas de bolhas: iluminacdo com lampadas fluorescentes
(a) Influéncia da presenca de NaCl

O objetivo da primeira experiéncia foi avaliar a influéncia da presenca de NaCl no crescimento e
no teor lipidico das culturas de N. oleabundans e qual a melhor estratégia para o fazer: no inicio
da cultura ou apo6s a escassez de nitratos. Usaram-se para este efeito reatores de coluna de bolhas
e a experiéncia decorreu durante 28 dias.

Num dos reatores adicionou-se 10 g/l de NaCl no 21° dia de cultura, quando os nitratos se
encontravam com um valor de 0,45 mg/l (Fig. 16 (B)), € no outro reator adicionou-se 10 g/l de
NaCl desde o inicio da cultura, quando o valor de nitratos era ainda elevado.
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Fig. 16 — Crescimento (A), consumo de nitratos (B) e variacao de pH (C) em culturas de
N. oleoabundans, realizadas em reatores de colunas de bolhas, com 10 g/l de NaCl desde o
inicio da cultura (®) e com 10 g/l de NaCl adicionada apés escassez de nitratos (21° dia) ().

A Fig. 16 (A) mostra que na maior parte do tempo de cultura, 0 peso seco para 0 ensaio com
adicdo de NaCl desde o inicio foi superior ao do ensaio em que 0 NaCl so foi adicionado apds 21
dias de inoculacdo. Contudo, no Gltimo dia de cultivo os ensaios apresentaram valores de peso
seco semelhantes. Relativamente ao peso seco maximo atingido na cultura com adi¢do de NaCl
ao 21° dia foi de 0,79 g/l, ao 9° dia ap6s inoculacdo, altura em que teve inicio a morte da cultura.
Na cultura com adicdo de NaCl no inicio, um peso seco méaximo de 1,00 g/l foi atingido ao 11°
dia, apds o qual se observou uma fase estacionaria de 12 dias (Fig. 16 (A)). A fase de morte celular
teve inicio no 23° dia.
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O crescimento das culturas foi também seguido pela DOsa4g nm, tendo-se observado valores iniciais
de aproximadamente 0,488, e valores finais de 1,240 (adi¢do de NaCl ao 21° dia) e de 1,200
(adicdo de NaCl no inicio).

Ao longo da fase de crescimento observou-se uma alcalinizacdo das culturas até valores de pH de
10,42 e 9,84 para a cultura sem e com NaCl desde o inicio, respetivamente (Fig. 16 (C)). Os
valores de pH da cultura sem adi¢do inicial de NaCl foram sempre superiores aos do outro ensaio,
até ao 11° dia apds inoculacdo. A partir dai, e até ao 21° dia, verificou-se o inverso, embora depois
da adi¢éo de NaCl a situacdo se tenha novamente invertido.

A biomassa final obtida em cada um dos ensaios foi analisada em termos de teor em lipidos.
Como se pode observar na Tabela 4, nos ensaios da 12 experiéncia realizados nos reatores das
colunas de bolhas, a cultura de N. oleoabundans em que se obteve um maior teor lipidico (0,179
g 1ipidos/l cutrura) fOi @aquela em que a adicdo de 10 g/l de NaCl foi realizada no inicio da cultura.

Tabela 4 - Influéncia da presenca de NaCl no teor de lipidos produzidos pela microalga
N. oleoabundans, em reatores de colunas de bolhas.

12 Experiéncia 23 Experiéncia
10 g/l NaCl 10 g/l NaCl 10 g/l NaCl 5 g/l NaCl 10 g/l NaCl 15 g/l NaCl
apos desde o apos desde o desde o desde o
escassez de inicio da escassez de inicio da inicio da inicio da
nitratos cultura nitratos cultura cultura cultura
Teor lipidico 24,72 294 2514 24,36 32,37 36,24
(%m/mblomassa seca)
Teor lipidico
0,144 0,179 0,195 0,229 0,419 0,434
(g lipidos/| cultura)

Assim, com base nestes resultados, selecionou-se como melhor estratégia para a obtencéo de um
maior teor de lipidos, a adicdo de NaCl logo no inicio da cultura.

De notar que alguns autores referem um comportamento inverso ao observado no presente
trabalho ou seja, uma maior producéo de lipidos quando a cultura € sujeita a limitagdo de azoto
(Santos et al., 2012).

(b) Influéncia da quantidade de NaCl

Na segunda experiéncia nos reatores de colunas de bolhas, com a duragdo de 15 dias, foi estudada
a influéncia da quantidade de NaCl, tendo este sido adicionado no inicio da cultura. O estudo foi
constituido por quatro culturas de N. oleoabundans, sendo dois ensaios repeticdo da primeira
experiéncia (adi¢do de 10 g/l de NaCl apds reducdo dos nitratos e no inicio da cultura) e 0s
restantes dois com 5 e 15 g/l de NaCl desde o inicio da cultura.

Como se pode observar na Fig. 17 (B), no reator em que se adicionou 10 g/l de NaCl apenas no
8° dia de cultura, a concentracdo de nitratos ja tinha tido um decréscimo significativo, para valores
de 15,34 mg/l.
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Fig. 17 - Crescimento (A), consumo de nitratos (B) e variagédo de pH (C) em culturas de
N. oleoabundans, realizadas em reatores de colunas de bolhas, com diferentes concentracdes
iniciais de NaCl (g/l): 5 (™), 10 (®) e 15 (® ) e para 10g/l de NaCl adicionada ao 8° dia apds
inoculacéo ().

Na Fig. 17 (A) pode-se observar que entre os dias 3 e 6 0s crescimentos de todas as culturas séo
pouco significativos. O motivo pelo qual tal aconteceu reside no facto de estes dias terem
correspondido a um fim-de-semana e de ter havido uma falha no fornecimento de ar comprimido,
0 que limitou o crescimento das culturas pois ndo houve nem agitacdo do meio de cultura nem
fornecimento de CO..
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Analisando a mesma figura observa-se que o peso seco final mais elevado (1,30 g/l) corresponde
a cultura com uma quantidade de NaCl inicial de 10 g/l. J& o menor peso seco final (0,78 g/l) foi
obtido na cultura sem adicéo inicial de NaCl, o que veio confirmar os resultados da 12 experiéncia
ou seja, ndo ser vantajosa a adicdo de NaCl na fase em que ja se verificou um decréscimo
acentuado do teor de nitratos no meio de cultura. Nas culturas com 5 g/l de NaCl e 15 g/l de NaCl
inicial obtiveram-se pesos secos finais de 0,94 g/l e de 1,20 g/l, respetivamente.

A DOs4nm das quatro culturas foi monitorizada ao longo dos ensaios, sendo os valores iniciais de
todas as culturas de aproximadamente 0,285. Os valores maximos de DOs4 nm €m todas as culturas
foram atingidos ao 15° dia ap6s inoculacdo, com os valores que variaram entre os 1,833 para a
cultura com 15 g/l de NaCl desde o inicio da cultura e 2,163 para a cultura com 10 g/l de NaCl
apos escassez de nitratos.

Pode-se observar pela Fig. 17 (C) que ao 6° dia, todas as culturas se encontravam com valores de
pH muito proximos (= 8,70) devido a falha de ar comprimido ocorrida entre 0 3° e 0 6° dia e que
ndo permitiu o crescimento das culturas. A partir desse dia observou-se uma alcalinizagcdo do
meio associada ao crescimento da microalga, até ao 13° dia ap6s inoculagéo, tendo-se registado
depois uma diminuigdo do pH para valores finais de 8,95, 8,86 e 8,46 para as culturas com adi¢ao
inicial de 5, 10 e 15 g/l de NaCl, respetivamente.

A biomassa final de cada uma das culturas foi analisada em termos de teor de lipidos (Tabela 4),
tendo o valor mais elevado para este parametro (36,24 %) sido obtido no ensaio com adic¢&o inicial
de 15 g/l de NaCl. Neste caso, foi atingido um teor de lipidos na cultura de 0,434 g iipidos/| cuttura-

Comparando as culturas com 10 g/l de NaCl observa-se que o maior teor lipidico foi obtido pela
que tinha NaCl desde o inicio da mesma (0,419 g iipidos/l cuitwra), iNdo a0 encontro dos resultados da
12 experiéncia (Tabela 4).

Vérios autores (Gouveia e Oliveira, 2009; Kirrolia et al., 2012) relatam que as algas produzem
mais lipidos sob condicGes de stress ou ambientes desfavoraveis. Isto porque em condicdes 6timas
de crescimento as algas sintetizam acidos gordos, principalmente para esterificarem em glicerol,
lipido principal da membrana que as constitui (responsavel por 5 a 20% do peso seco da célula).
No entanto, sob condic¢des desfavoraveis, muitas microalgas alteram a sua biossintese de lipidos
(&cidos gordos de C10 a maior do que C20) para formar e acumular lipidos neutros (20 a 50% do
Seu peso seco), principalmente em forma de triacilglicerol (TAG). Estes servem essencialmente
como reservas de carbono e energia que, depois de sintetizados, sdo depositados em densos corpos
lipidicos localizados no citoplasma da célula.

Nas condicOes de stress estudadas no presente trabalho, que estiveram associadas a diferente
concentracdo de sal presente no meio de cultura, as observagdes acima foram verificadas, uma
vez que os melhores resultados em termos lipidicos foram obtidos para a cultura sujeita a maior
stress ou seja, maior concentracdo inicial de NaCl (15 g/l). Assim, foi selecionada como melhor
condi¢do para o crescimento / producdo de lipidos, a adicdo inicial ao meio de cultura de
N. oleoabundans de uma concentracdo de NaCl de 15 g/I.

5.1.2 Reator de colunas de bolhas: iluminacdo com lampadas fluorescentes e

LED’s
A terceira experiéncia realizada nos reatores de colunas de bolhas, com duragdo de 15 dias, foi
constituida por seis reatores, tendo como principal objetivo comparar o crescimento de
N. oleobundans na presenca de dois tipos de iluminacéo: por lampadas fluorescentes e por LED’s.
Os ensaios, para cada tipo de lampada, foram realizados na presenca de 15 g/l de NaCl adicionado
no inicio da cultura e apds escassez de nitratos e, ainda, na auséncia de NaCl. Embora as condi¢Ges
de cultura ja tivessem sido anteriormente otimizadas (seccdo 5.1.1), optou-se por realizar estes
ensaios comparativos uma vez que o comportamento da cultura na presenca de iluminagdo por
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LED’s poderia ser diferente do observado com as lampadas fluorescentes, além de que se
pretendia que os ensaios fossem realizados todos com a mesma intensidade luminosa (1,52 klx).

Na figura 18 encontram-se os resultados obtidos nestes ensaios, quer em termos de crescimento
da cultura quer da diminuicao de nitratos e variacdo do pH ao longo do ensaio.
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Fig. 18 - Crescimento (A), consumo de nitratos (B) e variacdo de pH (C) em culturas de
N. oleoabundans iluminadas com lampadas fluorescentes e LED’S, realizadas em reatores de
colunas de bolhas com 15 g/l de NaCl desde o inicio da cultura (©* e X, respetivamente), com
15 g/l de NaCl adicionada apés escassez de nitratos (8° dia) (M e ©, respetivamente) e sem
NaCl (® e +, respetivamente).
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Como se pode observar (Fig. 18 (A)), nos primeiros sete dias de cultura os valores mais elevados
de pesos secos foram obtidos nas culturas em que a adigdo de NaCl (15 g/I) foi realizada no inicio
do ensaio. No entanto, 0s pesos secos finais mais elevados foram obtidos para as culturas com
15 g/l de NaCl adicionado apés escassez dos nitratos, com valores de 1,54 g/l e 1,36 g/l na cultura
iluminada por lampadas LED’s e por lampadas fluorescentes, respetivamente. Ja nas outras
condicdes de cultura, os valores de biomassa final obtidos mostraram ser independentes do tipo
de iluminacdo. Os menores valores de biomassa finais foram obtidos para as culturas com 15 g/l
de NaCl desde o inicio do cultivo. Desta forma, em cada par de reatores com as mesmas
caracteristicas de cultura, sendo a Unica diferenca o tipo de iluminacdo, constata-se que, em
particular quando a adicdo de NaCl foi efetuada ao 8° dia ap6s inoculacdo, os valores mais
elevados de biomassa foram atingidos para as culturas iluminadas com lampadas LED’s.

Os valores de DOs4o nm das seis culturas também foram monitorizados neste ensaio. A DOsao nm
inicial para todas as culturas era aproximadamente 0,038, sendo que os valores maximos atingidos
variaram entre 5,430 na cultura sem stress, iluminada por lampadas LED’s (14° dia) e 2,418 na
cultura com 15 g/l de NaCl desde o inicio, iluminada com Iampadas fluorescentes (13° dia).

Relativamente aos valores de pH, observa-se pela Fig. 18 (C) que todas as culturas comegaram
com valores cerca de 6,50, exceto as culturas que tinham NaCl desde o inicio do cultivo (valores
de pH = 6,00).

Em cada par de reatores com as mesmas caracteristicas de cultura, sendo a Unica diferenca entre
si o tipo de iluminagéo, nota-se que as oscilacdes dos valores de pH ao longo do tempo do cultivo
sdo semelhantes.

As biomassas obtidas no final de cada ensaio foram caracterizadas em termos de teor em lipidos
(Tabela 5). Comparando o teor em lipidos presente nas culturas sem stress com o existente nas
culturas com NaCl, observa-se que 0 mesmo é sempre menor nas primeiras, a semelhanca do que
ja se tinha verificado nos ensaios anteriores.

Tabela 5 - Teor em lipidos das culturas de N. oleoabundans em reatores de colunas
de bolhas, iluminadas com lampadas fluorescentes e LED'’s.

Lampadas Fluorescentes Lampadas LED’s
15g/iNacl | 091 NaCl 15/ Nacl | 09/ NaCl
8 desde o ! desde 0
Sem stress apos escassez S Sem stress apos escassez R
. inicio da . inicio da
de nitratos de nitratos
cultura cultura
Teor lipidico
(%m/m 13,7 134 18,4 1,7 18,6 21,6
biomassa seca)
Teor lipidico
(9 1ipidos/1 0,178 0,181 0,189 0,103 0,253 0,226
cultura)

Comparando os teores lipidicos obtidos nos reatores observa-se que estes sdo mais elevados nas
culturas iluminadas por lampadas LED’s, exceto o da cultura que nao estava sob stress (Tabela 5).
No entanto, foi posteriormente verificado que esta Ultima cultura estava a receber menos
intensidade luminosa ao 6° dia de cultura, factor provavelmente responsavel pelo baixo teor em
lipidos obtido.

Outro dos aspetos que se observa na Tabela 5 é que nas culturas iluminadas por lampadas
fluorescentes, o maior teor lipidico foi obtido para a cultura que tinha 15 g/l de NaCl desde o
inicio (0,189 g iipidos/ | cuttura). Porém, nas culturas iluminadas por lampadas LED’s, o maior teor
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lipidico (0,253 g iipidos/ | cuttura) fOi 0btido para a cultura com adigéo de 15 g/l de NaCl ap6s escassez
de nitratos, tendo um teor lipidico um pouco mais elevado do que a de 15 g/l desde o inicio da
CU|tUI’a (0,226 g ||'pidos/ I cultura).

5.1.3 Reator de manga de polietileno: iluminacao com lampadas fluorescentes

A cultura de N. oleoabundans em manga de polietileno tinha como principal objetivo estudar o
ciclo de vida desta microalga neste sistema de cultivo, tendo o estudo decorrido durante 26 dias.
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Fig. 19 - Crescimento (A), consumo de nitratos (B) e variagdo de pH (C) de uma cultura de
N. oleocabundans sem stress numa manga de plastico.

Como se pode ver na Fig. 19 (A) a cultura foi iniciada com um peso seco de 0,02 g/l, o qual
atingiu o seu maximo (0,73 g/l) ao 12%13° dia ap6s inoculagdo. Verificou-se depois um
decréscimo acentuado do peso seco, obtendo-se um valor final de 0,33 g/l. Relativamente a
concentracdo de nitratos, a cultura apresentava um valor inicial de 175,22 mg/l, tendo-se obtido
um valor final de 1,13 mg/l (Fig. 19 (B)), com uma acentuada diminui¢do dos valores deste
nutriente até ao 9° dia de cultura, a partir do qual a diminui¢do ocorreu a uma taxa menor.
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Relativamente a DOsao nm desta cultura, iniciou-se o crescimento com um valor inicial de 0,125,
tendo a cultura atingindo o seu maximo de DOsa4onm a0 15° dia, com o valor 1,917. Relativamente
aos valores de pH da cultura (Fig. 19 (C)) ocorreram algumas variac6es, sendo que o pH inicial
foi de 7,01 e o pH final de 9,12.

Estes resultados ndo podem, no entanto, ser usados para caracterizar o crescimento da microalga
N. oleoabundans em reator de manga de polietileno, uma vez que durante o ensaio se observou a
formacédo de um biofilme na parede da manga, que impedia a passagem da luz por acumulacéo de
biomassa. Embora se tenha, diariamente, tentado libertar o biofilme adsorvido a superficie da
manga, a sua existéncia foi provavelmente responsavel pelos baixos valores de peso seco
verificados entre 0 18° e 21° dia de cultura, devido a uma deficiente contabilizacdo da biomassa
presente na cultura (Fig. 19 (A)).

Além disso, verificou-se que esta cultura de N. oleoabundans se encontrava contaminada com
outra microalga. As razdes de tal contaminacdo estdo associadas a este sistema de cultivo ter
estado aberto num ambiente onde se encontravam outras culturas de microalgas nas proximidades.
Foram ainda feitas outras tentativas de cultivo de N. oleoabundans em mangas de polietileno, mas
as culturas foram sempre contaminadas por outras espécies.

A biomassa obtida no final do ensaio foi caracterizada em termos de teor em lipidos, sendo parte
da biomassa seca na estufa e outra no secador solar. Atingiu-se 0 mesmo teor em lipidos (6,56 %)
C0m 0 Va|0r de 0,022 g ||'pid05/| cultura-

5.1.4 Fotobioreator planar alveolar: iluminagio com lampadas fluorescentes

O crescimento de uma cultura de N. oleocabundans num fotobioreator planar alveolar, durante 16
dias e iluminada com lampadas fluorescentes, teve como principal objetivo estudar o ciclo de vida
desta microalga, neste sistema de cultivo. Durante o crescimento da cultura observou-se a
formacgéo de um biofilme nas paredes do fotobioreator, sendo 0 mesmo removido regularmente,
com a ajuda de um escovilhdo devidamente desinfetado, de modo a ndo haver diminui¢éo da
intensidade luminosa na cultura. Este procedimento podera ter contribuido para a contaminagéao
da cultura de N. oleoabundans por outras espécies de microalgas (Fig. 20). Tal como nas mangas
de polietileno, outras tentativas de cultivo de N. oleoabundans no fotobioreator planar alveolar
foram realizadas, acabando as culturas por ficar sempre contaminadas por outras espécies de
microalgas (ex: Scenedesmus obliquus e cianobactérias).
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Fig. 20 — Observacéo microscopica da cultura de N. oleoabundans obtida do fotobioreator
planar alveolar onde se observa a presenca de Scenedesmus obliquus.

De qualquer forma, apesar das contaminagdes detetadas, encontra-se na Fig. 21 a evolugéo do
crescimento e do pH da cultura de N. oleoabundans. Esta cultura tinha um peso seco inicial de
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0,05 g/l atingindo o seu maximo (0,53 g/I) ao 10° dia ap6ds inoculacéo (Fig. 21 (A)). A DO inicial
foi de 0,061, atingindo o seu maximo no Gltimo dia de cultura com o valor 1,602.

Em termos de pH, a cultura comegou com um valor de 7,02, tendo atingido o valor maximo de
11,07 ao 10° dia de cultura (Fig. 21 (B)).
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Fig. 21 - Crescimento (A) e variacéo de pH (B) de uma cultura de N. oleoabundans sem stress
num fotobioreator planar alveolar.

No final do ensaio, a biomassa microalgal foi caracterizada em termos de teor em lipidos,

obtendo-se um valor 6,09%, ou seja, 0,032 g ipidos/ | culrura, S€Melhante ao encontrado para o cultivo
em manga de polietileno.

5.1.5 Consumos energeéticos

Os consumos energéticos, por dia, gastos em iluminagdo para as seis culturas (ensaios da sec¢do
5.1.2), estando trés delas iluminadas com trés lampadas LED’s e as restantes trés iluminadas com
trés lampadas fluorescentes foram de 1,4 kWh/dia e de 3,1 kWh/dia, respetivamente, 0 que
representa uma poupanca energética de 54,8% por dia. (Fig. 22). Desta forma, 0s consumos
energéticos no final do tempo de cultivo foram de 21 kWh para as lampadas LED’s e de 46,5
kWh para as lampadas fluorescentes.
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Fig. 22 - Consumos energéticos diarios das lampadas fluorescentes e LED’s.

A extracdo da fracdo lipidica presente na biomassa de N. oleoabundans envolveu, em todos o0s
ensaios realizados, um consumo energético total, por amostra, de 1 kWh. Na Fig. 23 pode-se
observar que 0 maior consumo energético foi proveniente da estufa utilizada no processo de
secagem final do éleo (0,6 kWh), seguido da manta de aquecimento utilizada no processo de
extracdo Soxhlet (0,35 kWh) e, por ultimo, do sistema rotavapor/banho termostético usado para
evaporagéo do solvente (0,05 kWh).
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Fig. 23 — Consumos energéticos, por amostra, nos equipamentos utilizados no processo de
extracao da fragéo lipidica.

5.2 Colheita de biomassa microalgal de Neochloris oleoabundans

5.2.1 Centrifugacéo vs eletrocoagulacéo e centrifugacéo

Para a colheita da biomassa microalgal foi utilizado o processo de eletrocoagulagéo (EC), no qual
a aplicacdo de uma corrente elétrica ao meio de cultura leva a formagdo de microbolhas de Oze
Hz, que sobem até a superficie, arrastando consigo agregados de microalgas (flotagdo). Estes
agregados, por sua vez, foram produzidos pela destabilizacdo causada pelos iGes aluminio, que
funcionaram como floculante quando a superficie, e devido ao seu peso, caiem posteriormente
(sedimentagdo). No processo de EC realizado no presente trabalho foi possivel observar a
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acumulacdo da biomassa a superficie da cultura, apresentando-se 0 meio bastante limpido,
demonstrando uma boa eficiéncia de separacdo (Fig. 24).

Fig. 24 — Cultura de N. oleoabundans antes (A) e ap6s (B) o processo de EC em meio salino,
para uma corrente de 0,3 A, durante 15 minutos.

Vérios sdo os parametros operacionais da EC que influenciam a eficiéncia de recuperagédo de
biomassa microalgal, tais como: a intensidade de corrente, o tempo de operagéo, o pH da solugéo,
a area do elétrodo mergulhado vs volume de solucéo, a concentracdo microalgal, o tempo de
sedimentacdo e a fase de crescimento da microalga. Outro dos factores que interfere com a
eficiéncia da EC é a salinidade. A eficiéncia deste processo é superior em espécies de microalgas
marinhas, pois a presenca de NaCl aumenta a condutividade e, consequentemente leva a um
menor consumo de energia elétrica da EC. Desta forma, conseguem-se melhores eficiéncias de
recuperacdo de biomassa com culturas salinas, tais como a Nannochloropsis sp. (Matos et al.,
2013) ou a Tetraselmis sp. (Uduman et al., 2011), do que com culturas de agua doce (Chlorella
vulgaris) (Matos et al., 2013).

No presente estudo apenas as culturas de reatores de colunas de bolhas iluminadas com lampadas
fluorescentes ¢ LED’s, foram sujeitas a eletrocoagulacdo e posterior centrifugacdo. Neste caso,
testou-se o efeito de dois tempos de operagdo, um para as culturas em meio salino (15 minutos) e
outro para as culturas em dgua doce (45 minutos). Manteve-se constante a intensidade de corrente
com o valor de 0,3 A e a area de elétrodo mergulhado de 12 cm? (densidade de corrente de 25
mA/cm?). Para minimizar o nimero de parametros em estudo, s se testou para todas as culturas
sujeitas ao processo de EC o tempo de repouso de 30 minutos, apesar de se saber que quanto
maior o tempo de repouso apos a EC, maior ¢ a eficiéncia do processo de separagéo.

Os resultados da Tabela 6 revelam que as culturas em agua doce, iluminadas com lampadas
fluorescentes e LED’s, precisaram de 45 minutos para atingir uma eficiéncia de cerca de 96,3%
e 95,8%, respetivamente.
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Tabela 6 — Eficiéncias de recuperacdo de biomassa por EC de culturas de
N. oleoabundans com uma densidade de corrente de 25 mA/cm? e apdés 30 minutos

de repouso.
N. oleoabundans sem NacCl N. oleoabundans com 15 g/l N. oleoabundans com
' de NaCl apo6s escassez de 15 g/l de NaCl desde o
na cultura - R
nitratos na cultura inicio da cultura
lluminacéo Fluorescente LED Fluorescente LED Fluorescente LED
Tempo_de EC 45 15 15
(min)
Concentragao 1,30 1,33 1,36 1,36 1,03 1,05
microalgal (g/l)
pH 8,83 9,17 8,95 9,00 8,82 8,82
N ec (%)
25 mAJCm? 96,3 95,8 95,8 95,6 96,2 96,4

As culturas com adicdo de 15 g/l de NaCl apos escassez de nitratos e desde o inicio atingiram
eficiéncias de EC na ordem dos 96% apenas em 15 minutos (Tabela 6). Comparando as eficiéncias
das culturas apresentadas na Tabela 6, observa-se que aquelas em que a adi¢cdo de NaCl foi feita
apos escassez de nitratos apresentam eficiéncias de EC ligeiramente inferiores as observadas para
as culturas em que a adigdo de NaCl foi realizada no inicio da cultura. Tal pode ser devido ao
facto das culturas em que o sal esteve sempre presente desde o inicio possuirem uma menor
concentracdo de biomassa.

O valor mais elevado para a eficiéncia de remocéo (96,4 % em 15 min) foi obtido na cultura com
15 g/l de NaCl desde o inicio e iluminada com lampadas LED’s, apesar de a diferenca para os
restantes valores ndo ser significativa (Tabela 6). Este resultado € melhor do que o referido no
estudo de Matos et al. (2013), em que a eletrocoagulacdo de Nannochloropsis sp. (cultura em
meio salino — 30 g/l de NaCl) durante 10 minutos, com uma densidade de corrente de 3,3 mA/cm?,
um tempo de sedimentacdo de 30 minutos e uma area de elétrodo por volume de cultura de
30 cm?I, permitiu obter uma eficiéncia de apenas 91,8%.

Apobs a eletrocoagulacdo seguiu-se um processo de centrifugacdo, havendo uma diminuigdo
significativa do volume total de cultura a centrifugar devido a utilizacdo do processo de EC. Os
consumos energeéticos finais maximos associados a estes dois processos de recolha de biomassa
das culturas foram de 0,036 kwWh numa cultura ndo salina e de 0,028 kWh numa cultura salina
(Tabela 7). Esta diferenga de consumos energéticos entre as culturas salinas e ndo salinas é devido
ao tempo de EC, que é influenciado pela presenca ou ndo de NaCl nas culturas. Ou seja, culturas
salinas necessitam de menos tempo de EC do que as culturas ndo salinas, levando a menores
consumos energéticos.
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Tabela 7 - Volumes e consumos energéticos de centrifugacéo e eletrocoagulagéo para
diferentes cenarios em culturas de N. oleoabundans.

Tipo de cultura Né&o salina Salina
15 g/l de NaCl 15 g/l de NaCl
apods escassez de | desde o inicio
nitratos da cultura
Lampadas Fluor. LED Fluor. LED Fluor. LED

Caracteristicas da cultura Sem stress

Volume centrifugado (I) 0,820 0,820 0,80 0,81 0,80 0,80

Centrifugacdo | consumo centrifugagio | o 155 | 0193 | 0.120 | 0122 | 0.120 | 0420
(kWh) ’ ’ ! ’ ’ !

Volume eletrocoagulado (1) 0,82 0,82 0,80 0,81 0,80 0,80

Consumo EC (kwWh) 0,011 | 0,011 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004

Centrifugagio Volume centrifugado (I) 0,160 | 0,170 | 0,140 | 0,140 | 0,150 | 0,160

+ T p”
EC CO”S”m?kﬁ‘rf)r'f”ga‘?ao 0,024 | 0,026 | 0,021 | 0,021 | 0023 | 0,024

Consumo EC +

Centrifugacio (KWh) 0,035 | 0,036 | 0,025 | 0,025 | 0,026 | 0,028

Se apenas se tivesse aplicado como processo de colheita da biomassa microalgal a centrifugacéo,
0S consumos energéticos associados a este processo seriam muito mais elevados do que usando
EC e centrifugacéo (Tabela 7), variando entre 0,120 kWh e 0,123 kWh, dependendo do volume
de cultura a centrifugar.

Pode-se, portanto, concluir que a utilizagdo do processo de EC antes da centrifugacéao resultou em
diminuigcBes energéticas maximas de 71,8% e 79,8 % em culturas ndo salinas e salinas,
respetivamente (Tabela 8).

Tabela 8 - Poupanca energética dos processos de centrifugacéo e eletrocoagulagéo
para diferentes cenarios em culturas de N. oleoabundans.

Tipo de cultura N3o salina Salina
- 15 g/l de NaCl apo6s 15 g/l de NaCl desde
Caracteristicas da . >
cultura Sem stress escassez de nitratos o inicio da cultura
Lampadas Fluores. LED Fluores. LED Fluores. LED
Poupanga 718 71,0 79,5 79,8 78,3 77,0
energética (%)
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Na Figura 25 sdo apresentadas as variag@es dos consumos elétricos, por metro cubico de uma
cultura salina e uma ndo salina, em fungédo do processo utilizado para a colheita das microalgas.
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Fig. 25 — Estimativa do consumo energético para diferentes cenérios de colheita de microalgas
salinas e ndo salinas, por metro cibico de cultura.

Os resultados obtidos neste estudo ndo tém um impacto positivo tdo significativo como os obtidos
por Matos et al. (2013) para a Nannochloropsis sp e por Ferreira et al. (2015) para a Spirogyra
sp., que obtiveram uma diminuicdo energética de 92% e de 90%, respetivamente.

5.3 Secagem da biomassa microalgal de Neochloris oleoabundans

5.3.1 Secador solar vs estufa

A biomassa microalgal obtida ap6s centrifugacéo, com um teor de humidade de cerca de 85%, foi
sujeita a secagem em estufa e em secador solar, de modo a se avaliar a influéncia do processo de
secagem quer no consumo energético quer na qualidade da biomassa.

Os resultados obtidos (Tabela 9) mostram que, para a secagem da biomassa em estufa, se obtinha

um peso constante da amostra apés 4 h a 70°C, o que conduziu a um consumo energético de cerca
de 0,3 kWh.

Tabela 9 — Secagem em estufa.

Tempo de secagem Peso da biomassa ap6s secagem (@)
3h 0,57
4h 0,71
5h 0,71

Em comparagdo, na secagem da biomassa no secador solar atingiu-se um peso constante da
amostra ao fim de 3 h. O consumo energético associado a este processo de secagem foi de
0,06 kWh devido ao auxilio de uma pequena ventoinha elétrica (DC) de 20 W.

Como se pode observar pela Fig. 26, o secador solar atingiu uma temperatura maxima de 55,3°C,
aos 125 minutos e a temperatura média de secagem foi de 50,9°C. Relativamente ao exterior, a
temperatura maxima foi de 31,5°C, aos 7 minutos e a temperatura média foi de 29°C.
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No que diz respeito a radiacéo recebida, no plano horizontal a média foi de 572 W/m? e no plano
inclinado foi de 670 W/m?2. Aos 165 minutos, a radiacdo no plano horizontal e no inclinado
desceu, voltando a subir de seguida. Tal deveu-se a passagem de nuvens no momento das
medicdes, efeito que também € visivel na diminuicdo da temperatura no secador solar (Fig. 26).
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Fig. 26 — Evolug&o da temperatura ambiente ( ) e interior do secador solar (=== ), da radiacéo
no plano horizontal (4 ) e inclinado (), durante o processo de secagem da biomassa microalgal.

De um modo geral, observando a Fig. 27 pode-se concluir que a poupanga de consumo energético
usando o secador solar foi de 80%, dado que se obteve um consumo de 71,4 Wh/g de biomassa
himida para o caso da estufa e de 14,3 Wh/g de biomassa himida, com o secador solar. Contudo,
0 consumo energético do secador solar pode ser nulo, caso ndo se use a ventoinha, tendo apenas
como consequéncia uma secagem mais lenta.

Consumo energético (Wh/g de biomassa

Estufa Secador solar

Fig. 27 — Consumo energético no processo de secagem usando estufa e o secador solar.
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5.4 Caracterizacdo da fragdo lipidica da biomassa microalgal de Neochloris

oleoabundans

5.4.1 Composi¢do em &cidos gordos

A composicao em acidos gordos das fragdes lipidicas extraidas da biomassa microalgal, produzida
ao longo dos varios ensaios realizados neste trabalho, foi determinada por cromatografia em fase
gasosa, e encontra-se apresentada nas Tabelas 10, 11 e 12.

Como se pode ver na Tabela 10 a composicdo das fracOes lipidicas provenientes dos ensaios
relativos ao estudo da influéncia da presencga de NaCl (12 experiéncia), realizados nos reatores de
colunas de bolhas (seccdo 5.1.1 (a)), apresenta um elevado teor de &cidos gordos insaturados
(cerca de 63%), principalmente &cido oleico (C18:1) e &cido linoleico (C18:2). No entanto, a
percentagem relativa destes acidos gordos mostrou ser dependente do tempo de cultivo ao qual a
salinidade do meio foi alterada, tendo um maior teor de C18:1 sido observado no ensaio em que
se adicionou NaCl desde o inicio da cultura. Para ambos os ensaios, o teor de acido linolénico
(C18:3) encontra-se dentro das especifica¢des da norma europeia de qualidade do biodiesel, EN
14214, que estabelece um limite de 12% para o éster metilico deste acido gordo. Contrariamente
ao obtido nestes ensaios, (Gouveia e Oliveira, 2009) observaram que o valor do acido linolénico
da cultura de N. oleoabundans (17,43 %) era superior ao limite estabelecido pela norma, o que
provavelmente esté associado as diferentes condi¢6es de cultura utilizadas.

Tabela 10 - Composicao em acidos gordos (%om/m) das culturas de N. oleoabundans,
nos reatores de colunas de bolhas.

Reatores de colunas de bolhas
12 experiéncia 2% experiéncia
10 %/Fl)él\slaCI 10dg gd I:?)CI 10 %/Fl)él\slaCI 53 éls (Ii\éagl }\loa%/ll }\lsa?:/ll
escassez de A escassez de A desde o desde o

nitratos inicio nitratos Inicto inicio inicio

C10:0 0,15 0,15 0,34 0,35 1,00 0,10
C12:0 0,32 0,34 0,07 0,02 0,02 0,01
C14:0 1,49 0,73 2,09 1,49 0,87 0,52
C16:0 23,43 26,01 25,31 20,33 18,39 19,35
Cle6:1 0,49 1,89 2,51 2,18 1,97 1,37
C17:0 0,57 0,79 1,99 1,34 0,94 0,60
C18:0 2,50 2,69 2,65 3,05 3,39 3,51
C18:1 38,91 48,63 38,45 50,41 54,02 57,77
C18:2 20,08 11,07 17,82 14,27 13,79 11,80
C18:3 4,31 1,16 4,10 3,15 2,48 1,85
C20:0 n.d. 0,07 n.d. n.d. n.d. 0,14
C22:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,09
Cc22:1 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,10 0,03
C24:0 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,29 n.d.
Outros 7,74 6,48 4,67 2,83 2,74 2,77
Saturados 28,47 30,77 32,45 26,57 24,91 24,33
Insaturados 63,79 62,75 62,88 70,02 72,35 72,83
Monoinsaturados 39,40 50,52 40,96 52,59 56,09 59,18

n.d. — ndo detetado
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Nos ensaios em que se estudou a influéncia da quantidade de NaCl (22 experiéncia), realizados
nos reatores de colunas de bolhas (sec¢do 5.1.1 (b)), verificou-se que a percentagem de acido
oleico C18:1, assim como do total de &cidos gordos insaturados, aumentou com o aumento da
guantidade de NaCl presente no meio de cultivo (Tabela 10). J& a percentagem de &cidos gordos
C16:1, C18:2 e C18:3 (Fig. 28), assim como o total de acidos gordos saturados, diminuiu com o
aumento da quantidade de NaCl adicionada as culturas. Uma vez mais, os valores para o acido
linolénico cumprem a especificacdo exigida para biodiesel.

60

Acidos gordos (%)
w
o

10 %
§

Cc16:1 C17:0 C18:0 c18:1 C18:2 c18:3

Fig. 28 - Composicao dos principais acidos gordos (%m/m) das culturas de N. oleoabundans
em reatores de colunas, com 5 (E3), 10 (E&) e 15 (E3) g/l de NaCl desde o inicio da cultura.

Em relacdo aos &cidos gordos presentes na fracdo lipidica extraida da biomassa microalgal
produzida no fotobioreator planar alveolar (seccdo 5.1.4), pode-se observar na Tabela 11 que a
percentagem de acidos gordos saturados foi de 34,43% e a de éacidos gordos insaturados de
59,99%, valores ndo muito diferentes dos obtidos nos ensaios realizados em reator de coluna de
bolhas com 10 g/l de NaCl adicionado ao meio de cultura. Este facto é interessante, ha medida
em que a cultura proveniente do fotobioreator se encontrava contaminada com microalgas de
outras espécies, o que poderia ter levado a alteracdo do perfil em é&cidos gordos dos lipidos
produzidos.

Como se pode constatar na Tabela 11, o processo utilizado para a secagem da biomassa microalgal
proveniente da manga de polietileno (sec¢do 5.1.3) ndo influenciou significativamente a
composicao em acidos gordos da fracdo lipidica, o que abona a favor da utilizagdo do processo
de secagem renovavel (secador solar) para o fim em vista. No entanto, o perfil de &cidos gordos
obtido neste ensaio é diferente do observado quer para a cultura em fotobioreator planar quer em
reator de coluna de bolhas, em particular no que diz respeito a percentagem de acido oleico
(C18:1) e é&cido linolénico (C18:3) presente na fragdo lipidica microalgal. Na origem desta
alteracdo dos valores dos &cidos gordos esta certamente a contaminagdo da cultura, que ocorreu
neste ensaio e que influenciou a predominancia de uns acidos gordos em relacdo aos outros devido
as varias espécies de algas presentes no meio. De notar que nestas fracdes lipidicas a percentagem
de 4acido linolénico é superior & especificacdo da norma EN 14214, pelo que para se obter um
biodiesel de qualidade relativamente a este parametro seria necessario utilizar uma mistura com
outro 6leo ou biodiesel que permitisse uma diminuicdo desse valor.
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Tabela 11 - Perfil de &cidos gordos de biomassa microalgal de N. oleoabundans
proveniente do fotobioreator planar e do reator de manga de plastico, com secagem da
biomassa em estufa e num secador solar.

FBR planar Manga
Secador solar Estufa
C10:0 1,71 n.d. n.d.
C12:0 0,26 n.d. n.d.
C14:.0 1,17 3,63 1,46
C16:0 27,72 29,23 26,92
C16:1 5,87 4,39 4,30
C17:0 0,69 2,59 0,66
C18:0 2,87 1,58 0,88
Cc18:1 35,66 19,97 19,88
C18:2 12,01 10,36 12,08
C18:3 6,45 14,62 16,16
C20:0 n.d. n.d. n.d.
C22:0 n.d. n.d. n.d.
c22:1 n.d. n.d. n.d.
C24:0 n.d. n.d. n.d.
Outros 5,58 13,63 17,66
Saturados 34,43 37,03 29,92
Insaturados 59,99 49,34 52,42
Monoinsaturados 41,53 24,36 24,18

n.d. — ndo detetado

Nos ensaios em que se realizou o estudo do efeito do tipo de iluminagdo (32 experiéncia), em
reatores de coluna de bolhas (seccédo 5.1.2), observa-se que, quer para a iluminagao com lampadas
fluorescentes quer com LED’s, o perfil de &cidos gordos é semelhante para as condi¢des sem
stress e com stress salino apds escassez de nitratos, havendo uma alteragdo significativa em
particular da percentagem de acido oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) quando o a adicéo de sal é
realizada no inicio do processo. Pode-se ainda constatar neste estudo, que a composic¢éo em acidos
gordos depende do tipo de iluminacdo obtendo-se, no geral, valores mais elevados nas culturas
iluminadas com lampadas fluorescentes (Tabela 12). O 4cido oleico (C18:1) é o que se encontra
em maior quantidade em todas as culturas, variando de 32,13% a 58,41%. Os &cidos gordos mais
abundantes nas culturas que estdo sob escassez de nitratos sdo o C16:0 e 0 C18:1, o que vai de
encontro ao que foi obtido por Santos et al. (2012). Este resultado também ocorreu nos ensaios
da primeira e segunda experiéncia dos reatores de colunas de bolhas.

Outra conclusdo que se pode tirar relativamente aos acidos gordos monoinsaturados, e que
também se concluiu com a 12 experiéncia em reatores de coluna de bolhas, é que estes acidos sdo
produzidos em maior quantidade nos reatores contendo NaCl desde o inicio da cultura, em
comparagdo com o obtido nos reatores de colunas de bolhas com NaCl apds escassez de nitratos.
Esta conclusdo é valida tanto nas culturas iluminadas com lampadas fluorescentes como nas
culturas cuja fonte de luz foram LED’s (Tabela 12).

Comparativamente, as culturas sem NaCl e com 15 g de NaCl apds escassez de nitratos
apresentam os acidos gordos monoinsaturados com valores muito proximos, tanto no caso das
culturas iluminadas com ldmpadas fluorescentes como com LED’s (Tabela 12).
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Tabela 12 - Perfil de acidos gordos de culturas de N. oleoabundans iluminadas com
lampadas fluorescentes e LED’s em reatores de colunas de bolhas.

Reatores de colunas de bolhas
(32 experiéncia)

Lampadas Fluorescentes

Lampadas LED’s

15 %gé'\slac' 15 g/l NaCl 5 %/F')éNsaC' 15 g/l NaCl
Sem stress escassez de d.es,dt_e 0 Sem stress escassez de d_es,dg 0
nitratos inicio nitratos iniclo
C10:0 0,17 0,47 0,53 0,73 2,52 0,14
C12:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C14:0 0,38 0,27 0,26 0,62 0,23 0,19
C16:0 25,49 24,37 18,82 28,17 25,96 19,90
C16:1 0,65 0,60 0,04 0,52 0,97 0,41
C17:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C18:0 3,81 3,07 4,03 3,47 2,13 2,92
C18:1 38,16 39,14 58,41 34,72 32,13 49,41
C18:2 20,63 18,93 10,99 19,24 21,86 16,99
C18:3 4,75 5,69 2,27 5,06 6,25 3,74
C20:0 0,14 n.d. 0,17 0,29 0,08 0,07
C22:0 n.d. 0,08 0,11 n.d. n.d. n.d.
c22:1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C24:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Outros 5,82 7,39 4,38 7,18 7,87 6,22
Saturados 29,99 28,26 23,92 33,27 30,92 23,23
Insaturados 64,19 64,35 71,70 59,55 61,21 70,55
Monoinsaturados 38,81 39,73 58,45 35,25 33,10 49,82

n.d. — néo detetado

5.4.2 indices de iodo

Com base no perfil de acidos gordos, foi determinado o indice de iodo para as varias fragoes
lipidicas (Tabela 13). Os resultados mostram que, em todos os casos, o valor calculado para o
indice de iodo se encontra de acordo com o estabelecido pela norma EN 14214 (120 g 1,/100 g).
As variagOes observadas neste parametro (de 66 a 85 g 1,/100g) estéo associadas com a diferente
composicao em &cidos gordos de algumas fracdes lipidicas, sendo que os valores mais elevados
correspondem a um maior grau de insaturacdo dos &cidos gordos. Assim, tendo apenas em conta
o valor do indice de iodo, pode-se dizer que a utilizagdo de qualquer uma destas fragdes lipidicas
iria permitir obter um biodiesel que ndo causasse problemas, nomeadamente relacionados com a
degradacéo do biodiesel e com o seu ponto de turvacéo.
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Tabela 13 — indice de iodo das vérias fracdes lipidicas extraidas da biomassa

microalgal.
indice de iodo
(g 12/100 g)
Fotobioreator planar alveolar Sem stress 73,9
Estufa Sem stress 85,2
Manga
Secador solar Sem stress 775
. 10 g/l NaCl apos escassez 80,0
12 Experiéncia das colunas de bolhas —
10 g/l NaCl desde o inicio 65,8
10 g/l NaCl ap6s escassez 77,0
"E iancia d [ de bolh 5 g/l NaCl desde o inicio 78,4
xperiéncia das colunas de bolhas
P 10 g/l NaCl desde o inicio 78,8
15 g/l NaCl desde o inicio 76,3
. Sem stress 81,6
FILampadas 15 g/l NaCl apos escassez 81,9
3? Experiéncia uorescentes infoi
p 15 g/l NaCl desde o inicio 75,2
das colunas de
bolhas Sem stress 76,9
Lampadas LED’s 15 g/l NaCl apos escassez 82,8
15 g/l NaCl desde o inicio 82,1
Valores estabelecidos pela norma EN 14214: 2012 120 (méx.)

Notas: Sem stress— cultura de N. oleoabundans sem stress
15 g/l NaCl apds escassez — N. oleoabundans com 15 g de NaCl apds escassez de nitratos
15 g/l NaCl desde o inicio — N. oleoabundans com 15 g de NaCl desde o inicio da cultura
10 g/l NaCl apds escassez — N. oleoabundans com 10 g de NaCl apds escassez de nitratos
10 g/l NaCl desde o inicio — N. oleoabundans com 10 g de NaCl desde o inicio da cultura
5 g/l NaCl desde o inicio — N. oleoabundans com 5 g de NaCl desde o inicio da cultura
max. — maximo
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6. Conclusoes

Neste trabalho usaram-se técnicas ndo convencionais para a producdo, colheita e secagem da
biomassa microalgal, que revelaram impactos positivos em termos energéticos. Assim:

- a producéo de biomassa em culturas iluminadas por lampadas LED’s mostrou uma diminuicao
de 54,8% em energia, por comparacdo com as culturas iluminadas com lampadas fluorescentes;

- no processo de colheita da biomassa microalgal, a eletrocoagulacdo permitiu diminuicGes
méaximas de 71,8% e 79,8% de energia em culturas salinas e ndo salinas, respetivamente,
comparativamente com o método convencional de centrifugac&o.

- a secagem da biomassa em secador solar apresentou uma poupanca energética de 80%, por
comparagdo com o método convencional de secagem em estufa. Outra das vantagens do processo
de secagem solar é que este é rapido (3 horas com uso da ventoinha), para condigdes climaticas
favoraveis, nomeadamente a presenca de sol. Pode ainda, ter um consumo energético nulo, caso
ndo se use ventoinha, tendo como consequéncia uma secagem mais lenta.

Apos a produgdo, colheita e secagem da biomassa de N. oleoabundans, o seu teor lipidico foi
avaliado, tendo-se obtido o valor mais elevado (0,434 g iipidos/l cuira) NUMa cultura em reator de
coluna de bolhas em que foi feita adi¢do de 15 g/l de NaCl no inicio da mesma, tendo o ensaio
decorrido com iluminagdo com lampadas fluorescentes (2,37 kIx) e uma temperatura de
aproximadamente 27 °C.

As culturas de N. olecabundans em reatores de colunas de bolhas iluminadas com lampadas
fluorescentes com diferentes intensidades luminosas (1,53 e 2,37 kIx) revelaram teores de lipidos
mais elevados quando se adicionou NaCl desde o inicio a cultura. Nas culturas iluminadas por
lampadas LED’s (1,53 klx) o maior teor lipidico (0,253 g iipidos/l cuiura) manifestou-se na cultura
com adigdo de 15 g/l de NaCl apds escassez de nitratos. Comparando os reatores de colunas de
bolhas com iluminagao por lampadas LED’s e fluorescentes, observou-se que os teores lipidicos
mais elevados foram os das culturas iluminadas por lampadas LED’s, exceto o da cultura que ndo
estava sob stress. Tal excecdo pode ter sido devido ao facto desta cultura ter recebido menos
intensidade luminosa até ao 6° dia de cultura. Também se observou que o teor de lipidos presente
nas culturas sem stress era sempre menor do que o existente nas culturas com NaCl, sendo este
resultado corroborado por inimeros estudos publicados.

Este trabalho também permitiu concluir que maiores quantidades de NaCl no meio de cultura
levaram a maiores teores lipidicos, tendo-se obtido 0,229 g ipidos/l cuttura, 0,419  1ipidos/l cuttura €
0,434 g iipidos/l cuttura, para culturas em reatores de colunas de bolhas contendo, respetivamente, 5,
10 e 15 g/l de NaCl desde o inicio das mesmas

Nas culturas em reator de manga de polietileno e em fotobioreator planar alveolar sem stress
aplicado, obtiveram-se teores de lipidos de 0,022 g ipidos/l cuua © 0,032 g iipicos/l cuttura,
respetivamente. No entanto, em ambas as culturas se verificaram contaminagdes.

As fragOes lipidicas obtidas nos diversos ensaios mostraram ser constituidas por elevado teor de
acidos gordos insaturados (> 49,34 %). No estudo da influéncia da presenca de NaCl
(12 experiéncia), realizado nos reatores de colunas de bolhas, a percentagem relativa dos &cidos
gordos maioritarios (C18:1 e C18:2) mostrou ser dependente do tempo de cultivo ao qual a
salinidade do meio foi alterada, tendo um maior teor de C18:1 sido observado no ensaio em que
se adicionou NaCl desde o inicio da cultura. Verificou-se, também, que o aumento da quantidade
de NaCl presente no meio (2% experiéncia), entre 5 e 15 g¢/l, conduziu a um aumento da
percentagem de C18:1 e do total de &cidos gordos insaturados. Pelo contrério, a percentagem de
acidos gordos C16:1, C18:2 e C18:3 e o total de acidos gordos saturados diminuiu com o aumento
da quantidade de NaCl adicionada as culturas.

Quando se estudou o efeito do tipo de iluminagdo (3% experiéncia), em reatores de coluna de
bolhas, observou-se que, quer para a iluminag¢do com lampadas fluorescentes quer com LED’s, o
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perfil de &cidos gordos era semelhante para as condi¢cdes sem stress e com stress salino apds
escassez de nitratos, havendo uma alteracdo significativa de C18:1 e de C18:2 quando a adi¢do
de sal era realizada no inicio do processo. Constatou-se, ainda, que a composicdo em &cidos
gordos dependia do tipo de iluminacdo obtendo-se, no geral, valores mais elevados nas culturas
iluminadas com lampadas fluorescentes.

Na biomassa microalgal produzida no fotobioreator planar alveolar observou-se que a
percentagem de &cidos gordos saturados (34,43%) e a de &cidos gordos insaturados (59,99%)
tiveram valores muito parecidos com os obtidos nos ensaios realizados em reator de coluna de
bolhas com 10 g/l de NaCl adicionado ao meio de cultura.

O tipo de processo utilizado na secagem da biomassa mostrou ndo ter influencia significativa na
composicao em acidos gordos da fragdo lipidica.

Por fim, verificou-se que para todos os ensaios realizados neste trabalho, os indices de iodo
encontraram-se dentro da especificacdo da norma europeia de qualidade do biodiesel EN 14214
(120 g 1,/100 g). Relativamente aos teores de acido linolénico (C18:3), a Unica cultura que ndo
cumpriu o valor estabelecido pela norma EN 14214 (limite de 12%) foi a proveniente da manga
de polietileno, cultura essa que se encontrava contaminada.

A microalga Neochloris oleoabundans mostrou ter potencial para a producdo de biodiesel, e as
tecnologias de baixo custo e baixo consumo energético, revelaram-se tecnicamente eficientes.
Isto permitira uma reducdo significativa do preco do biodiesel baseado em microalgas, bem como
da pegada de carbono, com grande beneficio para o ambiente.
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Anexo 1: Protocolo de meio Brystol

Materiais:

- 1 Vidro de relogio

- 1 Espétula

- 1 Litro de &gua millipore

- 1 Pipeta automatica

- 1 Ponta de pipeta automatica
- 1 Copo de vidro de dois litros
- 1 Barra magnética

- 1 Placa de agitacdo

- 1 Vareta

- 1 Erlenmeyer de dois litros

- Autoclave

- Papel de aluminio

- Gaze

- Algodé&o cardado

Reagentes:

- 250 mg/l de nitrato de sodio (NaNOs)

- 75 mg/I de hidrogenofosfato de potassio (K:HPO4)

- 33 mg/l de cloreto de célcio dihidratado (CaCl, ¢ 2H,0)

- 75 mg/l de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQ, ¢ 7H,0)

- 175 mg/l de dihidrogenofosfato de potassio KH,PO,

- 25 mg/l de cloreto de sddio NaCl

- 60 mg/l de sal de ferro do acido etilenodiaminatetracético (EDTA-Fe)

- 1 ml de elemento traco Chu concentrado (dez vezes)

Preparacdo do meio Brystol:

1. Pesar um dos reagentes, com o auxilio de uma espatula, para um vidro de rel6gio. No caso de
se tratar do elemento traco medi-lo com uma pipeta automatica.

2. Colocar o reagente dentro de um copo de vidro de 2 litros.
3. Limpar a espatula para proceder a pesagem do préximo reagente.
4. Repete-se 0s pontos 1, 2 e 3 até terminar a pesagem de todos os reagentes.

4. Juntar ao copo de vidro, um litro de &gua millipore e agitar com uma vareta.
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6. Colocar uma barra magnética no copo e colocar a agitar, numa placa de agitacao, até solubilizar
0s reagentes.

7. Caso 0 meio seja para ser implementado em colunas de bolhas este deve ser esterilizado na
autoclave. Para tal,

Transferir o meio Brystol do copo de vidro para um Erlenmeyer de dois litros.
Fazer uma rolha de gaze e algoddo do tamanho da abertura do Erlenmeyer.
Colocar a rolha no Erlenmeyer e tapé-la com papel de aluminio

Colocar o Erlenmeyer na autoclave durante 20 minutos, a 120°C.

Retirar o Erlenmeyer do autoclave so6 quando este Gltimo se encontrar a 90°C.

P o0 o
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Anexo 2: Preparacédo das solucbes padrao para o cromatografo iénico

Material, reagentes e padrdes utilizados:

- Baldes volumétricos de 250 ml, 100 ml, 50 ml, 25 ml e 20 ml.

- Agua millipore

- Cloreto de sodio (NaCl)

- Nitrito de sédio (NaNO)
- Nitrato de s6dio (NaNQs)

- Fosfato de potéssio monobéasico (KH2PO4)
- Sulfato de sddio (Na,SO.)

Preparacao das misturas padréo:

. Padrdes

As misturas padrdo a injetar no cromatografo preparam-se a partir de solu¢cées mée com

concentracdo de 1 g/l em anido, de acordo com a tabela abaixo:

Concentracéo (mg/l) Volume de solugéo mée (pl) Volume total (ml)
0,1 250
0,2 50 250
0,5 50 100

1 100 100
3 150 50

5 250 50

8 400 50

10 250 25

15 300 20

20 500 25

25 625 25
30 750 25

Preparacao das solucdes mae (1 g/l em aniéo):

Dilui-se 10 ml de cada uma da solugdo mée para um volume total de 100 ml.
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Anexo 3: Preparacédo do eluente para o cromatégrafo ionico

Materiais e reagentes para a preparacao da solugdo concentrada de eluente:
- Baldo volumétrico de 1 litro

- Na,CO; (PM= 106 g/mol)

- NaHCO3; (PM= 84 g/mol)

- 1 Litro de &gua millipore

Preparacao da solugdo concentrada de eluente:
1. Dissolver 84,8 g de Na.COs e 8,4 g de NaHCO3 (PM=84 g/mol) em agua.

2. Completar com agua millipore até perfazer um litro.

Materiais e reagentes para a preparacao do eluente:

- Solucéo concentrada de eluente (0,8 M Na,CQOs/ 0,1 M NaHCO3)

- 2 Litros de agua millipore

- 2 Filtros Pall Corporation (47 mm de didmetro, 0,2 um de porosidade)
- 2 Kitasatos

- 1 Bal&o volumétrico de 2 litros

Preparacéo do eluente (8 MM Na,COs/ 1 mM NaHCO:s):

1. Filtrar cerca de 2 litros de 4gua millipore usando um filtro Pall Corporation para dentro de um
kitasato, sob vacuo.

1. Fazer uma diluigdo 1:100 (10 ml/l) da solugdo concentrada de eluente. Neste caso, num baléo
volumétrico de 2 litros usar-se 20 ml de solugéo concentrada de eluente e completar-se o restante
volume com agua millipore filtrada (ponto 1).

3. De seguida filtrar-se, sob vacuo, o eluente por filtros Pall Corporation de membrana de
polipropileno hidrofilo de 47 mm de didametro e 0,2 um de porosidade.

3. Apos a filtragdo, desgaseificar o eluente em banho de ultra sons Selecta UltraSons durante 15
minutos.

4. Colocar o eluente no cromatégrafo i6nico.
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