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Abstract

This work aimed to study the feasibility of biodiesel production from the heterotrophic

Chlorella protothecoides microalga.

Firstly, microalgae biomass production via fermentation was initiated and monitored. The
need of a previous treatment for cell rupture of the dried biomass was evaluated through a
mechanical disruption with a bead mill, allowing a saponifiable lipid fraction’s extraction of
50.15+1.079/100g dw biomass.

The lipid fraction showed an acid value of 3.96+0.12mgKOH/g, an iodine value of 85.22
gl,/100g and a fatty acids profile dominated by the presence of oleic (57.06%), linoleic
(22.61%) and palmitic (14.47%) acids. The saponifiable matter content, determined in the
extracted lipid fraction and directly in the biomass, was 96%. Other quality parameters, such
as saponification value (189.87 mgKOH/q), cetane number (54.46) and CFPP (-9.07°C), were
also assessed. The obtained results are in accordance with the EN 14214 quality requirements,
enabling the production of good quality biodiesel from the studied microalga.

To complete the characterization of microalgae’s composition the content of total lipids

(58.349/100g dw), carbohydrates (17.47+4.069/100g dw), protein (6.459/100g dw) and ash
(6.92+0.529/100g dw) contents were also determined.

For the biodiesel conversion, the microalgal biomass was put through a direct
transesterification. The influence of several parameters in the amount of esters converted has
been evaluated. The process has revealed itself effective for a 18h reaction time, with 95% of
the saponifiable matter being converted. The process showed to be sensitive to the presence of

moisture in the biomass and also to the reaction temperature.

In a preliminary economic and energy analysis, at lab scale, the soxhlet extraction followed
by an alkaline transesterification showed to be the most efficient process (0.139). The direct
transesterification process proved itself to be a better economic option (11.53€/kg biodiesel)
although still far from the economic feasibility.

Keywords: Chlorella protothecoides, microalgae characterization, direct transesterification,

biodiesel.



Resumo

O trabalho desenvolvido teve como objetivo o estudo da viabilidade da producéo de biodiesel

a partir de biomassa da microalga Chlorella protothecoides heterotréfica.

Primeiramente, iniciou-se e monitorizou-se uma fermentacdo, com vista a producdo de

biomassa microalgal.

Partindo de biomassa liofilizada, avaliou-se a necessidade de pré-tratamento de rutura celular
da mesma para uma eficiente extracdo/contabilizacdo da fracdo lipidica. A rutura mecénica
com moinho de bolas mostrou ser necessaria, permitindo uma extracdo de 50,15+1,07g de

fracdo lipidica saponificavel/100g ps biomassa.

Esta fracdo apresentou um indice de acidez de 3,96+0,12mgKOH/g, um indice de iodo de
85,22¢1,/100g e um perfil em acidos gordos dominado pela presenca dos acidos oleico
(57,06%), linoleico (22,61%) e palmitico (14,47%). O teor de matéria saponificavel,
determinado na fracdo lipidica e diretamente na biomassa, foi de 96%. Foram ainda
determinados teoricamente outros parametros de qualidade, como o indice de saponificacdo
(189,87mgKOH/qg), o indice de cetano (54,46) e o CFPP (-9,07°C). Os valores obtidos nos
parametros analisados encontram-se dentro dos limites das especificacdes da EN 14214, o que

viabiliza a obtencao de um biodiesel de qualidade a partir da matéria-prima em estudo.

De forma a caracterizar a microalga em termos de composicdo, determinaram-se também o
teor de lipidos totais (58,349/100g ps), de acUcares (17,47+4,069/100g ps), de proteina
(6,459/100g ps) e de minerais (6,92+0,5 g/100g ps).

Para a conversdo em biodiesel, a biomassa microalgal foi sujeita a um processo de
transesterificagdo direta, tendo-se avaliado a influéncia de diversos parametros no teor em
ésteres. Este revelou-se eficaz, com 95% da fracdo saponificavel a ser convertida as 18h de
reacao, sendo suscetivel a fatores como a presenca de humidade na amostra ou a temperatura

da reagéo.

Numa analise econdmica e energética preliminar, a nivel laboratorial, verificou-se que o
processo com extracdo soxhlet sequido de transesterificacdo alcalina é mais eficiente (0,139),
apresentando o biodiesel proveniente de transesterificacdo direta o menor custo (11,53€/kg

biodiesel), embora ainda afastado de um valor economicamente viavel.

Palavras-chave: Chlorella protothecoides, caracterizagdo microalgal, transesterificacdo

directa, biodiesel.
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Estudos de transesterificacdo de 6leos produzidos a partir de C. protothecoides por via heterotréfica

1. Introducéo

1.1 Enquadramento energético

O crescente aumento populacional, em conjunto com o cada vez mais rapido desenvolvimento
tecnoldgico a nivel mundial, tem conduzido a um aumento cada vez mais significativo na procura de
energia. Atualmente considerada um bem essencial e um indicador da qualidade de vida de uma
nacdo, a energia figura-se como um dos grandes objetos de debate da sociedade atual, essencialmente
ao nivel de formas de producéo, distribui¢do, consumo e gestdo dos recursos energéticos (Figura 1.1).
A procura e desenvolvimento de tecnologias que permitam uma reducdo da atual dependéncia
energética constituem um dos grandes desafios do século, ja que, a consideravel parcela econémica
direcionada as necessidades energéticas representa, por vezes, uma fatura demasiado pesada.
Agregando estas necessidades energéticas atuais a perce¢do da imprescindibilidade de reverter os
impactos das alteracBes climéticas, causados por anos de uso desregrado dos recursos naturais
terrestres, e a busca de um equilibrio que permita conciliar esta progressiva necessidade energética
com a sustentabilidade do meio ambiente, insurge-se a necessidade de aposta na investigacdo e
implementacédo de formas de producéo de energia limpa.

Com a revolugéo industrial e o despontar da utilizagdo generalizada de carvdo e petroleo iniciou-se
uma era de desenvolvimento dependente da capacidade de produgdo de energia e promocdo de
mobilidade que os combustiveis fésseis proporcionavam. Séculos depois, toma-se consciéncia de que,
além das incertezas existentes quanto a disponibilidade de petréleo como recurso nhas préximas
décadas, existem também incertezas de natureza politica e territorial capazes de causar instabilidade e
condicionamentos no acesso ao mercado energético.
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Fig. 1.1 - Produc@o mundial de energia, por sector energético, em Mtep (Fonte: Pocketbook, 2014).

No contexto Europeu, em 1997, uma das abordagens concretas a esta problemética consistiu em
definir como objetivo 0 aumento, de forma generalizada, do consumo de energia a partir de fontes
renovaveis de 6% para 12% do consumo total de energia, até 2010. Com a perce¢do da inviabilidade
do cumprimento dos objetivos previamente estabelecidos, provocada pelas prioridades politicas dos
varios estados membros, foi lancada, em 2007, a primeira politica comum para a energia a nivel
europeu. Através das metas definidas para 2020, nas Diretivas 20-20-20, pretendia-se promover a
diversificacdo de fontes energéticas e a promogdo ambiental nos paises membros. Para tal, por
comparagdo com os niveis de 1990, foram definidos trés objetivos chave (Comissdo Europeia, 2014):

e Reducdo minima de 20% das emissdes de gases de efeito de estufa (GEE);

e Aumento de 20% da quota de energia de fontes renovaveis no consumo total energético da
UE;
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e Reducdo de 20% do consumo de energia, mediante medidas de promocdo de eficiéncia
energeética.

Estas medidas foram revistas a 23 de outubro de 2014, tendo ficado acordado que até 2030 todos os
estados membros devem reduzir no minimo 40% as suas emissdes de GEE, aumentar no minimo 27%
a quota de consumo renovavel e reduzir no minimo 27% o consumo energético, estando ja em mente
uma revisdo deste valor para 30% em 2020 (Comissao Europeia, n.d.). Portugal, tal como os restantes
estados membros da UE, tem o compromisso de atingir estas metas. Segundo dados da Direcdo Geral
de Energia e Geologia, a dependéncia energética exterior portuguesa tem diminuido nos Gltimos anos
sendo, porém, ainda bastante elevada (Figura 1.2). Tal deve-se a caréncia de recursos como o petréleo,
0 carvao e 0 gas natural que ainda representam a base do sistema electroprodutor portugués.

E, no entanto, de destacar o crescente aumento de penetracdo de producdo renovavel na rede, com
valores a atingirem méximos historicos de 64% no ano de 2014 (REN, 2014).
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Fig. 1.2 - Evolucdo da taxa de dependéncia energética (%) em Portugal (Fonte: DGEG, 2014).

O sector dos transportes tem um especial peso no consumo de combustiveis fosseis, representando
63,7% do consumo mundial de petroleo (Key World, 2014). Na Europa confirma-se a predominancia
gue este sector representa, sendo visivel a sua tendéncia evolutiva nos Gltimos anos e como,
atualmente, é a principal fonte do consumo energético europeu (Figura 1.3).
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Fig. 1.3 - Consumo energético europeu, por sector de actividade, em Mtep (Fonte: Pocketbook,
2014).
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Em 2003 a parcela do consumo procedente deste sector foi de 352MTep, representando cerca de 30%
do consumo total da energia final da UE (Eurostat, 2013), tendo sido, nesse mesmo ano, publicada a
Diretiva 2003/30/EC com vista a implementacdo de um minimo de 5,75% do consumo total de energia
a partir de biocombustiveis e/ou outros combustiveis renovaveis em detrimento da gasolina e do
gasoleo até ao final de 2010. Esta diretiva foi transposta para a legislacdo portuguesa em 2006, através
do Decreto-Lei n°® 62/2006, com a intencdo de criar mecanismos para promover a coloca¢do no
mercado de quotas minimas de biocombustiveis.

Com o novo acordo Europeu estabelecido em 2007, derivado das medidas propostas veio também o
objetivo de incorporar no consumo de energia no sector dos transportes, um minimo de 10% de
biocombustiveis e outros combustiveis renovaveis. Ficou também estabelecido que essa producdo de
biocombustiveis deve ser sustentavel e que a sua implementacdo deve contribuir com uma redugéo
minima de 35% das emissGes de GEE, quando comparados com o combustivel fossil a substituir,
devendo essa reducdo passar a 50% a partir de 1 de janeiro de 2017 (Comissao Europeia, 2009).

Em Portugal esta evolucdo foi acompanhada com a definigdo das quotas minimas de incorporacao
obrigatoria de biocombustiveis em gaséleo rodoviario e ao estabelecimento da isen¢do parcial ou total
do imposto sobre produtos petroliferos nos biocombustiveis através da publicagdo de varios Decretos-
Lei (n°66/2006, n°206/2008 e n°49/200) entre 2006 e 2009 e, em 2010, do Decreto-Lei n°® 117/2010
por transposicdo para a ordem juridica nacional dos artigos 17° e 19° e anexos Il e V da Diretiva
Europeia 2009/28/EC.

Em outubro de 2014 a UE langou a proposta para a alteragdo da Diretiva 2009/28/CE, na qual se limita
a utilizacdo de biocombustiveis produzidos a partir de cereais e outras culturas ricas em amido e
culturas agucareiras e oleaginosas a 7% do valor total do consumo final de energia nos transportes em
2020 (Comissdo Europeia, 2014).

1.2 Biocombustiveis

De uma forma geral, os biocombustiveis podem ser classificados como primarios ou secundarios.
Enquanto que os biocombustiveis primarios — lenha, aparas de madeiras ou pellets - sdo naturais, sem
gualquer processamento, maioritariamente provenientes de material organico sem qualquer
modificacdo a sua constituicdo quimica, sendo utilizados para aquecimento, para cozinhar ou para
producdo de eletricidade, os biocombustiveis secundarios sdo obtidos atraveés do processamento da
biomassa e podem ser utilizados para uma série de aplicacGes, entre as quais se destacam o sector dos
transportes e diversos processos industriais. Sdo, portanto, combustiveis primarios modificados,
processados e produzidos em forma de solidos, liquidos ou gases. Exemplos de biocombustiveis
secundarios sdo o bioetanol, o biodiesel, o biogas, o biohidrogénio ou 0 DME (éter dimetilico) (Nigam
e Singh, 2011).

Por sua vez, os biocombustiveis secundarios dividem-se em biocombustiveis de primeira, segunda e
terceira geracdo, dependendo da matéria-prima e da tecnologia necessarias a sua producdo (Nigam e
Singh, 2011). Os biocombustiveis de primeira geracao sao aqueles que geralmente sdo provenientes de
acucares, graos ou sementes, e cuja obtencdo do produto final requer processos relativamente simples.
Por entrarem em competi¢do direta com a industria alimentar e serem atualmente produzidos a nivel
industrial em diversos paises, causam um impacto global negativo no mercado de alimentos, ja que
provocam o0 aumento do custo de certas culturas e produtos alimentares. Por outro lado, a pratica de
desflorestacdo levada a cabo por alguns paises, motivada pela necessidade de grandes areas de
terrenos ardveis com via a um contributo significativo a procura mundial de combustiveis, também é
nociva do ponto de vista ecoldgico. Estas limitacGes favorecem a busca de fontes de biomassa que ndo
entrem em conflito com o aprovisionamento alimentar (Ahmad et al., 2011; Nigam e Singh, 2011).

J& os biocombustiveis de segunda geracdo, que podem ter origem termoquimica ou bioquimica,
consoante 0 método de conversdo, sdo produzidos a partir de fontes alternativas as culturas
alimentares, sejam matérias-primas residuais (ex: Oleos alimentares usados, gorduras animais),
materiais lenhocelulésicos ou culturas especificas para a producdo de bioenergia, geralmente em
terrenos marginais para a agricultura convencional. Por ndo serem préprios para consumo demarcam-
se do conflito com a industria alimentar, sdo mais eficientes e ecoldgicos pois requerem uma menor
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area de cultivo e produzem coprodutos que podem ser reutilizados. No entanto, também néo
apresentam taxas de producgdo capazes de suprimir a procura de combustivel mundial (Ahmad et al.,
2011; Nigam e Singh, 2011).

Apesar da producdo de biocombustiveis de segunda geracdo minimizar alguns impactos relativamente
aos de primeira geracdo, continua a ser nociva a nivel de recursos como a agua e o solo, tornando-se a
sua producdo em grandes quantidades insustentavel. Estes fatores conduziram ao desenvolvimento de
biocombustiveis de terceira geracao, que diferem dos anteriores por serem derivados de microalgas e
outros microrganismos capazes de atingir elevadas produtividades com altos rendimentos oleicos. As
microalgas ndo entram em competi¢do com a industria alimentar, permitem uma grande variabilidade
de condi¢des de cultivo, possuem coprodutos e subprodutos escodveis para outros mercados e
envolvem sistemas de producéo eficientes que utilizam energia solar e fixam didxido de carbono
atmosférico, contribuindo assim adicionalmente para uma reducdo de um gas de efeito de estufa
(Ahmad et al., 2011; Nigam e Singh, 2011). Existem ja também desenvolvimentos na tecnologia de
biocombustiveis de quarta geracdo, que consistem em culturas que sdo geneticamente manipuladas
para garantir que a fixacdo de diéxido de carbono atmosférico € superior aquele que é produzido
durante o processo de produgdo (Demirbas, 2011).

1.3 Biodiesel

O biodiesel ¢ um biocombustivel liquido, de origem renovavel, composto por mono-alquil ésteres de
acidos gordos de cadeia longa, que pode ser produzido através de materiais com teor gliceridico, tais
como 6leos vegetais, gorduras animais e microalgas (Abbaszaadeh et al., 2012; Hoekman et al., 2012).

Apesar da sua histéria ter comecado em 1900 quando Rudolf Diesel, criador do primeiro motor a
gasOleo, utilizou éleo de amendoim como combustivel, teve apenas maior foco nos anos 80 aquando
do inicio da busca de fontes energéticas renovaveis capazes de reduzir as emissdes de gases de efeito
de estufa (Atabani et al., 2012).

Por possuir propriedades semelhantes as do gasoleo, o biodiesel figura-se como uma alternativa
promissora & sua utilizacao, ja que, além de ser um combustivel biodegradavel, ndo toxico, com uma
combustdo com baixas emissBGes e proveniente de uma fonte renovavel (Abbaszaadeh et al., 2012)
também pode ter, dependendo da matéria-prima de origem, um desempenho superior em propriedades
como a concentragdo de enxofre, a eficiéncia de lubrificagdo, o nimero de cetano e o ponto de
inflamacéo (Helwani et al., 2009). Por outro lado, apresenta vantagens face a utilizacdo direta de dleo
vegetal uma vez que este, devido a sua alta viscosidade e baixa volatilidade, pode causar problemas no
motor, como deposic¢des ou 0 bloqueio do injetor. Foi este revés que conduziu ao desenvolvimento de
diversos processos quimicos e térmicos de conversdo do 6leo, de forma a diminuir a sua viscosidade,
tornando-o compativel com os motores de combustdo interna (Sharma e Singh, 2009).

A transesterificacdo (seccdo 1.3.2) é a reagdo que permite converter os glicéridos em ésteres de &cidos
gordos (biodiesel). Este biocombustivel permite que um motor diesel tenha um desempenho
satisfatorio, quando na presenga de uma mistura gaséleo/biodiesel, ndo sendo necessérias quaisquer
modificagdes a nivel mecanico. Uma mistura de 20% de biodiesel é definida como a proporcéo 6tima,
capaz de melhorar em 2,5% a eficiéncia térmica do motor, reduzir as emissdes de gases e reduzir
substancialmente o consumo de energia especifica necessaria a travagem. As propriedades de
lubricidade do biodiesel podem também diminuir o desgaste de varias partes vitais do motor, até cerca
de 30% (Agarwal, 2007).

1.3.1 Matérias-primas

De uma forma geral as matérias-primas mais utilizadas para producdo de biodiesel dividem-se em
quatro categorias: (1) 6leos vegetais alimentares; (2) Oleos vegetais ndo alimentares; (3) 6leos
alimentares usados e (4) gorduras animais.

A escolha das matérias-primas depende de diversos fatores, sendo que cada uma deve ser previamente
sujeita a uma analise de ciclo de vida. Esta inclui parametros como a disponibilidade de terreno e
praticas agricolas da regido, a energia fornecida, o balanco energético e a emissdo de GEE, a utilizacdo
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de pesticidas, a erosdo do solo e o efeito na sua fertilidade, a contribuicdo para perdas de
biodiversidade, os custos logisticos (transporte e armazenamento), a Vvalorizacdo econdmica
(considerando possiveis coprodutos), a criacdo e manutencdo de emprego, a necessidade e
disponibilidade de agua e os efeitos da explora¢do da matéria-prima na qualidade do ar (Atabani et al.,
2012)

A consideracdo de qualquer matéria-prima como fonte de producdo de biodiesel estd igualmente
sujeita ao bom desempenho a nivel da percentagem de 6leo e da rentabilidade por hectare (Atabani et
al., 2012).

Nos ultimos anos, também as microalgas e outros microrganismos produtores de lipidos tém sido
estudados como fonte alternativa de matéria-prima para a producdo de biodiesel.

1.3.2 Processos de producéo - transesterificacio

A transesterificacdo, tecnologia utilizada no processo de producao de biodiesel, consiste na conversao
dos triglicéridos presentes nos oleos/gorduras através da adicdo de um &lcool, originando ésteres
alquilicos de &cidos gordos (FAAE) como principal produto da reagdo e glicerina como coproduto.

Esta reacdo pode ocorrer na auséncia ou presenca de um catalisador, sendo este classificado quanto a
fase em que se encontra em relacéo aos reagentes presentes na reacdo — homogéneo ou heterogéneo - e
de acordo com o grupo funcional — &cido, basico ou enziméatico. De uma forma geral, numa primeira
fase da-se a conversdo dos triglicéridos em diglicéridos, seguida da transformacdo dos diglicéridos em
monoglicéridos e, finalmente, dos monoglicéridos em glicerol - obtendo-se uma mol de éster metilico
por cada glicérido convertido nas varias fases - perfazendo um consumo de 3 mol de élcool por cada
mol de triglicérido convertido (Figura 1.4) (Abbaszaadeh et al., 2012). No entanto, dada a
reversibilidade da reacdo, por norma recorre-se a utilizagdo de &lcool em excesso para garantir o
sucesso da conversdo e o rendimento maximo da mesma (Ma e Hanna, 1999).

Os éalcoois mais utilizados neste processo sdo geralmente alcoois de cadeia curta, como metanol,
etanol, propanol ou butanol (Balat e Balat, 2010). Destes, o alcool mais utilizado atualmente a nivel
industrial é o metanol (MeOH), ja que é vantajoso do ponto de vista fisico e quimico — trata-se de um
alcool polar e de cadeia curta. Assim, por norma, quando se fala em biodiesel, encontra-se a
designacdo de ésteres metilicos de é&cidos gordos — fatty acid methyl esters (FAME) (Leung et al.,
2010; Ma e Hanna, 1999).

CH,-O0C-R, CH,-OH R-COO-R’

CH-OOC-R; + 3R'OH 4= CH-OH + R;-COO-R’

CH»-O0C-R; CH,-OH R;-COO-R’

Triglicéridos Alcool Glicerol Esteres

Fig. 1.4 - Esquema geral da reacéo de transesterificacdo (adaptado de Abbaszaadeh et al., 2012).

O processo de transesterificacdo é dependente de diversas varidveis, sendo as mais relevantes a
matéria-prima utilizada, em particular o seu contetido em &cidos gordos livres e em 4gua (Lam et al.,
2010), a temperatura, a razdo molar &alcool/dleo, a concentragdo e tipo de catalisador utilizado e a
intensidade da agitacdo (Abbaszaadeh et al., 2012).
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1.3.2.1 Transesterificacdo quimica

A transesterificacdo de 6leos com recurso a um catalisador é a forma mais desenvolvida e estabelecida
para producdo de biodiesel. Os catalisadores dividem-se em homogéneos, heterogéneos ou
enzimaticos - sendo que os Ultimos podem inserir-se dentro das duas categorias anteriores, e tém o
proposito de facilitar a reacdo. Assim, se o catalisador e os reagentes se encontrarem na mesma fase
(liquida) durante a transesterificacdo, trata-se de uma catalise homogénea. Por outro lado, se o
catalisador for sélido, gasoso ou um liquido imiscivel estando, consequentemente, numa fase distinta,
a catalise é heterogénea (Helwani et al., 2009).

A escolha do catalisador apropriado € um importante parametro na flutuacdo do custo final do
biodiesel obtido, ja que existe uma relacdo direta entre a sua eficicia e determinadas caracteristicas do
6leo. Uma anélise prévia de pardmetros como o indice de acidez, medida do conteudo em &cidos
gordos livres, € importante para que o rendimento de produto final seja satisfatério.

1.3.2.1.1 Catalise homogénea

A transesterificacdo com catalise homogénea requer uma elevada pureza das matérias-primas e uma
etapa final de separacdo, aumentando o custo do biodiesel final. O catalisador utilizado neste tipo de
catalise pode ser acido ou basico, de acordo com as caracteristicas da biomassa em questdo — mais
concretamente o contelido em acidos gordos livres.

A. Alcalina

Atualmente, a transesterificacdo com recurso a um catalisador alcalino é o método mais comum na
producdo de biodiesel. Os catalisadores mais utilizados incluem o hidroxido de sodio (NaOH) ou o
hidroxido de potassio (KOH), ambos numa concentracdo de 0,4 a 2% m/m Gleo, e carbonatos e
alcoxidos de sédio ou potassio - tais como metdxido de sodio, etoxido de sddio, propdxido de sédio e
butéxido de soédio (Ma e Hanna, 1999). Destes, o metdxido de sddio é o catalisador alcalino mais
utilizado a nivel industrial, com cerca de 60% de quota (Balat e Balat, 2010).

A preponderancia da sua utilizagdo a escala industrial deve-se a diversos motivos: apresenta taxas de
reacdo muito rapidas — podendo inclusivamente ser 4000 vezes mais rapido que a transesterificacéo
homogénea com catalise acida — e recorre a catalisadores como o NaOH e o KOH, que sdo
relativamente baratos, utilizados em baixas concentragdes e amplamente disponiveis. Os baixos
tempos de reacdo (tipicamente de uma hora), conjugados com o facto de ser um processo que, de uma
forma geral, ocorre a temperaturas e pressées na gama dos 60-65°C e 1,4-4,2 bar, respetivamente,
proporcionam um consumo energético inferior, quando comparado com outros métodos de producao
(Abbaszaadeh et al., 2012; Lam et al., 2010)

Por outro lado, o processo ainda apresenta varias limitacGes, por regra relacionadas com a pureza dos
reagentes, a concentragdo de dgua na matéria-prima e a sensibilidade ao teor de acidos gordos livres. A
presenca de elevados teores destes favorece a formacdo de sabfes — num processo designado de
saponificacdo — ao invés da conversdo em biodiesel (Figura 1.5). Os &cidos gordos livres reagem com
o catalisador alcalino e produzem sabdes que inibem o efeito de aceleracdo do catalisador na reacéo de
transesterificacéo e podem reduzir drasticamente o rendimento de FAMEs e dificultar os subsequentes
processos de separacdo e purificacdo do biodiesel. A presenca de agua nos reagentes também podera
influenciar o rendimento em ésteres ja que esta, particularmente a temperaturas mais elevadas, pode
hidrolisar os triglicéridos em diglicéridos e formar acidos gordos livres que, como ja mencionado
anteriormente, na presenca de um catalisador basico originam sabdes. O sabdo provoca um aumento
na viscosidade, um menor rendimento em ésteres e dificulta a separagdo da fase do glicerol
(Abbaszaadeh et al., 2012; Lam et al., 2010).
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0
HO-C~(CH,),CH = CH(CH,),CH; + KOH —= K*0"-C-(CH,)},CH = CH(CH,),CH; + H,0
Aciihaldico Hidréxidg Oleatq de Agua
de potassio potassio (sabio)

Fig. 1.5 - Reac¢&o de saponificacdo (adaptado de Lam et al., 2010).

Estes inconvenientes introduzem a necessidade de uma andlise prévia da matéria-prima para a
realizagdo deste processo. Esta, tal como ja referido, deve ter baixos teores de acidos gordos livres
(FFA) e agua, cujos valores recomendaveis ndo deverdo ultrapassar 1% (equivalente a um indice de
acidez de 2 mg KOH/qg) e 0,1%, respetivamente (Demirbas, 2011; Montefrio et al., 2010).

B. Acida

A transesterificacdo com catalise acida homogénea tem como principal elemento diferenciador a sua
aplicabilidade a matérias-primas com elevado teor de &cidos gordos livres. O 6leo é misturado
diretamente no alcool acidificado, pelo que a separagdo e reacdo ocorrem num (nico passo, com 0
alcool a agir ndo s6 como solvente, mas também como reagente de (trans)esterificacdo. Atualmente, os
acidos mais utilizados para esta via de producdo de biodiesel s&o os &cidos sulfarico, fosforico,
cloridrico e sulfénico, sendo que todos eles sdo catalisadores que proporcionam elevados rendimentos
de conversdo. Por norma é uma técnica que requere temperaturas acima dos 100°C e tempos de reacdo
entre as 3h e as 48h - salvo condigBes de altas temperaturas e pressdes — necessitando de elevadas
proporgdes molares de alcool para se obter um bom rendimento de conversdo. E também mais
suscetivel a presenca de dgua na biomassa (Helwani et al., 2009). Estas desvantagens tornam o método
pouco competitivo a nivel industrial, j& que, se por um lado as elevadas temperaturas e os longos
tempos de reagdo requerem um esforgo energético e financeiro muito elevado, por outro 0 aumento
das proporgdes molares de alcool e catalisador também representam ndo s6 um aumento de custo a
nivel dos reagentes quimicos, como também mais custos de remocdo e reciclagem. Outras
desvantagens sdo a maior corrosdo do equipamento, a formacéo de produtos secundarios, uma maior
quantidade de residuos provenientes da reacdo de neutralizagdo do catalisador e o facto de, do ponto
de vista de engenharia, se tratar de um processo mais complexo. Por outro lado, a possibilidade de
esterificar os &cidos gordos livres e de combinar os passos de separacdo e (trans)esterificacdo tornam
este método potencialmente promissor, em particular para a producgéo de biodiesel a partir de matérias-
primas de baixo custo, geralmente de origem residual (Abbaszaadeh et al., 2012; Balat e Balat, 2010).

1.3.2.1.2 Catélise heterogénea

Numa transesterificacdo com catélise heterogenea o catalisador, que pode ter caracteristicas &cidas ou
basicas, encontra-se numa fase diferente da mistura reacional. Tal torna-se vantajoso por facilitar a
separacdo e reutilizacdo do mesmo, eliminando fases de lavagem/recuperacao do biodiesel/catalisador,
envolvendo menores custos a nivel energético e, consequentemente, a nivel de custos de producéo,
guando comparada com a catalise homogénea, permitindo assim uma maior eficiéncia e rentabilidade
do processo. Sdo predominantes na literatura aplicacfes e resultados de transesterificacdo com recurso
a catalisadores heterogéneos basicos (6xidos de metais alcalinos, éxidos de metais de transicdo e
derivados, Oxidos metalicos de hidrotalcita, resinas anionicas e zeolitos basicos), com a utilizagéo dos
acidos (dioxido de zircénio, didxido de titanio, dioxido de estanho, zedlitos, resinas catidnicas,
catalisadores a base de carbono sulfonado e heteropoliacidos) a ser cada vez mais foco de investigacao
pela capacidade que tém de realizar reacGes de esterificacdo dos &cidos gordos livres e de
transesterificacdo dos glicéridos em simultaneo, com consequente aumento do rendimento méssico do
processo global (Abbaszaadeh et al., 2012; Chouhan e Sarma, 2011; Sampaio, 2008).
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1.3.2.1.3 Transesterificacdo direta (in situ)

Uma alternativa ao processo convencional, baseado na conversao do 6leo apds este ter sido extraido da
matéria-prima que o contém (ex: sementes oleaginosas, microalgas), é a transesterificacdo direta,
também designada de transesterificacdo in situ. Em muitos casos, este processo facilita a conversao
uma vez que ocorre diretamente na biomassa em quest&o, eliminando assim o passo da extracdo prévia
do 6leo com solvente. Assim, a transesterificacdo direta consiste na adicdo simultdnea de um
catalisador e de um &lcool a biomassa, geralmente na forma seca. O alcool extrai os lipidos da
biomassa e, sob a acéo do catalisador, transesterifica-os, originando ésteres de acidos gordos (Halim et
al., 2012). Tal como no processo convencional, o sucesso da transesterificacdo direta depende de
varios parametros, com destaque para a propor¢do de alcool relativamente a biomassa. Enquanto no
primeiro, de uma forma geral, o excesso de alcool necessério a sintese de biodiesel corresponde a uma
razdo molar de 6:1, quando realizado in situ a razdo molar pode atingir os 200:1. A presenca de dgua
também aumenta a quantidade de alcool necesséria para atingir boas eficiéncias de conversao (Haas e
Wagner, 2011).

Este método pode ser particularmente vantajoso no caso da producdo de biodiesel a partir de
microalgas, j& que a etapa de extracdo de lipidos microalgais tem de ser realizada através de extragdo
com solventes, processo mais dispendioso que os métodos fisicos de extragdo utilizados nas culturas
convencionais (Figura 1.6). Pode também possibilitar a redugdo dos residuos e, consequentemente, da
poluicéo, associados ao processo (Ehimen et al., 2010).

Transesterificacdo convencional

Ext dod
Microalga seca ‘E> i E> Transesterificagdo
|

E> Purificagdo E> Biodiesel ’

lipidos
L’ Biomassa & Agua
residual glicerol

Transesterificacdo in situ

Transesterificacdo in situ o e i
s o = 2 Purificacdo Biodiesel
(com extracgdo de lipidos incluida) |

E’ Biomassa L Agua,

residual glicerol

Microalga seca

Fig. 1.6 - Comparacéao entre os métodos de transesterificagdo convencional e in situ (adaptado de
Velasquez-Orta et al., 2012).

Apesar de, no processo de transesterificagdo direta, 0s custos de remocao e recuperacdo das elevadas
guantidades de alcool que ndo reagiu serem superiores aos associados ao processo convencional, é
possivel conferir-lhe viabilidade econémica através da identificacdo das condicdes ideais de reacdo
capazes de reduzir o volume de alcool a utilizar (Haas e Wagner, 2011). A simplificacdo do processo
de conversdo, aliado & mitigacdo do problema referido, confere vantagens para que este seja um
potencial método para uso a escala industrial na producéo de biodiesel (Ehimen et al., 2010).

1.3.2.2  Transesterificacdo enzimatica

Neste método a transesterificagdo decorre através do uso de lipases como catalisador da reacdo, sendo
que o rendimento da producéo de biodiesel varia com o tipo de enzima utilizada. E considerado dos
métodos de producdo mais eficazes, sendo que para verificar a eficiéncia da reacdo devem ser
averiguados fatores como a natureza, quantidade e possibilidade de reutilizagdo da enzima,
temperatura e quantidade de &gua (Teixeira, 2011).

Quando comparado com a transesterificacdo com catalise basica apresenta vantagens como a
eficiéncia da reacdo mesmo na presenca de agua na matéria-prima, um maior rendimento de ésteres,
um processo de recuperacdo de glicerol mais simples e o facto de dispensar a etapa de purificacdo dos
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ésteres. Por outro lado, o maior obstaculo deriva da maioria das lipases sofrerem inibigdo pelo efeito
do alcool, passando a estratégia para a resolucdo deste problema por adicionar o alcool ao reator em
trés passos com uma propor¢do molar de 1:1 em cada. Outras desvantagens sdo 0 maior tempo de
reacdo, quando comparado com a transesterificagdo basica homogénea, e o elevado custo das lipases.
Neste Gltimo caso, os desenvolvimentos cientificos, tais como o uso de lipases tolerantes aos solventes
ou na forma imobilizada, que permitam a reutilizacdo das enzimas e a possibilidade de utilizacdo de
lipases provenientes de matérias-primas de baixo custo, figuram-se como solugdo para tornar o
processo economicamente vidvel (Balat e Balat, 2010; Helwani et al., 2009).

1.3.2.3  Transesterificacdo na auséncia de catalisadores

Como ja mencionado anteriormente o processo de transesterificacdo com recurso a um catalisador
envolve diversas etapas posteriores a conversdao, como a purificagdo dos ésteres e a separacdo e
recolha dos reagentes e catalisadores envolvidos. Para fazer face a estes e outros inconvenientes que o
sistema convencional apresenta existem duas formas de produzir biodiesel via transesterificacdo sem
recurso a catélise: transesterificacdo alcodlica supercritica e transesterificacdo com recurso a co-
solventes.

1.3.2.4 Transesterificacdo supercritica

Uma das opcOes para a producdo de biodiesel sem recurso a catalisadores é a transesterificagdo
supercritica. Esta decorre a altas temperaturas (250-400°C) e pressdes, que substituem o efeito do
catalisador, demonstrando ter periodos reacionais mais curtos — converte entre 50-95% dos
triglicéridos nos primeiros 10 minutos (Abbaszaadeh et al., 2012).

O processo, ao decorrer a altas pressdes e temperaturas, leva a uma transformagéo da mistura reacional
da matéria-prima com o alcool em condi¢BGes supercriticas, proporcionando assim uma maior
homogeneidade. Com estas alteragdes o solvente assume caracteristicas hidrofilicas e os triglicéridos
ndo polares podem ser solvatados pelo fluido supercritico formando, assim, um sistema unifésico
alcool/agua, considerando-se estas as razOes pelas quais as transesterificacdes em condigdes
supercriticas apresentam maior velocidade de reagdo (Teixeira, 2011).

As condigdes supercriticas proporcionam uma melhor solubilidade, uma reducéo das limitacGes a
nivel de transferéncia de massa, melhores taxas de conversdo e simplificacdo dos processos de
separacao e purificagdo. Também tem uma maior tolerdncia a presenca de &gua na biomassa e ao teor
de &cidos gordos livres, quando comparada com a transesterificacdo basica homogénea, permitindo,
consequentemente, eficcia de conversdo numa maior variedade de matérias-primas. Torna-se,
portanto, proveitoso para a producdo de biodiesel a partir de matérias-primas de baixo valor,
permitindo uma redugdo na quota que o custo da matéria-prima representa no custo final de producao
(Abbaszaadeh et al., 2012).

Tem como desvantagem a necessidade de utilizacdo de altas temperaturas e pressfes, assim como
elevadas proporgdes metanol/6leo, o que torna este tipo de processo supercritico dispendioso.

Atualmente ainda é desaconselhado o seu uso dado apresentar dificuldades relacionadas com a
seguranca das condicOes reacionais e desvantagens a nivel econémico, ja que requer materiais mais
resistentes e dispendiosos que os utilizados nos reatores de catélise quimica homogénea (Ehimen et
al., 2010).

1.3.25 Transesterificagdo com recurso a co-solventes

A transesterificagdo recorrendo a co-solventes surge como forma de ultrapassar os longos tempos de
reacdo provocados pela baixa solubilidade do alcool, com fim & obtengdo de uma taxa de conversao
dos 6leos em ésteres mais celere. Através da utilizacdo de um co-solvente solivel em ambas as fases é
possivel obter uma reacdo mais rapida — com tempos de reacdo de 5 a 10 minutos — sem o
inconveniente da existéncia de residuos do catalisador tanto nos ésteres como no glicerol obtido. Este
tipo de sistema promove ainda a conversao simultanea de acidos gordos livres e triglicéridos, sendo
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vantajosa aquando do uso em matérias-primas de baixo custo que, em regra, tém elevados indices de
acidez (Abbaszaadeh et al., 2012).

Os co-solventes mais utilizados sdo 0 iso-octano, o di-metoxietano, o metil iso-propil cetona (MIPK),
a acetona, o n-hexano, o éter de petréleo, o ter-butanol e o tetrahidrofurano (THF). Destes destaca-se o
THF, dado possuir um ponto de ebulicdo muito préximo do do metanol — maioritariamente utilizado
nas reacdes de transesterificacdo — e em virtude do sistema requerer uma temperatura minima de
funcionamento de 30°C (Abbaszaadeh et al., 2012; Teixeira, 2011).

Uma dos processos de transesterificagdo com co-solventes que mais atengdo tem atraido € o BIOX.
Este consiste na conversao dos triglicéridos e acidos gordos livres num processo em dois passos,
unifasico, a pressdo atmosférica e temperatura ambiente, em menos de 90 minutos. E vantajoso por se
poder aplicar ndo s6 em Gleos vegetais, como também em Oleos alimentares usados e gorduras
animais, por utilizar co-solventes inertes e recuperdveis numa reacdo rapida e em condicdes PTN, e
por ndo apresentar residuos de catalisador, quer no biodiesel quer no glicerol obtidos. Por outro lado,
tem como obstaculo a recuperacdo do alcool em excesso devido a proximidade dos pontos de ebuli¢éo
do THF e do metanol (Abbaszaadeh et al., 2012; Balat e Balat, 2010).

1.3.3 Propriedades e qualidade do biodiesel

Diversas propriedades fisicas e quimicas do biodiesel estdo diretamente ligadas com a matéria-prima
utilizada na sua producdo - com destaque para a composicao em acidos gordos da mesma - e com 0
alcool utilizado no processo de transesterificacdo. O biodiesel apresenta propriedades semelhantes ao
gasoleo, podendo ser usado sem alteragdes significativas nos motores — sendo estas inclusivamente
desnecessarias para uma proporc¢ao de 5% biodiesel/combustivel féssil. Apesar disto, para que a sua
utilizacdo decorra sem danos associados é obrigatdria a avaliacdo da sua qualidade, j& que existem
varias fabricas de produgdo de biodiesel, a diferentes escalas, cujas matérias-primas tém diferentes
origens e niveis de qualidade. Para garantir que o biodiesel proveniente de todas estas fontes é de
qualidade e adequado para utilizacdo sem qualquer impedimento em motores € necessaria uma
padronizacdo dos seus parametros. Estas especificagbes sdo estabelecidas na Europa, e,
consequentemente, em Portugal, pela Norma Europeia EN 14214 (Atabani et al., 2012; Escobar et al.,
2009; Knothe, 2005).

De uma forma geral, a caracterizacdo do biodiesel é feita através da andlise de diversos parametros,
como o indice de cetano, viscosidade, densidade, propriedades de frio (temperatura limite de
filtrabilidade, ponto de turvacdo), teor de cinzas, teor de enxofre e indice de acidez. Estas
caracteristicas, fisicas e quimicas, estdo diretamente ligadas e dependentes de caracteristicas como o
comprimento e saturacdo da cadeia de carbono da matéria-prima utilizada. Esta também demonstrado
que estas propriedades sdo responsaveis nao sé pelo desempenho do motor como também pelas
emissdes de gases associadas (Kumar et al., 2013).
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Tabela 1.1 - Parametros de qualidade de biodiesel e respetivos limites (EN 14214:2012).

Propriedade Unidade Limite Método
Ponto de inflamagdo °C >101 EN ISO 2719
Teor de agua mg/kg <500 EN ISO 12937
Contaminacéo total mg/kg <24 EN 12662
Viscosidade a 40°C mm?/s 3,50-5,00 EN I1SO 3104
Densidade a 15°C kg/m® 860-900 EN ISO 3675

EN 1SO 12185
Teor de ésteres %(m/m) >06,5 EN 14103
Teor de cinzas %(m/m) <0,02 1SO 3987
sulfatadas
Teor de enxofre mg/kg <10,0 EN 1SO 20846

EN 1SO 20884

EN 1SO 13032
Corroséo & lamina de - Classe 1 EN 1SO 2160
cobre
indice de cetano - >51,0 EN 1SO 5165
indice de acidez mg KOH/g <0,50 EN 14104
Estabilidade a oxidagédo | h >8,0 EN 14112
indice de iodo g 1/100g <120 EN 14111

EN 16300
Ester metilico de acido | %(m/m) <12,0 EN 14103
linolénico
Esteres metilicos %(m/m) <1 EN 15779
polinsaturados
Teor de methanol %(m/m) <0,20 EN 14110
Teor de monoglicéridos | %(m/m) <0,70 EN 14105
Teor de diglicéridos %(m/m) <0,20 EN 14105
Teor de triglicéridos %(m/m) <0,20 EN 14105
Metais do grupo | mg/kg <5,0 EN 14108
(Na+K) EN 14109

EN 14538
Metais do grupo Il mg/kg <5,0 EN 14538
(Cat+Mg)
Glicerol livre %(m/m) <0,02 EN 14105

EN 14106
Glicerol total %(m/m) <0,25 EN 14105
Teor de fésforo mg/kg <4,0 EN 14107

prEN 16294
Temperatura limite de °C Dependente da EN 116
filtrabilidade (CFPP) localizagdo e estacéo do

ano

Enquanto que o indice de cetano, o calor de combustdo, o ponto de fusdo e a viscosidade dos acidos
gordos aumentam com o tamanho da cadeia de hidrocarbonetos e com o grau de saturacdo, as
emissdes de NO, diminuem. As propriedades de frio — pontos de fluxdo e turvacdo e CFPP — também
apresentam piores resultados com o aumento do grau de saturacdo dos acidos gordos. Quanto a
influéncia que o alcool usado no processo de transesterificacdo tem, a escolha do etanol em vez do
metanol traduz-se numa melhoria das propriedades de lubricidade, enquanto que, por outro lado, a sua
substituicdo por isobutanol melhora as propriedades de frio (Knothe, 2005).

O biodiesel produzido a partir de biomassa microalgal tem-se revelado semelhante aos combustiveis
derivados do petréleo em pardmetros como a densidade, a viscosidade, o ponto de inflamagéo e o
CFPP, obedecendo as especificacbes da norma EN 14214. No entanto, o facto de os lipidos
microalgais possuirem, por vezes, um elevado teor de &cidos gordos polinsaturados, quando
comparados com o0s 0Oleos vegetais, torna-os mais suscetiveis a oxidagdo durante 0 armazenamento
(Ahmad et al., 2011).
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1.4 Microalgas para producéo de biodiesel

Microalgas sdo micro-organismos unicelulares, presentes tanto em agua doce como em agua salobra e
salgada, capazes de converter luz, agua e dioxido de carbono em biomassa. Varias espécies
apresentam elevadas taxas de crescimento e de produtividade em biomassa, capazes de gerar grandes
quantidades de lipidos, proteinas e hidratos de carbono em curtos periodos de tempo. Esta capacidade
traduz-se na possibilidade de producdo de diversos biocombustiveis como biodiesel, bioetanol,
biohidrogénio e biometano, quer por via termoquimica, quer por via bioquimica (Demirbas, 2011).

1.4.1 Producéo da biomassa microalgal

De uma forma geral, os processos de producdo de biodiesel a partir de microalgas seguem uma
sequéncia de etapas que englobam a fase de producéo, na qual se procede ao cultivo das microalgas; o
passo de colheita, de forma a separar a biomassa microalgal do meio de cultura em questao; a extracdo
dos lipidos e a sua posterior conversdo. Este processo encontra-se esquematicamente representado na
figura 1.7.

€02, Nutrientes, Energia Energia \

Agua, Luz

Metanol

Especie Colheita o
Sy i Processamento Biodiesel
_ Extraccio
seleccionada

Biomassa

N

Reciclagem de residuos e recuperacgdo de energia |

Fig. 1.7 - Representacéo esquematica das varias fases da produc¢édo do biodiesel (Adaptado de
Amaro et al., 2012).

1.4.1.1 Crescimento da biomassa microalgal: Sistemas de cultivo

Existe uma estreita relacdo entre as espécies de microalgas a cultivar, respetivo metabolismo e o
regime de cultivo escolhido. Assim sendo, para que o0 crescimento da biomassa microalgal seja
propicio é necessaria uma selecdo da espécie de microalga mais adequada as condi¢Ges em quest&o,
seja em termos ambientais ou do método de producdo escolhido, ou do regime de produgdo -
autotrofico, heterotréfico, mixotrofico e fotoheterotréfico - dependendo da espécie.

Numa cultura fototrofica as células microalgais necessitam de luz como fonte de energia e de didxido
de carbono como fonte de carbono para se reproduzirem. Estes fatores podem tornar-se desvantagens,
ja que nem sempre a disponibilidade de luz e diéxido de carbono sdo garantidas: no caso de producao
em lagoas fotossintéticas e fotobiorreactores fechados, em que a luz solar é utilizada como fonte de
energia, a limitacdo € essencialmente o seu caracter intermitente; por outro lado, quando o cultivo
decorre com recurso a iluminacdo artificial, o processo pode tornar-se dispendioso. Em ambos 0s
processos, é também essencial um equilibrio na distribuicdo da intensidade luminosa, ja que, quando
irregular, afeta a produtividade da cultura microalgal (Chen et al., 2011; Suali e Sarbatly, 2012).

Tanto o regime mixotréfico como o fotoheterotrofico necessitam de luz como fonte de energia e
compostos organicos como fonte de carbono, sendo que a diferenga entre eles reside no facto de as
espécies fotoheterotroficas necessitarem de luz como fonte de energia para poderem utilizar os
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acucares como fonte de carbono enquanto que as mixotréficas podem alternar entre a utilizacdo de luz
e compostos organicos como fonte energética (Chen et al., 2011).

As culturas heterotroficas consomem outros organismos ou crescem em aguas residuais que
contenham carbono organico como fonte energética e ndo dependem da existéncia de uma fonte
luminosa, proporcionando maiores produtividades lipidicas quando comparadas com 0s outros
regimes de culturas microalgais. Facultam também vantagens como um bom controlo do cultivo, uma
diminuicdo no custo da colheita, proporcionada pelas densidades celulares mais elevadas associadas, e
a possibilidade de manipulacdo do meio de cultivo e dos fatores ambientais em questdo com via a
obtencdo de uma maior eficacia produtiva, ja que o crescimento celular é significativamente
influenciado por estes fatores.

O rendimento de biomassa e respetivo conteddo em lipidos dependem do tipo de fonte de carbono e da
sua concentracdo no meio de cultura. Duas das fontes de carbono que tém sido mais utilizadas sdo o
glicerol e a glucose sendo que, devido a grande parcela que representa no custo de producéo, o cultivo
por via heterotréfica é ainda inviavel economicamente para producdo de biocombustiveis quando a
fonte de carbono tem de ser adquirida. Por outro lado, este pode ser reduzido através da utilizacdo de
fontes de carbono menos dispendiosas - como o etanol, a frutose ou o glicerol - podendo este Gltimo
advir de co-produtos de uma refinaria, ja que estudos demonstram que a adigdo de glicerol bruto como
fonte de carbono ao meio de cultura tem a capacidade de aumentar a produtividade microalgal (Amaro
etal., 2012; Chen et al., 2011; Suali e Sarbatly, 2012).

1.4.1.2 Colheita da biomassa microalgal

A colheita da biomassa microalgal para lipidos (6leos) deve ocorrer na fase estacionaria do
crescimento e envolve processos como a separa¢do do meio de cultura, a concentracdo da biomassa e,
por norma, a secagem. O tamanho das células microalgais, tipicamente com diametros entre 3 e 30
pm, em conjunto com os meios de cultura geralmente bastante diluidos, tornam esta etapa bastante
dispendiosa a nivel energético, podendo inclusive atingir valores de cerca de 60% do custo total de
producédo (Ahmad et al., 2014).

A técnica ideal de colheita deve ser independente da espécie cultivada, consumir o minimo de energia
e quimicos possivel e ndo danificar os produtos extraidos no processo.

As técnicas mais utilizadas para colheita da biomassa sdo a sedimentagdo por gravidade, a
centrifugacdo, a floculagéo, a flotag&o e a filtracdo (Ahmad et al., 2014; Chen et al., 2011).

1.4.1.3 Extracdo dos lipidos

A. Pré-tratamento

Apdbs a colheita e, caso necessario, a secagem da biomassa microalgal, esta pode ser sujeita a
processos de pré-tratamento com o prop6sito de melhorar a eficiéncia da subsequente extracdo de
lipidos. Existem diversos processos, que atuam em uma ou mais fases, e cuja selecdo depende das
alteracOes necessarias a estrutura da biomassa (Halim et al., 2012). Estes podem ser mecanicos ou néo
mecanicos — que, por sua vez, se dividem em fisicos, quimicos e enzimaticos. Os métodos mecanicos
sdo normalmente mais utilizados pelo facto de abrangerem mais espécies de microalgas e serem
menos passiveis de contaminagdo comprometedora da qualidade do produto final, quando comparados
com processos quimicos ou enziméticos. A forma de pré-tratamento selecionada deve ser a que
apresente 0 menor gasto energético e custo associado, assegurando a manutencdo da qualidade da
biomassa (Lee et al., 2012).

B. Processos de extracéo

No processo de extracdo a biomassa microalgal, seca ou humida, € exposta a um solvente capaz de
extrair os lipidos da matriz celular. No caso da producdo de biodiesel, por se pretender a extracao
preferencial dos lipidos apolares, este deve ser um solvente ou mistura de solventes com um carécter
apolar ou pouco polar - como o hexano ou o cloroférmio. No entanto, caso se pretenda contabilizar os
lipidos totais, para fins de caracterizacdo da biomassa microalgal, e sendo constituidos por lipidos
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polares e neutros, a escolha deve recair sobre um ou mais solventes com caracter mais polar, como o
etanol ou o metanol. A separacdo da biomassa da solu¢do composta pelos lipidos e pelo solvente é
geralmente realizada através de uma filtracdo, sendo que a remocdo do solvente pode ocorrer por
destilacéo, evaporagdo sob vacuo ou adsor¢do em fase sélida. Apos a separacdo e remocao do solvente
a quantificacdo dos lipidos é feita por gravimetria (Halim et al., 2012; Steriti et al., 2014).

Existem diversos métodos a ser estudados para extracdo de lipidos de biomassa microalgal, como
processos de extracdo assistida por micro-ondas e ultrassons, que combinam a quebra da parede
celular e a extracdo num sé passo, e sistemas que recorrem a altas temperaturas e pressdes — como a
extracdo subcritica e a extragdo supercritica (Halim et al., 2012). Contudo, presentemente, a escala
industrial, a extracdo com solventes é ainda o Unico método viavel (Steriti et al., 2014).

1.4.1.4  Conversdo dos lipidos

Apdbs o processo de extracdo dos lipidos segue-se a conversdo, que pode decorrer segundo Vvarios
processos, dos quais 0 mais comum ¢é a transesterificagdo com catéalise homogénea, descrito na secgdo
1.3.2.1.1.

Os processos de extracdo e conversdo de lipidos podem ser combinados num s@, designado
transesterificacéo in situ (seccdo 1.3.2.1.3). Esta técnica é especialmente relevante para a produgéo de
biodiesel a partir de microalgas ja que, ao prescindir/dispensar a extracdo prévia dos lipidos permite
um maior aproveitamento da biomassa microalgal, que tem na sua producao a maior parcela do custo
do produto final.

1.4.2 Valorizagdo da biomassa microalgal apds extracao lipidica

Os maiores responsaveis pela inviabilidade comercial do biodiesel microalgal sdo os consumos
intensivos de energia e de quimicos para a producdo de biomassa microalgal que, quando comparada
com outras matérias-primas, origina elevadas quantidades de residuos (Soratana et al., 2014). Apés a
extracdo dos lipidos para produgdo de biodiesel, a biomassa microalgal residual é rica em proteinas e
hidratos de carbono. Se este material ndo for direcionado passa a representar um residuo, com todos 0s
custos de eliminacgdo inerentes a representarem um agravamento no custo do produto final. Uma das
formas de transformar estes custos em beneficios econémicos é através da separagdo das proteinas e
hidratos de carbono para venda a mercados como alimentacéo animal, fertilizacéo de solos e utilizagdo
como matéria-prima para outras formas de bioenergia. Também é possivel reciclar a biomassa residual
para o ciclo de producdo, de forma a reduzir as necessidades nutritivas. No entanto, este método nem
sempre é opcdo, ja que é inviavel quando a principal fonte de nutrientes sdo aguas residuais. E
importante uma andlise prévia dos residuos microalgais para determinar quais os beneficios que
podem proporcionar. Varios produtos bioenergéticos podem ser produzidos através dos residuos
microalgais: estes incluem metano, calor/eletricidade, etanol celulésico e outras renovaveis (Veal et
al., 2013). Este conceito de biorrefinaria industrial permite também ter um valor acrescentado do
ponto de vista ecoldgico, j& que pode funcionar como fonte de captagdo e fixacdo de carbono e
tratamento de aguas residuais (Subhadra e Edwards, 2011).

E importante uma anélise prévia dos residuos microalgais para determinar que beneficios podem
proporcionar. Por exemplo, o glicerol, produto da reacdo de transesterificacdo, pode ser diretamente
direcionado para as industrias de alimentacdo animal e fertilizacdo de solos, como fonte de nutrientes,
reinserido no ciclo produtivo de biomassa microalgal, ou sujeito a um processo de fermentacao,
originando etanol (Leung et al., 2010; Soratana et al., 2014).

Por sua vez, os residuos de biomassa, apds a extracdo do 6leo, podem dar origem a um novo ciclo de
reutilizacdo ao serem utilizados como matéria-prima de producdo de bioetanol e biometano ou, tal
como o glicerol, serem utilizados diretamente para inddstrias de fertilizacdo e ragdes ou reinseridos no
ciclo de producdo como fonte de carbono. O biometano, obtido através de um processo de digestdo
anaerobia, pode ser convertido em calor e eletricidade via cogeracdo, sendo util na supressdo das
necessidades energéticas de todos os processos envolvidos. Por sua vez, os residuos deste processo,
podem ser centrifugados, com o efluente sélido resultante a ser encaminhado para indUstria de
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fertilizantes e o liquido como fonte de nutrientes para o ciclo de producdo. J& o bioetanol pode ser
obtido através da combinacdo de processos de sacarificacdo e fermentacdo (S+F), seguidos por uma
destilagdo. O CO, obtido como coproduto desta combinacdo pode ser reinserido no ciclo; os residuos
podem ser reutilizados para a digestdo anaerdbia. Por fim, os residuos da destilagdo podem ser
também encaminhados para a industria de alimentacdo animal. Estas estratégias de valorizacdo
residual estdo representadas na figura 1.8. (Soratana et al., 2014)

95%
Racdo
Evaporagao etanol
animal
Residuos
Centrlfuga;ao destilagio Destilagﬁo

produg3o de °
biomassa

Residuos
S+F

S+F

iomassa :
de solos animal
microalgal
[monossacaridens)
* Biomassa residual SReFSiduOS
[ Extracc8o de lipidos ]—) (apé.s ?x.tracgﬁo —_— +F secos
* lipidica)
Oleo
Efluente
i Igal i ~
fricroaiga Centrifugacdo  |=3 liquido
[ Convers&o ]—) Glicerol Meta no Eﬂ’u.ente Seer—
microalgal solido d
¥ e
nutrientes

Biodiesel ——
microalgal Fertilizacdo
de solos
Electricidade -

Fig. 1.8 — Diferentes combinacdes de sistemas de valoriza¢@o da biomassa microalgal residual e dos
seus co e subprodutos (adaptado de Soratana et al., 2014).

1.5 Microalga Chlorella protothecoides

A Chlorella protothecoides é uma microalga caracterizada por ser unicelular e com células esféricas
com finas paredes celulares. Tem sido alvo de estudo pela versatilidade que demonstra ao crescer em
condicOes autotrdficas, heterotroficas e mixotroficas (Fig. 1.9). Quando na presenca de carbono
exclusivamente organico, como por exemplo a glucose, no meio de crescimento, e sob escuridao,
deixa de crescer autotroficamente, passando a crescer heterotroficamente, suprimindo o crescimento
de cloroplastos e desintegrando as membranas fotossintéticas ja existentes. Assim que a fonte organica
de carbono no meio se esgota e na presenca de luz e CO, regressa de novo ao modo autotréfico,
acompanhada com o desenvolvimento de cloroplastos (Campenni’ et al., 2013). Esta microalga
destaca-se também pela sua capacidade de producdo de carotendides e acumulacdo de grandes
quantidades de lipidos adequados a producdo de biodiesel (Santos, 2014).
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Fig. 1.9 — Células da microalga Chlorella protothecoides observadas com um microscopio éptico com
uma ampliacdo de 1000x, obtidas através de: a) crescimento heterotrofico, b) crescimento mixotroéfico,
e ¢) crescimento autotréfico (Fonte: Santos, 2014).

Na tabela 1.3 apresentam-se os dados da taxa de produtividade, do peso seco e do teor de lipidos

referidos em alguns estudos publicados para a Chlorella protothecoides heterotréfica, em fungdo das
diferentes condi¢des de cultura utilizadas.

Tabela 1.2 — Concentracdo méaxima de biomassa, produtividade volumétrica de biomassa e
teor de lipidos obtidos no cultivo heterotréfico de Chlorella protothecoides.

Concentragdo maxima Produtividade Teor de lipidos Referéncia
de biomassa volumétrica de %
Xmaximo QL) biomassa
Chlorella Py (gL™h™)
protothecoides 45,8 0,191 - (Shi et al., 2002)
heterotréfica 15,5 0,0842 55,2 (Xu et al., 2006)
51,2 0,307 50,3 (Xiong et al., 2008)
43,3 - 49,85 (Cerbn-Garcia et al.,
2013)

Os resultados presentes na tabela demonstram a capacidade que a C. protothecoides heterotréfica tem
de atingir elevadas produtividades, associadas a teores significativos de lipidos. Sdo parametros que
influenciam diretamente o rendimento e o custo associado ao biodiesel microalgal, comprovando-se
assim o seu potencial como futura fonte de producéo de biodiesel a nivel industrial.

O presente estudo teve como objetivo a caracterizacdo e avaliacdo da capacidade de producdo de
biodiesel a partir da microalga Chlorella protothecoides heterotrofica, bem como a elaboragdo de um
balango preliminar energético e econémico associado ao processo.
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2. Materiais e métodos

2.1 Microalga

A microalga C. protothecoides estirpe 25 foi adquirida a algoteca UTEX, da Universidade de Austin
(Texas, EUA). A alga foi mantida em meio de cultura liquido inorganico, a temperatura ambiente e
iluminacédo continua e cultivada em fermentador, com recurso a um meio de cultura organico.

2.2 Reagentes

A lista de reagentes utilizados ao longo do trabalho experimental encontra-se no Anexo I.

2.3 Meio de crescimento da microalga

Para os ensaios de fermentacdo a microalga foi inoculada em meio de cultura cuja composicdo se
encontra na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Meio de fermentac&o da microalga Chlorella protothecoides.

Meio de cultura
Chlorella protothecoides 40g/L dextrose (glucose comercial).H,O; 5g/L extrato de
1° ensaio levedura, 3L 4gua do mar
Chlorella protothecoides 20g/L dextrose.H,O; 3g/L extrato de levedura, 3 g/L NaCl
2° ensaio obtido da 4gua do mar; 3,5L de 4gua do mar

2.4 Equipamentos

A lista dos equipamentos utilizados ao longo do trabalho experimental encontra-se no Anexo II.

2.5 Meétodos

2.5.1 Obtencéo da biomassa microalgal

A. Fermentacdo em reator a escala piloto

Realizaram-se dois ensaios de fermentacdo com a microalga Chlorella protothecoides num
fermentador em inox, com 50 litros de capacidade (Figuras 2.1 e 2.2), tendo-se utilizado os
meios de cultura descritos na tabela 2.1, para um volume final de meio de 35 litros. O
procedimento experimental foi o seguinte:

1.
2.
3.

Esterilizou-se o fermentador com vapor em linha;

Adicionou-se 3mL de anti-espuma, polipropileno glicerol (PPG) puro.

Apos esterilizagdo e arrefecimento do caldo adicionou-se uma solugéo de trés antibidticos,
previamente esterilizada por filtracdo: 3g de estreptomicina, 150mg de cloranfenicol e
1,869 de penicilina;

Acertou-se o pH do meio a 6,5 com adi¢do automatica de base (NaOH 4N) ou écido (HCI
4N), o qual foi mantido constante ao longo da fermentagéo;

A temperatura, de 28°C, foi mantida constante através de uma camisa de aquecimento
com vapor;

A fermentacdo foi seguida ao longo do tempo através da colheita de amostras que foram
analisadas em termos de proporcdo carbono/azoto;

A fermentagdo foi dada como terminada apds a biomassa atingir a fase estacionaria, ou
seja, ter leituras de DO constantes durante dois dias.
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O fermentador foi inoculado com 3,5 litros de pré-inéculo de microalga Chlorella protothecoides,
apos crescimento de 4 dias num meio de cultura com a mesma composi¢do, realizado numa
incubadora a 28°C e com agitacdo orbital (120 rpm), no escuro. O cultivo em fermentador foi seguido
por medigdo do oxigénio dissolvido e da densidade Otica a 540nm. O fluxo de ar durante o
crescimento foi de 1vvm.

Fig. 2.1 - Inéculo de Chlorella protothecoides.

e '.\\\ X ? d -

Fig. 2.2 - Fermentador BIOLAFITTE 111 Bd Robespierre 78300 POISSY.

B. Colheita da biomassa

Apobs se ter dado por finalizado o processo fermentativo, procedeu-se a colheita da
biomassa produzida. Esta foi concentrada, utilizando um clarificador que concentrou o
caldo trés vezes, e colocada no frigorifico. Ap6s uma noite no frigorifico decantou-se e
centrifugou-se a biomassa, que, ap6s ser congelada a -30°C, foi liofilizada.

Ana Filipa Garcia de Morais 18



Estudos de transesterificacdo de 6leos produzidos a partir de C. protothecoides por via heterotrofica

2.5.2 Rutura celular da biomassa microalgal

De modo a facilitar a acessibilidade aos lipidos presentes no interior das células da microalga
Chlorella protothecoides, realizou-se um processo de rutura celular da biomassa liofilizada utilizando
um moinho de bolas. Neste processo foram mantidos constantes os parametros: quantidade de
biomassa (0,5g), tempo de moagem (3:50 minutos) e frequéncia de vibragdo do moinho (25 Hz),
tendo-se variado o tamanho e a quantidade de esferas em ago inox.

As condigdes utilizadas, e as respetivas designacfes, encontram-se apresentadas, na tabela (2.2). Na
figura (2.3) pode-se ver a biomassa microalgal proveniente da segunda fermentacdo ap6s moagem.

Tabela 2.2 — Didametro e nimero de esferas utilizadas na moagem com moinho de bolas e
respetiva designacao.

Diametro das esferas (mm) N° de esferas utilizado Designacéo
10 8 8BP
15 2 2BM

Fig. 2.3 - Biomassa microalgal (Chlorella protothecoides) do 2° ensaio, ap6s moagem com 2 esferas
de 15mm (2BM).

A biomassa, apds este pré-tratamento, foi sujeita a extracdo em soxhlet (sec¢do 2.5.4.1.1.B), com 0
objetivo de avaliar o teor de lipidos nela presente.

Também alguns dos ensaios de transesterificacdo direta (sec¢do 2.5.3) foram realizados apds a
biomassa ter sido sujeita a este pré-tratamento de rutura celular.

2.5.3 Producédo de biodiesel: transesterificacéo direta da biomassa microalgal

Para a conversdo dos acidos gordos livres e glicéridos em ésteres metilicos recorreu-se a um processo
de transesterificacdo direta. Tal como o nome indica a reacdo ocorre diretamente na biomassa, ndo
sendo necessario qualquer método prévio de extragdo do 6leo.

O procedimento experimental foi adaptado do procedimento utilizado por Whalen et al. (2011), tendo
0 método ja sido utilizado no LNEG em trabalhos anteriores, permitindo bons resultados com outras
microalgas (Gaivao, 2013; Marques, 2013). Os ensaios foram realizados na presenca de um alcool
(metanol) e de acido sulfarico (H,SO,4) como catalisador &cido. O procedimento foi o seguinte:

1. Pesou-se 100 mg de biomassa liofilizada e moida, em duplicado, para um frasco de 20mL.
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2. Adicionou-se o volume de catalisador (acido sulfurico), seguido de metanol, na propor¢édo
em estudo.

3. Selou-se o frasco com uma tampa de aluminio com um septo de borracha, recorrendo a
um encapsulador.

4. Colocou-se o frasco numa incubadora durante o periodo de tempo pretendido, a uma
temperatura de 50°C e a uma velocidade de agitacdo de 200 rpm.

5. Retirou-se o frasco da incubadora e adicionou-se 5mL de &gua & solugdo anterior para
parar a reagéo.

6. Adicionou-se 2mL de cloroférmio a solucéo.

7. Agitou-se o frasco, de modo a permitir a mistura das duas fases e a transferéncia dos
ésteres metilicos para a fase organica, ficando este depois algum tempo em repouso para
permitir a separacgdo de fases.

8. Apos a separacdo das duas fases transferiu-se a fase inferior (fase organica), recorrendo a
uma micropipeta, para um tubo de vidro, passando através de uma pipeta de Pasteur, com
algoddo e sulfato de sodio anidro no seu interior, de modo a reter residuos de biomassa e
de agua.

9. Depois de transferir a quantidade maxima/possivel de fase organica, repetiu-se 0s passos
de 6 a 8 duas vezes, totalizando um volume de 6mL de cloroférmio utilizado na recolha
dos ésteres metilicos.

10. De seguida transferiu-se um volume conhecido, medido com uma pipeta, da fase organica
recolhida para um outro frasco.

11. Colocou-se o frasco num banho termostatico, a 80°C, dentro de uma hotte, de modo a
evaporar o cloroférmio presente.

12. As amostras obtidas foram armazenadas para posterior preparacdo e analise
cromatografica (seccdo 2.5.4.2.3.B).

Realizaram-se varios ensaios de modo a avaliar a influéncia do tempo de incubacdo na conversdo da
fracdo lipidica em ésteres metilicos, permitindo selecionar o tempo de equilibrio da reacdo de
transesterificacéo.

De forma a compreender qual o impacto da parede celular da microalga no processo de conversdo
efetuou-se todo o processo de transesterificacdo aplicando a mesma metodologia de rutura celular
descrita na sec¢do 2.5.2.A.

25.3.1 Efeito do teor de humidade da biomassa

Para estudar de que forma a presenca de humidade na biomassa influenciava o rendimento de
conversdo dos lipidos em ésteres metilicos seguiu-se, novamente, 0 processo experimental descrito em
2.5.3, mas envolvendo duas metodologias de preparacdo de amostra distintas:

- a primeira consistiu na adicdo de dgua Millipore a biomassa liofilizada, de forma a se atingir o teor
de humidade pretendido;

- a segunda baseou-se na pesagem de biomassa previamente humedecida, através de 24h de hidratagéo
da biomassa liofilizada em agua, equivalendo sempre a pesagem a 100mg de peso seco de microalga.

Associado ao efeito do teor de humidade foi também avaliado o efeito da proporcdo do catalisador, de
modo a compreender se a quantidade deste poderia conduzir a uma alteracdo reacional com vista a
melhoria do processo na presenca de agua.

Realizaram-se ainda ensaios a temperatura de 80°C, utilizando biomassa humida, mantendo-se todos
0s parametros inicialmente definidos, para avaliar a influéncia da temperatura na reacdo de
transesterificacdo realizada na presenca de agua.
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2.5.4 Metodologias analiticas
25.4.1  Caracterizacio da biomassa microalgal

2.5.4.1.1 Determinacao do teor de lipidos

Para avaliar o teor maximo de lipidos presentes na biomassa microalgal liofilizada foram utilizados
dois processos diferentes de pré-tratamento de rutura celular, que precederam a extragdo soxhlet: um
processo quimico (hidrolise &cida) e um processo mecanico (moinho de bolas).

A. Pré-tratamento por hidrolise acida

A hidrélise acida, por ser um método bastante agressivo, provoca a perda das caracteristicas do 6leo,
impedindo assim o seu aproveitamento futuro. A sua utilizacdo como pré-tratamento prende-se assim
apenas como uma forma de quantificacdo do valor maximo de lipidos que é possivel extrair da
biomassa microalgal, possibilitando a comparacdo e escolha do melhor pré-tratamento mecéanico a
utilizar. O procedimento foi o seguinte:

1. Pesou-se 1g de biomassa, em duplicado, para tubos de vidro de 500mL.

2. Adicionou-se 40mL de &cido cloridrico 4N.

3. Colocou-se num BLOC DIGEST 20, a 150°, durante uma hora.

4. Apos arrefecimento a temperatura ambiente filtrou-se a amostra por filtro de papel de
laboratorio, fazendo sucessivas lavagens com agua Millipore e sucessivas medi¢des de pH
até o valor do pH da agua de lavagem, medido através de um potenciometro, ser neutro.

5. Deixou-se o filtro, com a biomassa, secar completamente.

O filtro seco, contendo a biomassa, foi sujeito a extragdo soxhlet, como descrito abaixo (seccéo
2.5.4.1.1.B).

B. Extracédo e quantificacao da fracao lipidica

Para determinar o teor de lipidos da biomassa foram feitas extra¢cGes soxhlet. O método consiste na
extragdo dos lipidos soluveis no solvente escolhido, no qual as impurezas sdo insoldveis. O
procedimento seguido foi o seguinte:

1. Pesou-se 0,59 de biomassa liofilizada e moida, em duplicado, para um cartucho de
extracéo.

2. Colocou-se um pedaco de algod&o dentro do cartucho e dobraram-se as pontas, de modo a
garantir que ndo ocorria qualquer fuga de biomassa durante o processo de extracao.

3. Mediu-se e transferiu-se, aproximadamente, 170mL de solvente (hexano ou etanol) para
um baldo de destilac&o.

4. Colocou-se o cartucho dentro do extrator.

5. Fez-se a montagem do equipamento, composto pelas mantas de aquecimento, baldo de
destilac&o, extrator soxhlet, condensador e circuito de 4gua, dentro da hotte (Figura 2.4).

6. Procedeu-se a extracdo durante 6 horas.

Nota: Para os casos em que se realizou o pré-tratamento de hidrélise acida colocou-se o filtro
com a biomassa liofilizada, dobrado, diretamente no cartucho de extragdo procedendo de igual
modo nos passos seguintes (2 a 6).
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Fig. 2.4 - Extracdo da fracao lipidica em soxhlet.

Apo6s o processo de extracdo filtrou-se a solugdo, composta pelo solvente e os lipidos, para um baldo
de 100mL previamente tarado (103°, 1h) para remover possiveis vestigios de biomassa. De seguida, 0
baldo com a mistura resultante da filtracdo foi colocado no evaporador rotativo, a baixas pressoes
(235mbar para hexano, 80mbar para etanol), com um banho termostatico a 40°C, de forma a remover o
solvente.

Finalizado o processo de destilagdo colocou-se o baldo na estufa, durante 1h a 103°C, de forma a
eliminar qualquer vestigio de solvente. Colocou-se o baldo a arrefecer num exsicador, até atingir a
temperatura ambiente. Apds arrefecer pesou-se, determinando-se o teor de lipidos através da seguinte
expressdo:

baldo+lipidos — Mbaldo

m
Teor de lipidos (g/100g ps) =

x 100 (1)

mmicroalga

na qual Mpazo+iipidos (J) representa a massa do baldo juntamente com a massa dos lipidos extraidos,
Mpaizo (9) @ Massa do baldo e Muicreaiga (9) @ Massa da amostra de microalga utilizada para o processo de
extracao.

2.5.4.1.2 Determinacéo do teor de agucares

A semelhanca dos estudos efetuados para a determinag&o do teor de lipidos, foi necessario recorrer a
um pré-tratamento que conduzisse a quebra da parede celular de forma a permitir uma eficiente
extracdo dos aglcares presentes na biomassa da microalga, antes da sua quantificacdo. Neste caso, 0
pré-tratamento utilizado foi a hidrolise acida quantitativa.

A. Hidrdlise acida quantitativa

O procedimento foi o seguinte:

1. Pesou-se cerca de 0,5 g de biomassa liofilizada, em duplicado, para um tubo de ensaio e
adicionou-se 5mL de &cido sulfdrico com uma concentracdo de 72% (m/m).

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

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

4. Adicionou-se 139mL de agua Millipore para obter uma concentragdo de acido sulfarico de
4% (m/m).

5. Agitou-se a amostra.
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Fechou-se o frasco e levou-se a autoclave durante uma hora a 120°C.
7. Retirou-se uma amostra do frasco e filtrou-se com o auxilio de um filtro com 3mm de
didmetro e 0,45um de porosidade (Acrodisc GHP, Pall).

B. Determinacéo colorimétrica dos agucares totais

A determinacdo do teor de agUcares totais presentes na biomassa foi feita recorrendo ao método do
reagente fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). Neste método a amostra € atacada com acido sulfirico
provocando a hidrolise dos polissacaridos em monossacaridos que, ao reagirem com o fenol, levam ao
aparecimento de uma tonalidade alaranjada na solugdo. A posterior quantificacao é feita indiretamente,
jA que é necessaria a comparacdo com uma reta de calibracdo com solucbes de diferentes
concentracdes de glucose, analisadas espetrofotometricamente a 490nm. Os ensaios foram realizados
sempre em duplicado e o procedimento foi 0 seguinte:

1. Preparou-se uma solucdo aquosa de fenol com uma relagdo 5% (massa/volume) diluindo
5¢ de fenol em 100mL de agua Millipore.

2. Preparou-se uma solucdo padrdo de agucar com uma concentracao de 0,1 g/L.

3. Fizeram-se seis diluicBes a partir da solu¢do padrdo de aglcar preparada no ponto 2, com
concentragdes entre 0,01 g/L e 0,08 g/L, de forma a obter a reta de calibracao.

4. Diluiram-se, em agua Millipore, as amostras pré-tratadas, de modo a obter valores para a

concentracdo de agucares semelhantes aos valores utilizados na reta de calibragao.

Transferiu-se 1mL de cada solucéo padréo e de cada amostra para um tubo de ensaio.

Adicionou-se 1mL da solucéo de fenol.

7. Adicionou-se 5mL de &cido sulfarico concentrado e agitou-se no vortex de forma a
homogeneizar.

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

9. Fez-se a leitura da absorvancia de cada uma das solucGes padrdo e amostras num
espectrofotometro, a um comprimento de onda de 490nm, contra um ensaio branco em
gue a amostra foi substituida por agua Millipore.

oo

2.5.4.1.3 Determinacdo do teor de proteina

Para determinar o teor de proteina recorreu-se ao método de Kjeldahl. Este método, que consiste na
determinagdo do azoto total da matéria orgénica presente nas amostras, permite quantificar de forma
indireta o contedo total de proteina, dado que as proteinas possuem azoto na sua constitui¢cdo. O
processo pode ser dividido em varias fases: a fase de digestdo, na qual se da a producdo de aménio a
partir do azoto presente nas amostras; a fase da destilacdo, na qual ocorre a transferéncia dos iGes de
amoénio para um recipiente com uma solucdo mista de indicadores através da producdo de amonia; e,
por fim, a analise volumétrica dos iGes de amonio presentes na solucdo mista de indicadores. O
procedimento foi o seguinte:

1. Pesou-se, em duplicado, 200mg de biomassa liofilizada para dentro de um barquinho de
pesagem.

2. Transferiu-se a amostra para um tubo de digestdo com &gua Millipore.

3. Adicionou-se 50mL de reagente de digestdo (solugcdo composta por &cido sulfurico, 6xido de
mercurio e sulfato de potassio (Anexo 1V)) e iniciou-se o processo de digestdo. Realizou-se
também um ensaio em branco.

4. Deixou-se decorrer o processo de digestdo durante cerca de quatro horas, até a amostra ficar
transparente.

5. Ao fim deste processo, adicionou-se cerca de 100mL de agua Millipore e 5 gotas de
fenolftaleina a cada uma das amostras e iniciou-se o processo de destilagao.

6. Colocaram-se as amostras digeridas na unidade de destilag&o e adicionou-se aproximadamente
50mL de um reagente composto por hidréxido de sodio e tiosulfato de sédio (Anexo V), de
modo a neutralizar a acidez do acido sulfurico ainda presente na amostra.
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7. A seguir a este passo, iniciou-se 0 processo de destilacdo para um erlenmeyer contendo 50mL
de &cido bérico com uma solucdo mista de indicadores (Anexo V).

8. Para finalizar, titulou-se esta solucdo com uma solu¢do aquosa de &cido sulfarico 0,02N
(Anexo V).

Para determinar o conteldo em proteina comegou-se por determinar o teor de azoto recorrendo a
seguinte expressao:

Azoto (g/100gps) = 100 (2)
mmicroalga
De seguida, converteu-se o teor de azoto em teor de proteina:
Proteina (g/100g ps) = Azoto X FCAP ©)

sendo que V, e V, (mL) representam o volume de titulante necessario para titular, respetivamente, a
amostra e o ensaio em branco, Ny (N) a normalidade da solucdo aquosa de acido sulfirico titulante,
Mpicroalga (9) @ Massa da amostra e FCAP o fator de conversdo do contetido de azoto em contetdo de
proteina, cujo valor utilizado foi de 6,25g/g azoto total (Mariotti et al., 2008).

2.5.4.1.4 Determinacdo do teor de minerais

O teor de minerais foi determinado com base numa andlise gravimétrica, que permitiu avaliar a
quantidade de massa da amostra que a uma temperatura de 550°C ndo é volatilizada. O procedimento
foi o seguinte:

1. Pesou-se cerca de 0,59 de amostra, em duplicado, para um cadinho previamente tarado a
550°C.

2. Colocaram-se as amostras na mufla

3. Ligou-se a mufla a 550°C

4. Esperou-se até a temperatura atingir os 550°C e deixaram-se as amostras durante uma hora no
interior da mufla

5. Retiraram-se os cadinhos da mufla para um exsicador.

6. Apds arrefecerem a temperatura ambiente, pesaram-se os cadinhos contendo os minerais.

A expressdo utilizada para determinar o teor de minerais da amostra foi a seguinte:

Mcadinho+minerais — Mcadinho
X 100

Minerais(g/100g ps) = (4)

Mpiomassa

na qual Mcaginho+minerais (J) € @ Massa do cadinho com o conteldo em minerais, Meaginno (9) @ Massa do
cadinho tarado e Myjpmassa (9) @ Massa da amostra.

2.5.4.1.5 Determinagéo do teor de humidade

A determinagdo do teor de humidade da biomassa foi efetuada de acordo com o seguinte
procedimento:

1. Pesou-se, em duplicado, para cadinhos previamente tarados, 1g de amostra (biomassa
liofilizada ou himida).

2. Colocou-se a amostra na estufa durante a noite, a 80°C.

3. Retirou-se a amostra da estufa e pesou-se, apds arrefecimento em exsicador.
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4. Colocou-se novamente na estufa por mais 30 minutos. Repetiu-se o ponto 3.

A determinacdo do teor de humidade foi feita através da seguinte expresséo:

Mcadinho+amostra inicial — Mcadinho+amostra final

Humidade (%) = x 100 (5)

mamostra

na qual Meadinho+amostra inicial (J) corresponde a soma da massa do cadinho com a da amostra, antes de ir a
estufa, Meaginho+amostra finat () & SOMa da massa do cadinho com a da amostra, ap6s secagem, € Mamostra (9)
a massa da amostra.

2.5.4.2 Caracterizacdo da fracdo lipidica

2.5.4.2.1 Determinacdo do indice de acidez

O indice de acidez de um ¢6leo/fracdo lipidica € um indicador da quantidade de &cidos gordos livres
que este tem, sendo a sua determinacdo bastante Util para a escolha do catalisador a utilizar no
processo de transesterificacdo (sec¢do 2.11). A sua determinacdo foi feita com base na norma NP EN
ISO 650:2002, sendo que 0 método consiste na neutralizagdo, por titulometria acido-base, dos &cidos
gordos livres contidos na amostra. O procedimento foi o seguinte:

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

2. Preparou-se uma mistura dissolvente, contendo volumes iguais de etanol e éter etilico,
neutralizada com a solucdo etandlica de hidréxido de potéassio, na presenca de 2 gotas de
fenolftaleina.

3. Pesou-se cerca de 200 mg de fragdo lipidica, em duplicado, para frascos erlenmeyer.

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

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

6. Titularam-se as solu¢Bes com a solugdo etanolica de hidroxido de potéassio.

7. Titulou-se 5mL de uma solugdo aquosa padrdo de acido cloridrico 0,1 N com a solugédo
etandlica de hidréxido de potéssio, para aferir a solucao titulante.

A normalidade da solugdo etanolica é dada por:

N = Nuci X Vier
Ko =) — (6)

na qual V¢ representa o volume da solugdo aquosa de &cido cloridrico (5mL), Nyc a normalidade da
solucdo de &cido cloridrico (0,1N) e Vikon (ML) o volume da solugdo etandlica de hidroxido de
potéssio gasta na titulacéao.

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

Viie X Nxop X 56,11

indice de acidez (mg KOH/g) = (7

mfrac«;éo lipidica

na qual Vi (mL) representa o volume de solugdo etandlica de hidroxido de potassio titulante, Nyop
(N) a normalidade dessa solugao e Myraceso ipidica (9) @ Massa de fragdo lipidica.
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2.5.4.2.2 Determinagdo do indice de iodo

A. Indice de iodo experimental

O indice de iodo, definido pela quantidade de halogéneo absorvido pela amostra, foi determinado de
acordo com a norma EN 1SO 3961:2003 e permite avaliar o grau de insaturacdo de misturas de &cidos
gordos. O método consiste em duas fases: na primeira, no escuro, durante um determinado intervalo de
tempo e & temperatura ambiente da-se a reacdo entre os glicéridos e uma solucdo de halogéneo; na
segunda o excesso de halogéneo vai oxidar uma solugdo de iodeto convertendo-a em iodo livre. Esta
guantidade de iodo €é posteriormente determinada por titulagdo com tiossulfato de sddio (Na,S,03). O
procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Pesou-se, em duplicado, 140mg de fracéo lipidica para barquinhos de pesagem.

2. Transferiu-se a amostra pesada para um erlenmeyer de 500mL com 20mL de solvente
(composto por ciclohexano e &cido acético em partes iguais).

3. Adicionou-se 25mL de reagente de Wijs.

4. Tapou-se o erlenmeyer e agitou-se levemente, colocando-o num local escuro em repouso
durante 1h.

5. Adicionou-se 20mL da solugdo de iodeto de potassio (10g de KI em 100mL de agua) e 150mL
de 4gua.

6. Titulou-se com a solugdo de tiossulfato de sodio 0,1N, até esta adquirir uma coloracéo
amarelo claro.

7. Adicionou-se 0,5mL da solucdo indicadora de cozimento de amido (0,59 de amido em 103mL
de 4agua), continuando a titulacdo, sob agitag&o forte, até desaparecer a cor azul.

O indice de iodo da amostra é dado por:

((Vy = V) X cx12,69)

Il(g12/100g) = m (8)

na qual V, (mL) corresponde ao volume de tiossulfato de sédio gasto no ensaio em branco, V, (mL) ao
volume de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo da amostra, ¢ (N) a concentragdo do tiossulfato de
sodio e m (g) a massa da amostra de fracéo lipidica.

B. Indice de iodo tedrico

O valor do indice de iodo também pode ser calculado teoricamente, de acordo com a norma EN
16300:2013, recorrendo a tabela com os fatores de multiplicacdo para os ésteres metilicos de acidos
gordos insaturados (Tabela 2.2). O indice de iodo é dado por:

11 (g12/100g) = )" FMys X %5 /ey ©

na qual FMg4 corresponde ao fator de multiplicacéo de cada &cido gordo insaturado da fracéo lipidica
microalgal e %m/mea (%) a percentagem de cada acido gordo insaturado da fracéo lipidica microalgal.
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Tabela 2.2 - Fator de multiplicacdo dos ésteres metilicos insaturados para o calculo do

indice de iodo tedrico (EN 16300:2013).

Fator de multiplicacio
Cl14:1 1,056
Cl6:1 0,950
C17:1 0,899
C18:1 0,860
C18:2 1,732
C18:3 2,616
C20:1 0,782
C20:2 1,574
C20:3 2,376
C22:1 0,720
C22:2 1,448
C22:3 2,184

2.5.4.2.3 Perfil e composicédo em acidos gordos

A

Preparacédo de ésteres metilicos de &cidos gordos

Para caracterizar qualitativa e quantitativamente a composi¢do da fracdo lipidica através de analise
cromatografica é necessario converter os glicéridos e acidos gordos livres presentes na amostra em
ésteres metilicos. A conversdo foi realizada segundo a norma EN 1SO 5509:2000, e consistiu na
transformacdo dos sabdes em ésteres metilicos através da reagdo com uma solugdo metandlica de
trifluoreto de boro. Para tal, é necessario um tratamento prévio da amostra, com uma solugdo
metandlica de hidréxido de sodio, capaz de saponificar os glicéridos e acidos gordos livres.

O procedimento foi o seguinte:

1.

2.

Hw

© © N

10.
11.

12.

13.

Pesou-se 100mg de fracdo lipidica extraida da biomassa liofilizada e moida (seccdo
2.5.4.1.1.B), em duplicado, para um baldo.

Adicionou-se 4mL de solugdo metandlica de hidroxido de sodio 0,5M e agitou-se de
forma ligeira, diluindo os lipidos na solucéo.

Colocou-se reguladores de ebulicdo.

Ligou-se o baldo a parte inferior de um condensador, em contacto com um banho
termostatico a 80°C e ligou-se o sistema de refrigeracdo (Figura 2.5).

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

Adicionou-se, através do condensador, 5mL de solugdo metanolica de trifluoreto de boro
(15%) e prosseguiu-se a ebuli¢do durante 3 minutos.

Adicionou-se, através do condensador, 3mL de iso-octano.

Retirou-se o baldo do banho e adicionou-se 10mL de solucéo saturada de cloreto de sodio.
Agitou-se levemente e adicionou-se mais 10mL de solucéo saturada de cloreto de sodio,
num total de 20mL.

Tapou-se a solucéo e agitou-se fortemente durante cerca de 15 segundos.

Adicionou-se mais solucdo saturada de cloreto de sédio até a solucédo ficar ao nivel do
pescoco do baldo, facilitando a remocéo da fase superior.

Transferiu-se a maior quantidade possivel da camada superior, composta por iso-octano e
ésteres metilicos, através do auxilio de uma micropipeta, para um tubo de vidro passando
por uma pipeta de Pasteur com algodédo e sulfato de sédio anidro, de forma a eliminar
vestigios de agua.

Guardou-se a amostra para posterior analise cromatografica (seccao 2.5.4.2.3.B).
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Fig. 2.5- Transmetilagéo da fracdo lipidica pelo método de trifluoreto de boro.

B. Analise cromatogréafica

Para a determinacdo do perfil e composicdo em acidos gordos da fracdo lipidica da biomassa
microalgal, ap0s a extracdo e transmetilacdo dos lipidos, foi efetuado o seguinte procedimento:

1. Pesou-se 15 mg de padrdo interno (éster metilico do acido heptadecanoico) para um vial.

2. Adicionou-se 1,5mL de amostra (ésteres diluidos em iso-octano).

3. Homogeneizou-se em vortex.

4. Injetou-se 1uL da amostra no cromatéografo.

5. A identificacdo dos ésteres metilicos foi feita em funcdo da analise dos tempos de retencéo,
comparativamente aos respetivos padrdes.

As anélises foram efetuadas num cromatografo de fase gasosa (Varian 3800) - equipado com um
injetor automatico, detetor de ionizacdo a chama (FID) e uma coluna capilar (Supelcowax 10, com
30m de comprimento, 0,32mm de didmetro interno e 0,25um de espessura de filme) - nas seguintes
condigoes:

e Temperatura da coluna: 220°C durante 16 minutos, aumentando a 20°C/min até aos 230°C e
mantendo-se nesta temperatura durante 4 minutos.

e Temperatura do detetor: 250°C

e Temperatura do injetor: 250°C

A percentagem massica de cada um dos ésteres metilicos € dada pela seguinte expressao:

. o m Ai
Ester metilico % (E) = ZA—A x 100 (10)
—4app

na qual Y A corresponde a area total dos picos dos ésteres metilicos, Ap a area do pico do padrdo
interno e A, a area do pico cuja percentagem se pretende calcular.

O teor de matéria saponificavel, sob a forma de ésteres metilicos, foi determinada por:

ZA —_ API X mpy X Viso

, A
Ester metilico (g/100g 6leo) = l R %100 (11)

mamos tra

Ana Filipa Garcia de Morais 28



Estudos de transesterificacdo de 6leos produzidos a partir de C. protothecoides por via heterotréfica

na qual mp, (g) corresponde a massa do padrdo interno, Vis, ao volume adicionado de iso-octano no
processo de separacao e recolha dos ésteres metilicos (3mL), Vg (mL) ao volume retirado da solucéo
composta por iso-octano e ésteres apds o processo de separacdo de fases € Mamostra () @ Massa da
amostra de fracdo lipidica.

2.5.4.3 Caracterizacado do biodiesel

O produto resultante do processo de transesterificacdo direta da biomassa microalgal — biodiesel — foi
apenas caracterizado em termos do teor de ésteres metilicos.

O procedimento utilizado para a analise cromatografica dos ésteres metilicos foi o seguinte:

1. Adicionou-se 1,5mL da solucdo de padrdo interno (éster metilico do acido heptadecandico,
dissolvido em heptano, com uma concentracdo de 10mg/mL) a amostra recolhida e tratada
como descrito na sec¢do 2.5.4.2.3.A.

2. Agitou-se a solucédo no vortex.

3. Aanalise cromatogréfica foi efetuada de acordo com as condi¢des descritas em 2.5.4.2.3.B.

A quantidade de ésteres metilicos convertidos a partir da biomassa é dada por:

Z—A _API X mPI X@

, A
Ester metilico (g/100g ps) = le Yr2 5 100 (12)
microalga

na qual V¢, (mL) corresponde ao volume de cloroférmio adicionado no processo de separacdo e
recolha dos ésteres metilicos, Vg, (ML) ao volume retirado da solugdo composta por cloroférmio e
ésteres apos a transesterificagdo e Mpyicroaiga (9) @ Massa da amostra de microalga utilizada no processo
de extracéo.
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3. Discussao de resultados

3.1 Crescimento da microalga

No ambito do projeto SIMBIOALGA — “Nova abordagem simbiotica para a produgdo integrada e
verdadeiramente sustentavel de microalgas dirigida para um plataforma de biorefinaria” que decorreu
na Unidade de Bioenergia do LNEG foram realizados varios ensaios de crescimento da microalga
Chlorella protothecoides, em condicBes exclusivamente heterotréficas, (seccdo 2.5.1.A), com o
proposito de estabelecer os valores dos parametros de cultura que permitissem obter produtividades
em biomassa microalgal mais elevadas.

A biomassa microalgal utilizada nos estudos de transesterificacdo realizados no presente trabalho foi
obtida de dois ensaios fermentativos: um realizado em 2013, prévio ao trabalho em questdo, cuja
biomassa foi cedida ja liofilizada; e um realizado em 2014, acompanhado no decorrer deste trabalho,
tendo parte da biomassa final recolhida sido armazenada congelada e outra parte liofilizada.

O processo fermentativo foi seguido através da citometria de fluxo e a propor¢do Carbono/Azoto no
caldo fermentativo foi medida periodicamente, sendo que o término da fermentacdo e colheita da
biomassa foram determinados através das leituras da densidade otica, considerando-se ideal a colheita
guando a biomassa atingisse a fase estacionaria, isto €, os valores da densidade ética se mantivessem
constantes por, pelo menos, dois dias consecutivos.

E percetivel, através da anélise dos dados da tabela 2.1, que a otimizag&o do processo decorreu através
da variacdo das quantidades de dextrose e extrato de levedura, tendo em vista a maximizagdo da
producdo de fragdo lipidica.

Porém, analisando apenas os dados referentes a estas duas fermentacOes, verifica-se que o
desempenho da biomassa microalgal da segunda fermentacdo (junho 2014) foi inferior em
praticamente todos os pardmetros analisados. Estes resultados sdo explicaveis pela necessidade,
provocada por uma contaminagdo bacteriana da cultura, de terminar a fermentagdo antes de se atingir
0 tempo necessario ao crescimento, ja que, dada a semelhanca de valores para a taxa de crescimento de
ambas as fermentac@es, a previsdo seria de que o teor de lipidos fosse da mesma ordem de grandeza.
Devido ao facto de se ter terminado o processo fermentativo antecipadamente, atingiu-se uma
concentracdo de biomassa final (3,69 ps/L) muito inferior a que seria de esperar se a fermentacao fosse
prolongada o tempo necessario, tal como sucedeu na primeira (16,4g ps/L). Observou-se também uma
diminuicdo significativa da produtividade da biomassa microalgal — de 0,058 g/(L.h) para 0,046
(g/L.h). Devido a constrangimentos técnicos, ndo foi possivel realizar outra fermentacéo no periodo de
tempo em que decorreu o trabalho experimental para a presente dissertacéo.

Tabela 3.1 - Caracterizacdo da biomassa microalgal proveniente dos ensaios fermentativos.

Parametros Fermentacédo de C. p. Fermentacdo de C. p.
14/5/2013 9/6/2014
Massa de C. protothecoides liofilizada final (g) 550 100
Volume de cultura (L) 40 35
Tempo de fermentagdo (dias) 10 6
X final (g peso seco/L) 16,4 3,6
Taxa especifica de crescimento 0.056 0059
() | |
Produtividade volumétrica da biomassa microalgal 0058 0046
(9/(L.h)) ‘ ‘
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3.2 Caracterizagédo da biomassa microalgal

3.2.1 Teor de lipidos

Numa fase inicial, o teor de lipidos foi determinado sobre a biomassa liofilizada proveniente de ambas
as fermentacg0es, através da quantificacdo gravimétrica dos lipidos extraidos com hexano por extracao
soxhlet (sec¢do 2.5.4.1.1.B.), sem gue a biomassa fosse sujeita a qualquer pré-tratamento.

O teor de lipidos médio (Tabela 3.2) obtido para a extragdo da primeira biomassa foi de 8,33 g/100g
ps, sendo o da segunda de 0,86 g/100g ps. Comparando os resultados é claro o superior teor lipidico da
biomassa proveniente da primeira fermentacdo, sendo o seu valor cerca de dez vezes superior ao da
segunda. Sendo o teor de lipidos, & partida, o principal fator para o rendimento do processo de
conversdo de biomassa microalgal em biodiesel é percetivel como estes resultados representam um
revés para a finalidade do estudo - com destaque para a fracéo lipidica da biomassa do 2° ensaio - cujo
valor é inferior a 1g/100g ps.

Outros estudos apontam para teores de lipidos até os 46,1% (Li et. al, 2007) e os 55,2% (Xu et al.,
2006), sendo evidente a discordancia para com os resultados obtidos. Assim, embora na analise de
diversas fontes bibliograficas seja omissa qualquer indicacdo de necessidade de pré-tratamento para
extrair de forma efetiva os lipidos presentes na biomassa microalgal liofilizada, a grande discordancia
de resultados conduziu a introdugdo de um método prévio para, através da rutura/fragilizacdo das
paredes celulares, melhorar a eficiéncia massica do processo de extracéo.

Tabela 3.2 - Teor de lipidos da Chlorella protothecoides liofilizada, sem pré-tratamento de
rutura celular.

Ensaio fermentativo Teor de lipidos (g/100g ps)
1° 8,33
Chlorella protothecoides
20 0,86

3.2.1.1 Efeito do pré-tratamento

a) Pré-tratamento quimico: hidrélise acida

De modo a contabilizar os lipidos efetivamente presentes na biomassa microalgal procedeu-se a um
pré-tratamento quimico da biomassa, ou seja, a realizacdo de uma hidrélise acida com écido cloridrico.
Este processo, por ser particularmente agressivo, ndo permite uma futura utilizagdo dos lipidos
extraidos, mas apenas uma quantifica¢do do total de fracéo lipidica presente na biomassa.

Verificou-se, com a introducdo deste pré-tratamento, um aumento significativo na quantidade de
lipidos extraidos — de 8,34 ¢g/100g ps para 49,14 g/100g ps na biomassa proveniente do primeiro
ensaio fermentativo e de 0,857 g/100g ps para 12,74 g/100g no segundo ensaio (Tabela 3.3). Em
concordancia com os resultados ja obtidos aquando da extracdo diretamente na biomassa liofilizada
(seccdo 3.2), o teor de lipidos da biomassa da primeira fermentacado foi muito superior ao da segunda.

Comprovou-se, para a biomassa proveniente da primeira fermentagdo que, sendo esta sujeita a um pré-
tratamento de rutura celular, o teor de lipidos obtido é da mesma ordem de grandeza do observado por
outros autores (Xiong et al., 2008; Xu et al., 2006). Por outro lado, na biomassa resultante da segunda
fermentacdo, o teor de lipidos permanece bastante baixo, considerando-se que tal é resultado dos
problemas ocorridos aquando da realizacdo deste processo fermentativo (seccdo 3.1), no qual néo
ocorreram condicOes propicias a sintese de lipidos.
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Tabela 3.3 - Teor de lipidos, para ambos os ensaios fermentativos, apos pré-tratamento com
hidrélise acida. O resultado do primeiro ensaio fermentativo corresponde a média de dois
ensaios independentes.

Ensaio fermentativo Teor de lipidos (g/100g ps)
1° 49,14 £ 0,53
Chlorella protothecoides
20 12,74

b) Pré-tratamento mecénico: moinho de bolas

A biomassa microalgal foi sujeita a um pré-tratamento mecéanico, num moinho de bolas, de modo a se
avaliar a influéncia deste no teor de lipidos extraidos, tendo-se estudado simultaneamente, para a
biomassa da 12 fermentagdo, o efeito do tamanho e da quantidade de bolas, mantendo constantes
fatores como a frequéncia, o tempo de moagem e a quantidade de biomassa.

Verificou-se (Tabela 3.4) que, para a biomassa do 1° ensaio fermentativo, a diferenca em termos de
lipidos extraidos nas condi¢Oes utilizadas foi inferior a 1%, sendo que se pode considerar que, para a
biomassa em estudo, é indiferente a quantidade e o tamanho de bolas utilizadas. Assim, a biomassa da
22 fermentacdo foi aplicado o processo de rutura utilizando duas bolas médias, que se mostrou mais
eficiente quer a nivel do tempo despendido a recolher a biomassa como a nivel da quantidade de
biomassa que se consegue recuperar.

Tabela 3.4 - Teor de lipidos, para a biomassa de ambos os ensaios fermentativos, apés pré-
tratamento fisico em moinho de bolas, em funcdo da quantidade (8 ou 2) e tamanho (BP —
10mm; BM — 15mm) das bolas. Os resultados correspondem a média de dois ensaios

independentes.
Ensaio fermentativo Bolas Teor de Ilr:)lsl)os (9/100g
8BP 50,15 £ 1,07
10
Chlorella protothecoides 2BM 49,29 + 1,61
20 2BM 12,25 + 0,39

Comparando os trés estados da biomassa liofilizada (sem pré-tratamento, com pré-tratamento por
hidrolise &cida e por moinho de bolas 2BM) sujeita a extracdo (Figura 3.1), comprova-se a
necessidade de utilizacdo de um pré-tratamento de rutura para uma extragdo mais eficaz e,
consequentemente, uma melhor viabilidade do processo de producdo de biodiesel a partir desta
matéria-prima. Conclui-se, ainda, que o processo de rutura em moinho de bolas permite extrair a
totalidade da fracdo lipidica presente na biomassa microalgal, uma vez que os resultados sao
semelhantes aos obtidos para a biomassa sujeita a hidrélise acida.
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Fig. 3.1 - Teor de lipidos da biomassa liofilizada de C. protothecoides, obtida de ambos os ensaios
fermentativos, em funcéo do pré-tratamento: (M) moinho de bolas utilizando 2 bolas de 10mm de
diametro (2 bolas BM), ("#) hidrélise acida e ( i) sem pré-tratamento.

De modo a contabilizar o teor de lipidos totais presente na biomassa microalgal, e ndo apenas a fracao
lipidica saponificavel extraida com hexano, utilizou-se etanol como solvente. Este difere do hexano
pela sua capacidade de extrair ndo s6 os lipidos apolares como também os lipidos polares.

O método de pré-tratamento mecénico foi escolhido com base nos resultados obtidos na extragdo
anterior (com hexano), sendo que a escolha recaiu sobre a op¢do moinho de bolas com 2 bolas médias
(2BM).

Os resultados (Tabela 3.5) demonstram que a quantidade extraida com etanol foi superior a extraida
com hexano, o que ja era expectavel e confirma a presenca de lipidos polares na biomassa, ainda que
em quantidade bastante inferior aos apolares.

Tabela 3.5 - Teor de lipidos totais ap6s pré-tratamento fisico com moinho de bolas (2BM)
para o primeiro ensaio fermentativo. O resultado da extracdo com hexano corresponde a
média de dois ensaios independentes.

Solvente Teor de lipidos (g/100g ps)
Hexano 49,29 +1,61
Chlorella protothecoides
[1° ensaio]
Etanol 58,34

3.2.2 Teor de agUcares totais

Para a determinacdo do teor total de acUcares presentes na biomassa foi necessario recorrer,
novamente, a uma hidrolise. Em trabalhos anteriormente realizados no LNEG, com recurso a
hidrolises com diferentes procedimentos, verificou-se que uma hidrolise acida quantitativa (Hoebler et
al., 1989), mais agressiva e normalmente utilizada para material lenhocelul6sico, apresenta a
vantagem de garantir a hidrélise total da biomassa e, assim, uma extragdo mais eficaz dos agUcares
presentes na biomassa microalgal (Marques, 2013).
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Apobs a escolha e aplicagcdo do pré-tratamento seguiu-se a determinagdo colorimétrica do teor de
acUcares totais. O método, aplicado de acordo com o proposto por Dubois et al. (1956), permitiu obter
a reta de calibracdo para a resposta colorimétrica, funcdo da quantidade de glucose presente nas
amostras (Anexo IlI).

Tabela 3.6 - Teor de agUcares totais apés hidrolise acida quantitativa para biomassa
proveniente do primeiro ensaio fermentativo. O resultado corresponde a média de dois
ensaios independentes.

Teor de agucares (g/100g ps)

Chlorella protothecoides

[1° ensaio] 17,47 + 4,06

Assim, a biomassa microalgal tem na sua composicdo 17,47 g de aglcares/100g ps, encontrando-se
dentro da mesma ordem de valores dos 15,43% registados por Miao e Wu (2006).

Este resultado, em conjunto com o obtido na extragdo da fragdo lipidica, demonstra que a Chlorella
protothecoides heterotrdfica é bastante mais rica em lipidos do que em agUcares, sendo por esse
motivo mais adequada a producéo de biodiesel do que a producéo de bioetanol.

3.2.3 Teor de proteina e minerais

O teor de proteina foi determinado segundo o método de Kjeldahl, descrito em 2.5.4.1.3. O resultado
obtido (Tabela 3.7) € inferior ao valor de 10.28% publicado por Miao e Wu (2006).

No entanto, 0 método de quantificacdo de proteina no estudo de Miao e Wu (2006) podera ter sido
diferente, causando a divergéncia de resultados.

A quantidade de minerais presentes na biomassa microalgal foi de 6,92 g/100g ps (Tabela 3.7), valor
ligeiramente mais elevado que os publicados na literatura, nomeadamente por Miao e Wu (2006), para
a Chlorella protothecoides heterotrofica (5,93%).

Tabela 3.7 - Teores de proteina e minerais da biomassa proveniente do primeiro ensaio
fermentativo. O resultado para o teor de minerais corresponde a média de dois ensaios

independentes.
Teor de proteina (g/100g ps) Teor de minerais (g/100g ps)
Chlorella proto_thecmdes 6,45 6,92 + 0,52
[1° ensaio]

Com base na analise dos varios constituintes da biomassa da microalga Chlorella protothecoides é
possivel fazer uma caracterizacdo da biomassa da mesma (Figura 3.2).
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Fig. 3.2 - Composicdo da microalga Chlorella protothecoides, proveniente do primeiro ensaio
fermentativo (N/I — ndo identificado).

Conforme se pode observar na figura 3.2, a semelhanca do ocorrido noutros estudos (Xu et al., 2006),
ndo foi possivel a caracterizacdo total da biomassa microalgal, o que pode estar associado a incerteza
dos resultados em alguns métodos. Por exemplo, no caso da determinacdo do teor de lipidos podera
haver uma contabilizagdo por defeito dos mesmos pelo facto de ndo se terem testado diferentes
solventes, ndo se sabendo assim se seria possivel obter uma melhor recuperacdo dos lipidos presentes.

Atendendo aos resultados obtidos em termos de composicdo pode-se afirmar que a biomassa de
Chlorella protothecoides heterotrofica é propicia a producdo de biodiesel ja que, o teor de lipidos
extraidos da biomassa, quando comparados com os registados na literatura (Picardo et al., 2013),
apresentam valores bastante revelantes no panorama de microalgas estudadas para o efeito.

3.3 Caracterizacéo da fracao lipidica

3.3.1 indice de acidez

A fracdo lipidica extraida da biomassa liofilizada, obtida no 1° ensaio de fermentagdo, foi
caracterizada em termos do indice de acidez. A importancia da determinagdo deste parametro prende-
se com a escolha do tipo de catalisador a utilizar na reacdo de transesterificagdo, uma vez que, como ja
referido em 2.5.4.2.1, este tem efeitos diretos no rendimento massico final do processo de converséo.

O resultado obtido de 3,96 mgKOH/g (Tabela 3.8) encontra-se acima dos 2 mgKOH/g de referéncia
recomendado para utilizacdo eficiente de uma catalise basica (Lam et al., 2010; Atadashi et al., 2012).
Acima deste valor, a utilizacdo de um catalisador alcalino pode conduzir a uma reacdo de
saponificacdo dos &cidos gordos livres presentes, levando a uma diminui¢do do rendimento méssico do
processo.

Tabela 3.8 - indice de acidez para o primeiro ensaio fermentativo. O resultado corresponde
a média de dois ensaios independentes.

indice de acidez (mgKOH/g)

Chlorella protothecoides

[1° ensaio] 3,96 £0,12
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Embora o valor de indice de acidez da fracéo lipidica (3,96 mgKOH/g) seja bastante inferior ao obtido
por Li et al. (2007) - (847 mgKOH/g) - mantém-se a necessidade de uma
esterificacdo/transesterificacdo por catlise acida ou transesterificacdo com catalisador basico
precedida de um pré-tratamento de esterificacdo acida de modo a reduzir o teor de &cidos gordos
livres, pela sua conversdo em ésteres.

3.3.2 Indice de iodo

A fracdo lipidica extraida da biomassa microalgal obtida da 1% fermentagdo foi também caracterizada
em termos de indice de iodo. Como j& mencionado, este parametro mede o grau de insaturacdo da
matéria-prima e a importancia da sua determinacdo prende-se com a possibilidade de oxidacéo,
formacdo de depositos ou deterioracdo da lubricidade por parte do biodiesel dela obtido (Francisco et
al., 2010).

Como se pode observar na tabela 3.9, o resultado obtido para o indice de iodo determinado quer
experimentalmente quer com base na composi¢do em 4&cidos gordos (Tabela 3.10), é inferior a
120g1,/100g, valor especificado na norma de qualidade do biodiesel (EN 14214) para este parametro.

Tabela 3.9 - indices de iodo para o primeiro ensaio fermentativo. O valor do indice de iodo
tedrico corresponde a média de duas andlises independentes.

indice de i0d0experimentar (912/200g) indice de 1000grico (91,/100g)

Chlorella protothecoides

[1° ensaio] 85,22 91,54 +0,10

3.3.3 Perfil e composicdo em acidos gordos

As fracoes lipidicas foram também caracterizadas em termos de composi¢do em acidos gordos atraves
da analise cromatografica (2.5.4.2.3.A) das amostras transesterificadas segundo o método descrito em
2.5.3. A técnica foi aplicada a fragdo lipidica obtida pela extracdo soxhlet (seccdo 2.5.4.1.1.B), apds
moagem em moinho de bolas (secgdo 2.5.2) e diretamente na biomassa liofilizada, ambas provenientes
do primeiro ensaio fermentativo. Os resultados obtidos encontram-se na tabela 3.8.

Tabela 3.10 - Composi¢do em acidos gordos das fragdes lipidicas presentes na biomassa
de Chlorella protothecoides, proveniente do primeiro ensaio fermentativo.

3 Biomassa liofilizada Fragdo lipidica extraida com hexano
Acido gordo
% (m/m) % (m/m)
Laurico (C12:0) 0,03 0,03
Miristico (C14:0) 1,56 1,54
Palmitico (C16:0) 14,47 13,83
Palmitoleico (C16:1) 0,77 0,78
Esteéarico (C18:0) 1,44 1,50
Oleico (C18:1) 57,06 57,98
Linoleico (C18:2) 22,61 21,81
Linolénico (C18:3) 1,23 1,18
Araquidio (C20:0) 0,15 0,16
Beénico (C22:0) Néo detetado 0,04
Saturados 17,65 17,10
Insaturados 81,67 81,75
Monoinsaturados 57,83 58,76
Esteres (g/100g fraccdo lipidica) - 95,76
Esteres (g/100g biomassa) 49,95 -
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Comparando as duas analises efetuadas é percetivel a semelhanca, tanto a nivel de acidos gordos
presentes como das suas quantidades, o que ja era expectavel, dado serem duas amostras que, apesar
de se encontrarem em estados diferentes, eram provenientes da mesma biomassa microalgal.

Este ensaio permitiu validar a utilizagdo do método de trifluoreto de boro diretamente na biomassa
liofilizada. Ambos os perfis lipidicos sdo dominados pela presenca dos acidos oleico (C18:1) — 0 mais
significativo, com 57,06% para a biomassa liofilizada e 57,98% para o 6leo - linoleico (C18:2), com
valores a rondar os 22% para ambas as amostras e palmitico (C16:0), de novo com ambos os valores
semelhantes e a rondar os 14%. Segundo esta andlise o biodiesel produzido a partir da Chlorella
protothecoides heterotrofica serd composto maioritariamente por acidos gordos insaturados (82%).

Ao estabelecer a comparacdo com estudos anteriores verifica-se uma conformidade de resultados: no
estudo levado a cabo por Xu et al. (2006) para um fermentador de 5L também o contetdo de &cido
oleico é predominante (60,84%), seguido do acido linoleico (17,28%) e do palmitico (12,94%), com
0s restantes ésteres presentes em quantidades pouco significativas; Li et al. (2007) demonstram que
com o aumento do volume de cultura de 5L para 750L e 11000L estes resultados se alteram
ligeiramente, observando-se um aumento das quantidades dos acidos oleico e linoleico — o primeiro na
ordem dos 5% (65,75%), o segundo cerca de 1% (18,33%) — enquanto que a presenca de acido
palmitico sofre um decréscimo de cerca de 2% (10,1%).

Estas conclusdes sdo fortificadas por Chen e Walker (2012), que apresentam uma composi¢cdo em
FAMEs bastante semelhante, verificando-se igualmente a predominancia do acido oleico (59,39%) e
os elevados contetidos de cido linoleico (19,08%) e &cido palmitico (11,67%).

No que diz respeito ao enquadramento da qualidade do biodiesel, obtido a partir da fracdo lipidica da
Chlorella protothecoides, em termos dos limites estabelecidos pela norma EN 14214 para o teor de
éster metilico de &cido linolénico (12%) e acidos gordos polinsaturados (> 4 duplas ligagdes) (1%),
estes requisitos sdo cumpridos.

Como se pode ver na Tabela 3.10, a conversdo em ésteres mostra-se bastante favoravel para a
posterior producdo de biodiesel, sendo que na anélise efetuada diretamente na fragdo lipidica ronda os
96%, indiciando uma conversdo praticamente total em ésteres. Este valor corresponde a matéria
saponificavel presente na fracdo lipidica extraida com hexano, resultado corroborado com o obtido na
analise da conversdo realizada diretamente na biomassa liofilizada, ja que os cerca de 50g ésteres/100g
de biomassa obtidos neste caso correspondem a uma conversdao completa da fracdo lipidica (50,15
0/100g biomassa, Tabela 3.4).

3.3.4 Indice de saponificacdo, indice de cetano e CFPP

Para uma caracterizacdo mais completa da fragdo lipidica e uma melhor percecdo da qualidade do
biodiesel dela obtido calcularam-se, teoricamente, os indices de saponificacdo e de cetano e o CFPP.
Os dados tiveram como base o perfil e composicdo em acidos gordos (Tabela 3.10), e os resultados
foram obtidos em funcéo de equagdes empiricas anteriormente utilizadas para estimar a qualidade de
Oleos, cuja exatiddo foi testada tanto para 6leos vegetais como microalgais, demonstrando que a
estrutura molecular dos &cidos gordos afeta diretamente a qualidade do biodiesel produzido
(Nascimento et al., 2013).

A. Indice de saponificacio

O indice de saponificacdo corresponde a massa de hidroxido de potassio, expressa em miligramas,
necessaria para saponificar os acidos gordos e glicéridos contidos num grama de amostra de 6leo ou
gordura.

m
IS (mg KOH/ g amostra) = Z((560 X% )/Mra) (13)

na qual %m/mg4 corresponde & percentagem de cada acido gordo da fracéo lipidica microalgal e Mga &
sua massa molecular (g/mol).
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Para a amostra estudada o indice de saponificacéo é de 189,87 mgKOH/g amostra, encontrando-se este
resultado em concordancia com estudos anteriores para a microalga em questdo (Li et al., 2007).

B. Indice de Cetano

O indice de cetano, trata-se de um dos principais indicadores da qualidade de um combustivel na
esfera dos motores diesel, indicando a sua qualidade de ignicdo. Conceptualmente € similar ao indice
de octano utilizado para a gasolina sendo que, de forma geral, um composto que possui um baixo
indice de cetano tende a ter um elevado indice de octano e vice-versa. Este parametro esta relacionado
com o tempo decorrido entre a injecdo do combustivel no cilindro e o inicio da ignicdo, sendo que
guanto menor for este tempo maior seréd o seu valor (Knothe, 2005), e € dado pela expressao:

IC = 46,3 + (5,458/1S) — (0,225 x II) (14)

na qual IS e Il correspondem, respetivamente, ao indice de Saponificacio (mgKOH/g amostra) e
Indice de lodo (gl,/100g) calculados anteriormente.

No caso da amostra estudada o resultado obtido é de 54,46. Ainda que os diferentes métodos de
extracdo do Gleo e processos de conversdo possam provocar algumas variagdes na viscosidade do
biodiesel obtido e, consequentemente, nos valores do indice de cetano (Nascimento et al., 2013), o
resultado obtido encontra-se dentro dos parametros de qualidade da norma EN14214, ja que € superior
a 51 (Islam et al., 2013).

C. CFPP

Um dos principais problemas associados a utilizacdo de biodiesel, quando comparado ao gaséleo, é a
performance a baixas temperaturas. Tal deve-se ao aumento da densidade do mesmo, espessando e
agravando do fluxo do combustivel com a diminuicdo da temperatura causando a formacdo de
pequenos cristais que podem conduzir a um entupimento parcial ou total do filtro aquando da
permanéncia a baixas temperaturas durante um longo periodo de tempo - podendo originar o bloqueio
total do sistema de distribuicdo do combustivel devido & solidificagdo do mesmo (Montero e
Stoytcheva, 2011). Um dos parametros que mede as propriedades a frio do biodiesel é o CFPP que
define o limite de filtrabilidade do combustivel (Meher et al., 2006), caracterizando-se como a
temperatura minima a qual 20mL de combustivel passam por determinado filtro em 60s. A
determinacgdo deste parametro pode ser feita teoricamente com base na expressao:

CFPP (°C) = (3,1417 x LCSF) — 16,477 (15)

na qual LCSF corresponde ao fator de multiplicagdo dos &cidos gordos de cadeia longa e se calcula
através de:

LCSF = (0,1 X C16) + (0,5 x C18) + (1 x €20) + (1,5 x C22) + (2 x C24) (16)

O resultado obtido para o CFPP de -9,07°C demonstra o bom desempenho do biodiesel no que as
propriedades a frio diz respeito j& que proporciona um amplo intervalo de temperaturas para a sua
utilizacdo. Considerando que, segundo o reportado por Mittelbach e Remschmidt (Francisco et al.,
2010), o é&cido palmitico e o é&cido estedrico quando arrefecidos precipitam primeiramente,
constituindo assim a principal causa do entupimento dos filtros, no presente caso, o contetdo em &cido
palmitico do biodiesel proveniente de Chlorella protothecoides heterotréfica (Tabela 3.10),
desaconselha a sua utilizagdo em regiGes cujas temperaturas desgam abaixo da obtida para o CFPP.

N&o existe especificacdo na norma europeia quanto ao limite do CFPP, cabendo essa decisdo ao pais
em questdo. Em Portugal, esta refere-se a utilizacdo de biodiesel a 100% e consta de um anexo
nacional a norma NP EN 14214 (Tabela 3.11).
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Tabela 3.11 — Classes e CFPP correspondente, para o biodiesel, em Portugal.

Periodo Classes CFPP (°C)
1 de Abril a 14 de Outubro B 0
1 de Marco a 31 de Marco e de 15 de Outubro C 5
a 30 de Novembro
1 de Dezembro a 28/29 de Fevereiro D -10

O valor obtido para o CFPP ( > -9°C) demonstra que, em Portugal, o biodiesel proveniente da
microalga Chlorella protothecoides poderia ser utilizado nos periodos de Abril a meados de Outubro,
no més de Marco e de meados de Outubro até ao fim de Novembro. Dado ter um valor semelhante ao
do periodo de Inverno (-10°C), eventualmente poderia também ser utilizado no seu decorrer. No
entanto, ter-se-ia de ter em atencdo que dai poderiam advir alguns problemas na sua utilizacdo.

3.4 Transesterificacdo direta

Como alternativa ao processo convencional de extracdo da fragdo lipidica para posterior conversao
desta em biodiesel testou-se qual a capacidade de conversdo através de transesterificacdo direta,
também denominada de transesterificacdo in situ. Neste caso, ndo é necessaria uma extracdo prévia da
fracdo lipidica, sendo que a biomassa reage diretamente com uma mistura de um alcool e um
catalisador, eliminando perdas massicas, econémicas e energéticas associadas ao processo de extracao.

A capacidade de diferentes alcoois de extrair e converter a fracdo lipidica tem sido objeto de diversos
estudos: em Whalen et al., 2011, de entre os varios alcoois estudados (metanol, etanol, 1-butanol, 2-
metil-1-propanol e 3-metil-1-butanol) o metanol apresenta a menor eficicia; no entanto, quando na
presenca de 1,8% (v/v) de H,SO, como catalisador o tipo de &lcool utilizado deixa de ter um efeito
significativo na taxa de conversdo, passando o metanol de pior a melhor opgéo por ter um custo mais
baixo; noutro estudo, referente a transesterificacdo in situ da biomassa da microalga S. obliquus,
verifica-se que, entre os diversos solventes e combinagfes de solventes testadas, a combinacdo de
metanol e cloroférmio obtém os melhores resultados a temperatura ambiente (Mandal et al., 2013).

No presente trabalho, para a Chlorella protothecoides heterotréfica, a escolha dos reagentes recaiu
sobre o metanol como alcool, e o &cido sulfurico como catalisador &cido, tendo as quantidades
utilizadas de cada um tido por base estudos anteriormente realizados no LNEG que demonstraram que
4mL de metanol e 1.2% v/v de &cido sulfurico correspondiam as melhores condi¢fes para converséo
(Gaivao, 2013).

Existem diversos pardmetros determinantes para o sucesso da conversdo, sendo que para este estudo a
andlise passou pela avaliacdo do impacto no resultado final que a variacdo do tempo de reacéo, a
existéncia de pré-tratamento de rutura celular, a humidade presente na biomassa e a quantidade de
catalisador podem ter.

3.4.1 Efeito do tempo de reacéo

O estudo do efeito do tempo na conversao da fracdo lipidica presente na biomassa microalgal mostra
gue o processo decorre mais rapidamente nas primeiras 8 horas de reacéo, sendo que nesse ponto cerca
de 70% da fracdo saponificavel j& se encontra sob a forma de ésteres (Figura 3.3). Ao fim de 18h a
conversdo é de 95%, considerando-se assim este o tempo ideal para a reagdo, j& que ndo se tendo
verificado uma estabilizacdo da taxa de conversdo este proporciona uma margem que garante a
conversdo total dos lipidos. Por esse motivo, foi o0 tempo de incubacéo estabelecido para os ensaios
posteriores.
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Fig. 3.3 — Influéncia do tempo na conversdo em ésteres metilicos da fracéo lipidica presente na
biomassa liofilizada (condi¢cdes: 4mL metanol; 1,2% v/v H,SO,; 50°C; 200rpm). Os resultados
correspondem a média de dois ensaios independentes.

3.4.2 Efeito do pré-tratamento de rutura celular

A anélise do efeito do pré-tratamento de rutura celular da biomassa microalgal na conversdo em
ésteres passou, de novo, pela utilizagdo do moinho de bolas, nas condi¢des ja selecionadas (seccdo
2.5.4.1.1.B). Como se pode observar na figura 3.4, no caso da biomassa sujeita a pré-tratamento, nao
sO é convertida uma maior parte da fragéo saponificavel ao fim de 4h (cerca de 40%, contra os 29% da
biomassa apenas liofilizada) como também esta superioridade € visivel ao longo do tempo.

As 18h de reagdo, a percentagem de ésteres convertidos é idéntica para a biomassa sujeita ou n3o a
pré-tratamento de rutura celular, pelo que, para este tempo, a moagem da biomassa é desnecessaria
conseguindo-se, assim, ndo s6 uma poupanca energética e, consequentemente, econdémica, como
também uma menor perda de matéria-prima e de tempo despendido no processo global.

No entanto, verifica-se que o equilibrio da reacdo para a biomassa moida é atingido ao fim de 14h,
pelo que num posterior processo de produgédo deve ser analisada a rentabilidade de ambos 0s processos
(14 horas com biomassa liofilizada moida vs. 18h com biomassa apenas liofilizada) de forma a optar
por aquele que proporcione mais beneficios do ponto de vista técnico-econémico.

Neste caso em concreto, por se tratar de um estudo a escala laboratorial, optou-se por evitar as perdas
associadas ao processo de moagem e manter as 18h que asseguram a totalidade da conversao.
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Fig. 3.4 - Influéncia do pré-tratamento mecéanico de rutura celular na conversdo em ésteres metilicos

para diferentes periodos de incubagéo: (¢) biomassa liofilizada, () biomassa moida com moinho de

bolas (2BM) (condi¢fes: 4mL metanol; 1,2% v/v H,SOy; 50°C; 200rpm). Os resultados correspondem
a média de dois ensaios independentes.

3.4.3 Efeito da humidade

A importancia deste estudo prende-se com a possibilidade de, sendo o processo de transesterificacdo
direta eficaz para determinados teores de humidade da biomassa microalgal, evitar os elevados custos
de secagem da biomassa, recorrendo a outros processos capazes de atingir os resultados pretendidos de
forma menos dispendiosa, com vista & melhoria da eficiéncia energética e econdmica do processo de
producdo de biodiesel.

Uma vez que a biomassa disponivel da primeira fermentagdo se encontrava liofilizada, para testar o
efeito da humidade na conversdo em ésteres, por transesterificagdo direta, foi necessario hidratar a
biomassa, de acordo com a percentagem de humidade pretendida. Para tentar estimar qual a humidade,
prévia ao processo de liofilizacdo, presente nesta biomassa, recorreu-se a determinacdo deste
pardmetro na biomassa congelada proveniente da segunda fermentacdo, uma vez que 0 processo de
colheita foi 0 mesmo em ambos os casos. O teor de humidade obtido (Tabela 3.12) foi bastante
elevado, como é usual neste tipo de processos.

Tabela 3.12 - Teor de humidade da biomassa microalgal proveniente do segundo ensaio
fermentativo. O resultado obtido corresponde a média de dois ensaios independentes.

Teor de humidade (%)

Chlorella protothecoides

[2° ensaio] 89,43 + 0,24

Assim, considerando como teor de humidade méximo na biomassa o valor determinado (~90%), foram
realizados ensaios com diferentes quantidades de agua, correspondentes aos teores de humidade a
serem estudados, de modo a avaliar qual o impacto que este pardmetro teria na reacdo de
transesterificacdo e, consequentemente, no teor de ésteres (Tabela 3.13, Figura 3.5).
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Tabela 3.13 - Massa de agua adicionada para o teor de humidade pretendido.

Teor de humidade [%] Massa de agua [mg] Massa de amostra [mg]
20 25 100
30 43 100
45 82 100
60 150 100
70 233 100
90 900 100

Analisando os resultados obtidos (Figura 3.5) é notoria a constante diminuicdo da conversdao em
ésteres a medida que aumenta o teor de humidade na biomassa microalgal. Para baixas percentagens
de humidade (20%-30%) o processo revela-se bastante eficaz, sendo a conversdao em ésteres
praticamente total. No entanto, a partir dos 30% de humidade, inicia-se um declinio, bastante
acentuado, na capacidade de conversédo, sendo que para 60% apenas cerca de metade da fracdo lipidica
é convertida. Destaca-se também o fraco resultado para 90% de humidade, com apenas 6,62% de
conversdo em ésteres, comprovando assim a ineficacia do processo de transesterificacdo nas condicoes
estudadas. De salientar que, neste estudo, foram mantidas as quantidades de metanol (4mL) e de
catalisador (1,2 %v/v H,SO,) adicionadas aos sistemas reacionais, pelo que o comportamento
observado podera estar relacionada ndo sé com a presenca de dgua mas também com a diminuicdo da
concentracdo do alcool e do catalisador, associada ao aumento da fase aquosa.

Esteres (mg/100 mg ps)
a1
o
H—@—

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Teor de humidade (%0)

Fig. 3.5 - Influéncia do teor de humidade da biomassa proveniente do primeiro ensaio fermentativo na
conversdo em ésteres metilicos apds um periodo de incubacao de 18 horas, na presenca de 4mL de
metanol e (@)1,2 %v/v de catalisador, em relagcdo ao metanol; (®) mesma razéo catalisador/fase
aquosa (condi¢des: 50°C, 200rpm). Os resultados correspondem a média de dois ensaios
independentes.

Assim, de forma a avaliar a influéncia da quantidade de catalisador na reacdo de transesterificacdo, na
presenca de diferentes teores de humidade, realizaram-se dois ensaios, para 45% e 70% de humidade,
nos quais se manteve constante, relativamente ao volume de fase aquosa (contendo 4mL de metanol),
a quantidade de acido sulfarico. Como se pode ver na figura 3.5, é notoria a superioridade de ésteres
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obtidos para ambos 0s casos, representando um aumento de 62,63 g/100g ps para 95,55 g/100g ps de
ésteres para 45% de humidade e um aumento de 26,82 g/100g ps para 46,88 g/100g ps para 70% de
humidade. O ainda baixo teor de ésteres para 70% da humidade sugere a realizacdo de novos ensaios
com uma quantidade mais elevada de catalisador ou mesmo mais metanol, para se conseguir atingir as
conversdes pretendidas, avaliando simultaneamente o efeito da humidade.

No ambito deste estudo foi, ainda, realizada uma comparacdo dos resultados obtidos utilizando
biomassa liofilizada sujeita a posterior hidratacdo e biomassa himida (sem ter sido sujeita a qualquer
pré-tratamento), uma vez que ao humedecer a biomassa liofilizada a 4gua poderd ndo penetrar nas
células da microalga, ficando apenas uma humidade mais superficial ao invés de uma humidade
também a nivel molecular. Assim, realizaram-se ensaios de transesterificacdo direta na biomassa
proveniente da segunda fermentacéo, recorrendo-se a uma amostra de microalga que j& se encontrava
liofilizada, e que foi posteriormente humedecida (para um teor de humidade de 89%), e a uma amostra
que foi congelada hdmida.

Como é possivel verificar pela figura 3.6 existe uma enorme discrepancia entre os resultados obtidos
nos ensaios realizados com as diferentes biomassas, sendo que a conversao em ésteres para a biomassa
liofilizada com posterior adicdo de agua é cerca de treze vezes superior a obtida para a biomassa
himida. Tal leva a concluir que é necessario um processo de secagem para a obtencdo de melhores
resultados a nivel de convers&o.
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Fig. 3.6 - Comparacao, para a biomassa proveniente do segundo ensaio fermentativo, da converséo
em ésteres metilicos utilizando () biomassa humida (com 89% de humidade) e (') biomassa
liofilizada com posterior adicdo de 4gua (para 89% de humidade) (condi¢des: 4mL metanol; 1,2% v/v
H2S04; 50°C; 200rpm).

Ainda na tentativa de melhor avaliar o efeito da humidade da biomassa microalgal na reacdo de
transesterificacdo, deixou-se biomassa liofilizada da primeira fermentacdo a hidratar em agua, durante
24 horas, sob agitacdo, de forma a permitir a penetracdo das moléculas de agua na estrutura celular da
microalga. Apds a hidratacdo e uma curta centrifugacdo (2 minutos, 10.000 rpm) determinou-se um
teor de humidade na biomassa de 36,6%.

A reacdo de transesterificacdo permitiu obter um teor de ésteres de 36,49/100g biomassa, valor que se
afasta bastante do comportamento verificado com a adigdo de dgua a biomassa liofilizada (sem tempo
de hidratacdo) (Figura 3.5), com uma quebra da taxa de conversao para cerca de metade.

Comprova-se assim a inviabilidade de aplicacdo deste processo de transesterificacdo a biomassa de
Chlorella protothecoides heterotrofica na presenca de humidade, j& reportada por Ehimen et al., 2010,
o qual verificou o efeito negativo da presenga de agua, com uma reducdo da taxa de conversdo de
lipidos de 81,7% com 0,7% de humidade para 19,5% de ésteres com 73% de humidade.
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Existem diversas formas de contornar este entrave a eficicia do processo, podendo estas advir de
alteracBes aos parametros reacionais — através de um aumento do volume de metanol ou da proporcao
de catalisador (sec¢do 3.5.4), de utilizacdo de extracdo supercritica (Hidalgo et. al, 2013) — ou da
insercdo de um processo prévio de secagem para a obtencdo de melhores taxas de conversdo. Este
Gltimo apresenta mais custos inerentes que poderdo ser reduzidos substituindo a liofilizacdo por outras
formas de secagem menos dispendiosas (ex: secador solar).

3.4.4 Efeito da temperatura

Estudos anteriores, tanto a nivel da transesterificacdo convencional como da transesterificacédo in situ,
demonstram que aumentando a temperatura da reacdo o tempo necessario para atingir a taxa maxima
de conversdo de lipidos diminui. Este efeito foi maioritariamente verificado em transesterificacdes
com catélise &cida, podendo ser atribuido a um aumento da miscibilidade entre as diferentes espécies
em reacdo. Por outro lado, temperaturas altas podem provocar uma degradacdo da fracdo lipidica
(Hidalgo et al., 2013).

De forma a testar se um eventual aumento da temperatura teria um impacto positivo no tempo de
incubacdo necessério a uma conversdo eficaz em ésteres metilicos, realizou-se de novo todo o
processo de transesterificagio com as condi¢Bes reacionais inicialmente fixadas (seccdo 3.5),
aumentando a temperatura de incubacéo de 50°C para 80°C.

O estudo realizou-se para a biomassa proveniente de ambas as fermentacfes: a primeira, liofilizada,
testada para 6h e 18h de incubacdo; a segunda, apenas testada para 18h de incubag&o (Figura3.9).
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Fig. 3.7 - Influéncia da temperatura ((EZ]) 50°C, (E) 80°C) na conversao em ésteres metilicos
(condic¢des: 4mL metanol; 1,2% v/v H,SO,; 200rpm).

Os resultados obtidos apresentam algumas incongruéncias ja que, ao contrario do reportado
anteriormente na literatura, 0 aumento de temperatura apenas se demonstra benéfico na conversao dos
ésteres metilicos da biomassa proveniente da 12 fermentacdo para um tempo de reagdo de 6 horas —
observando-se um aumento na ordem dos 4g/100g ps. Por outro lado, quando decorridas as 18 horas
consideradas ideais para uma conversdo total (seccdo 3.5.1), verifica-se uma diminuicdo no FAME
produzido de cerca de 12g/100g ps, resultado que é corroborado pelo também decréscimo bastante
acentuado (de 14,96 g/100g ps para 3,78 g/100g ps) para a conversdo da biomassa microalgal
proveniente da segunda fermentacéo.
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Em estudos anteriores (Whalen et al., 2011), para outra microalga, a conversdo aumenta
significativamente com o aumento da temperatura, atingindo o seu pico aos 80°C, para um tempo de
reacao bastante inferior (10 e 20 minutos).

Esta discrepancia de resultados pode ser explicada pela necessidade de utilizacdo de uma fonte de
calor/agitacdo diferente da utilizada aquando dos restantes ensaios experimentais, ja que a tentativa de
reproducdo das condi¢des anteriormente usadas pode ndo ter sido bem sucedida. Também o tipo de
reator a utilizar podera ter de ser diferente, uma vez que a temperatura mais elevada testada (80°C) ¢é
superior ao ponto de ebulicdo do metanol (60°C), o que pode ter originado condigdes reacionais menos
propicias a conversdo dos glicéridos em ésteres metilicos.
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4. Aspetos energéticos e econdémicos

A implementacdo de qualquer tecnologia de producdo de energia encontra-se dependente da sua
viabilidade em termos econdmicos e de eficiéncia de conversdo energética (razdo entre a energia
investida e produzida). A produgdo de biodiesel a partir de microalgas figura, atualmente, um
potencial método de obtencdo de biocombustiveis de forma limpa, representando uma alternativa
bastante vantajosa aos métodos de producdo convencionais. No entanto, 0s constrangimentos ainda
existentes a nivel de processos de producdo, colheita e conversao da biomassa microalgal em biodiesel
(seccdo 1.4), ttm sido um impedimento a implementacéo, ja que tornam o projeto economicamente
pouco viavel. No seguimento desta ideia, torna-se percetivel que a possibilidade de utilizacdo futura
dos métodos de conversdo propostos neste estudo estd também dependente das suas eficécias a nivel
energético e econdmico, resultando num estudo preliminar do desempenho da conversdo da biomassa
microalgal de Chlorella protothecoides heterotréfica a estes niveis.

Para determinar qual a energia proveniente do biodiesel final obtido procedeu-se ao calculo do poder
calorifico superior (PCS), recorrendo a informacgéo obtida através do perfil e composicdo em acidos
gordos (secgéo 3.3.3). Este foi determinado através da seguinte expressao (Islam et al., 2013):

1794

FAME

na qual M corresponde ao peso molecular do éster metilico (g/mol), N ao nimero de duplas ligacdes
do éster metilico e %m/meame & percentagem de cada éster metilico da fragdo lipidica microalgal.

Para determinar o poder calorifico inferior (PCI) foi necessario ter em conta a massa de agua
produzida na reagdo de combustdo. Para tal, levou-se em consideracéo as caracteristicas e formulas
moleculares dos ésteres metilicos. Foi considerado o caso mais negativo e calculado através de
aproximacao por defeito, no qual se considerou que todos os ésteres sdo saturados. Tal deve-se ao
facto de, neste caso, a quantidade de agua produzida ser superior, traduzindo-se hum decréscimo do
poder calorifico inferior.

C.Hy 0, + 0, > CO, + Hy0 (19)

Sabendo que M(C)=12,01g/mol, M(H)=1g/mol e M(O,)=32g/mol:

12x + 2x = 287,3 — 32 = 255,3 (20)

255,3
x = —— = 1824 g/mol (21)

Tendo em conta o valor de x, obtém-se:

C18,24-H3 6,48 02 (22)

Isto significa que por cada 287,3g de ésteres se obtém 36,48g de H,. Por sua vez, cada 4&omo de
hidrogénio reage com % atomo de O, ou seja:

mo, = 8 X 36,48 = 291,84 (23)

Por fim, a massa de &gua consumida na reacdo de combustdo corresponde a:
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My, 0 = My, + My, = 36,46 + 291,68 = 328,39 (24)

Tendo calculado a massa de 4gua associada a reacdo de combustdo e sabendo que h,(H,0)=2260kJ/kg,
calculou-se o PCI:

PCI = PCS — (h, X my,o) = 39,25 — (2,26 x 0,328) = 38,51M] /kg (25)

A informacdo do consumo energético de cada processo, dada a indisponibilidade de dados que
permitam a realizacdo de uma analise completa, provém de medicGes realizadas com um medidor de
energia elétrica, ligado durante a operacao dos equipamentos, de forma a medir 0s seus consumos em
kWh, e de medicdes registadas em trabalhos anteriormente realizados no LNEG e extrapoladas para as
condicBes deste trabalho. Foi também determinado o custo associado a cada parcela de consumo,
atraves dos valores obtidos e do custo do kWh da rede de 0,0535€ (Ferreira et al., 2013).

Os consumos obtidos, por kg de biodiesel, e a respetiva a parcela de custo, estdo apresentados na
tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Processos, equipamentos e consumaos associados as etapas dos dois métodos
em estudo para conversdo da biomassa de Chlorella protothecoides heterotréfica em

biodiesel.
Consumo Consumo
Processo Equipamento [kWh/kg [MJ/kg Cb';:):joigféﬁg
biodiesel] biodiesel]
Liofilizacéo Liofilizador® 20,10 72,35 1,08
Pré-tratamento Moinho de bolas 7,64 27,50 0,41
) Extracdo de lipidos Extrator soxhlet 38,06 137,02 2,04
Método 1
Extracéo + Evaporacéo do Rota-vapor 9,67 34,81 0,52
transesterificacdo
¢ solvente Estufa® 0,15 0,53 0,01
Esterificacdo Incubadora 0,50 1,78 0,03
Catélise basica Incubadora 0,66 2,38 0,04
TOTAL 76,77 276,37 4,13
Liofilizacéo Liofilizador® 17,24 62,06 0,92
Método 2 Transesterificacio
Transesteriﬁcagéo direta ¢ Incubadora 118,21 425,56 6,32
direta =
Evaporagdo do Banho termostatico 13,33 47,99 0,71
cloroférmio
TOTAL 148,78 535,61 7,96

W bados provenientes de estudos anteriormente realizados no LNEG.

Através do PCI do biodiesel obtido e do consumo energético total determinou-se a eficiéncia das duas
hip6teses em estudo (Tabela 4.2), utilizando a relacéo:

PCI
n=

E total

(26)

na qual PCI corresponde ao poder calorifico inferior do biodiesel microalgal (MJ/kg) e Eio (MJ/KQ) &
soma da extrapolacdo, por kg, dos consumos energéticos dos processos associados a cada um dos
métodos em estudo.
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Tabela 4.2 — Eficiéncia dos dois métodos em estudo para conversédo da biomassa de
Chlorella protothecoides heterotréfica em biodiesel.

Meétodo 1 Meétodo 2
(extracdo + transesterificacdo) (transesterificagdo direta)
Eficiéncia 0,139 0,072

Pelos resultados obtidos observa-se que, para ambas as hipéteses, a energia necessaria a conversao é
muito superior a produzida pelo produto final, pelo que o processo ndo é energeticamente rentavel ou
sustentavel. Também é de notar que tratando-se apenas 0 E, COMO ja mencionado, da energia
referente ao processo de secagem da biomassa microalgal e conversdo em ésteres, caso tivesse sido
possivel contabilizar as necessidades energéticas de todos os processos envolvidos na obtencdo de
biodiesel (producdo e recolha da biomassa microalgal), este valor seria passivel de um agravamento.

Por outro lado, tratando-se de um processo a escala laboratorial, e cujas medi¢des foram extrapoladas
para corresponderem a 1kg de biodiesel final, representa o pior cendrio possivel pois ndo sé os
consumos dos equipamentos ja sdo elevados, como também, quando comparados com consumos a
nivel de produgdo industrial (Brentner et al., 2011), se mostram bastante desajustados. Este facto é
especialmente evidente para o caso do tempo de incubacao necessario ao método de transesterificacdo
direta, cujo consumo (118,21kWh/kg biodiesel) é muito elevado, tornando este processo menos
eficiente que o método 1.

Para a quantificagdo do custo total envolvido em ambos os métodos, foi também necessério calcular os
custos inerentes aos reagentes utilizados no processo. Estes foram obtidos através do preco de
aquisicdo e da extrapolacdo das quantidades necessarias para 1kg final de biodiesel. Apesar de ambas
as hipdteses envolverem diversos reagentes, considerou-se que estes sdo, na sua maioria, reciclaveis.
Assim, para a hipotese 1 assumiu-se uma perda (por ciclo de reutilizagdo) de 5% do hexano utilizado
na extracdo dos lipidos e, tal como para a hipotese 2, a impossibilidade de reutilizacdo dos
catalisadores envolvidos. Os valores obtidos apresentam-se na tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Reagentes consumidos e respetivos custos associados as etapas dos dois
métodos em estudo para conversdo da biomassa de Chlorella protothecoides heterotrofica

em biodiesel.
Reagente Custo [€/kg biodiesel]
) Hexano 13,01
Método 1 .
(Extragéo + Acido sulfurico (H,SOy4) 0,01
transesterificacéo) . .
Hidroéxido de sodio (NaOH) 0,06
TOTAL 13,07
Método 2 i
(Transesterificacdo Acido sulfarico (H,SOy) 3,57
direta)
TOTAL 3,57

O custo total de consumiveis e utilidades para cada método, correspondente & soma dos custos
associados aos consumos elétricos com 0s custos inerentes aos reagentes consumidos, esta
representado na tabela 4.4. Para a conversdo em litro de biodiesel foi considerada a densidade do
mesmo, anteriormente obtida para a Chlorella protothecoides heterotrofica como matéria-prima, de
0,864kgL™ (Xu et al., 2006).
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Tabela 4.4 — Custo total de reagentes e eletricidade, por kg e por litro, dos dois métodos em
estudo para conversao da biomassa de Chlorella protothecoides heterotréfica em biodiesel.

Método 1 Meétodo 2
(extracdo + transesterificacdo) (transesterificagdo direta)
Custo total [€/kg biodiesel] 17,18 11,53
Custo total [€/L biodiesel] 14,84 9,96

O método 1 revelou-se mais dispendioso, com o produto final resultante desta técnica de converséo a
custar mais 5,65€/kg biodiesel, quando comparado com o método 2. A analise mostra, como se pode
confirmar pela figura 4.1, que apesar de 0s consumos para a extracdo soxhlet + transesterificacdo
alcalina serem bastante inferiores aos associados a transesterificagdo direta — cujo principal ativo é a
incubadora, com cerca de 87% de quota de consumo — a elevada carga de custo que a perda de 5% de
hexano exerce conduz a um pior desempenho a nivel econémico.

Por outro lado, numa abordagem ao panorama geral de producdo de biodiesel, o método 2
(transesterificacdo direta) devera também ser mais viavel, ja que, ao ser uma técnica realizada
diretamente na biomassa microalgal, possui menos etapas e permite um menor desperdicio massico ao
longo do processo, levando a que, neste caso, para obter 1kg de biodiesel final, se necessite de 11,81kg
de biomassa humida — contra os 13,77kg necessarios ao método 1 — conduzindo a menores custos
associados a fase de producdo e colheita de biomassa.

De notar que uma das quotas mais representativas de consumo, para ambos 0os métodos de extragdo e
conversdo em ésteres, encontra-se associada a etapa de liofilizagdo, que representou um peso de
1,43kWh/kg de biomassa humida. No entanto, este processo de secagem nao se apresenta cComo opg¢ao
para utilizagdo na producdo de biodiesel & escala industrial dado ser muito caro e, por esse mesmo
motivo, apenas apresentar viabilidade quando utilizado em produtos de aplicagcbes nobres. Deste
modo, uma das formas de diminuir o consumo energético a nivel da secagem da biomassa microalgal
e, consequentemente, diminuir o custo total de producdo de biodiesel em questdo, é a substituicdo da
liofilizagdo por outro método de secagem mais econdmico. Uma alternativa poderd passar pela
utilizacdo de um secador solar, ja que este permite secar biomassa algal com 85% de humidade em
cerca de 4 a 5 horas sem qualquer consumo energético (Sousa, 2014).
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Fig. 4.1- Quotas de custo associadas a cada processo envolvido nos dois métodos de converséo
estudados.

Estudos de andlise energética e econdmica de produgdo de biodiesel a escala industrial apresentam
consumos da ordem dos 69kWh para uma conjugacdo de processos de extracdo mecénica + extracao
com hexano + transesterificacdo e de 3190kWh para ultrasonificacdo + transesterificagdo direta-
correspondendo, no entanto, a uma producio de 10*°MJ (cerca de 260kg) (Brentner et al., 2011). Ja a
nivel de custo, para biodiesel produzido através de fotobiorreatores planos, tubulares ou lagoas
fotossintéticas, este varia entre 4,15-5,96€/kg (Malcata, 2011), que, apesar de englobar 0s custos
inerentes a todas as fases da obtencdo de biomassa microalgal, se mantém bastante inferior aos obtidos
neste trabalho.

Com isto é possivel verificar o caracter preliminar da analise (necessariamente incompleta ao ndo
incluir custos de utilizagdo e amortizacdo de equipamento, recursos humanos, entre outros fatores de
custo), e como um estudo de ciclo de vida mais completo podera ser (til para compreender de que
forma os principais ativos de consumo e outras possiveis fontes de rendimento — com destaque para a
valorizacdo da biomassa residual - poderdo ser contabilizados para a obtencdo de uma producéo
superior ao consumo energético e um custo semelhante ao custo de mercado atual para o biodiesel.
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5. Conclusao

Atualmente, os principais constrangimentos a producdo de biodiesel a partir de microalgas a escala
industrial, sdo essencialmente econémicos. Por envolverem etapas de cultivo, colheita e conversao
muito dispendiosos, o custo do produto final torna-se pouco competitivo, quando comparado com as
matérias-primas convencionais de producéo de biodiesel.

O trabalho desenvolvido, conducente a esta dissertacdo, teve como objetivo o estudo a otimizacdo da
conversdo de biomassa da microalga Chlorella protothecoides heterotréfica em biodiesel e um estudo
preliminar da sua viabilidade energética e econémica.

Numa primeira fase, iniciou-se e acompanhou-se o processo fermentativo, produtor de biomassa, de
forma a obter um novo lote. Devido a uma contaminacdo, este foi terminado abruptamente, ndo
permitindo um crescimento ideal das células microalgais. Apesar de os valores da taxa de crescimento
e produtividade de biomassa microalgal terem sido semelhantes aos obtidos numa fermentacdo
completa, o crescimento insuficiente provocou uma quebra a nivel de massa final de C. protothecoides
— 5509 para 100g, apds liofilizagdo e 16,49 ps/L para 3,69 ps/L de peso seco, respetivamente.

Numa primeira extragdo, o teor de lipidos relevou-se bastante baixo, com o valor de 8,33g/100g ps
para o 1° ensaio fermentativo. O estudo de mecanismos de pré-tratamento de rutura celular, tendo em
vista a real contabilizagdo da fracéo lipidica, realizou-se com recurso a dois processos: hidrolise acida
e rutura mecanica com moinho de bolas. Para tal, realizaram-se ensaios de extragdo com hexano
diretamente na biomassa liofilizada e na biomassa pré-tratada. Através da hidrdlise acida foi possivel a
contabilizacdo da fragdo lipidica microalgal (49,14+0,539/100g ps), comprovando-se a eficécia da
rutura mecanica com moinho de bolas (49,29+1,61g/100g ps) e a necessidade de um processo prévio
de rutura para uma extracdo completa.

A nivel de composicdo, a biomassa estudada demonstrou ter cerca de 17,5g9/100g ps de acUcares,
6,459/100g ps de proteina e um teor de minerais de 6,92 + 0,52 g/100g ps. Isto significa que a
biomassa residual (pos-extracdo lipidica) tem potencial de valorizagdo através da producdo de
bioetanol ou biohidrogénio ou de reinser¢do no ciclo de produgdo, como fonte nutricional a producgao
de biomassa microalgal.

A acidez da fracdo lipidica (3,96+0,12mgKOH/g) é relativamente baixa, mantendo-se, no entanto, a
necessidade de esterificagdo/transesterificagdo por catalise &cida ou transesterificacdo com catalisador
basico precedida de um pré-tratamento de esterificacdo acida.

O perfil e composicdo da fracdo lipidica indicam que esta é rica em &cidos gordos insaturados
(81,67%m/m), com uma predominancia de monoinsaturados (57,83%m/m). A nivel de qualidade, os
requisitos da norma EN 14214 sdo cumpridos no que respeita ao teor de éster metilico de 4cido
linolénico (< 12% m/m) e de éacidos gordos polinsaturados, com 4 ou mais duplas ligacbes (< 1%
m/m).

Foram também observados valores para o indice de iodo (85,22¢g 1,/100g) e, para o indice de cetano
(54,46), que se enguadram nos limites definidos pela norma europeia, e um valor para 0 CFPP (-
9,07°C) cumprindo duas das trés classes de classificacdo de CFPP em Portugal. Foi ainda determinado
o indice de saponificacdo da fragdo lipidica, sendo este de 189,97 mgKOH/g.

Na conversdo em ésteres, realizada por transesterificacdo direta, verificou-se que, para 100mg de
biomassa liofilizada, 4mL de metanol e uma proporg¢éo de catalisador de 1,2%(v/v), a conversdo em
FAME ¢é praticamente total as 18h — na ordem dos 47,05 mg/100mg de biomassa. Quanto aos
parametros estudados, a utilizagdo de um pré-tratamento de moagem na biomassa proporciona um
aumento da velocidade de conversdo e a presenca de humidade um decréscimo acentuado na
conversdo em ésteres, que pode ser suavizado com um aumento da quantidade de catalisador. Ja o
aumento de temperatura de reacdo de 50°C para 80°C, neste caso, ndo apresentou qualquer beneficio.

Por fim, através de uma analise preliminar de dois diferentes métodos de conversao da fragdo lipidica
em ésteres, verificou-se que o processo de transesterificacdo direta (método 2), nas condicoes
laboratoriais realizadas, apresenta consumos energéticos mais elevados (148,78kWh/kg biodiesel) e,
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consequentemente, uma razdo energia produzida/energia consumida inferior ao conseguido num
processo de extracdo seguido de transesterificacdo (método 1) (0,072 contra 0,139, respetivamente).
No entanto, o elevado custo proveniente da perda de 5%v/v do hexano utilizado na extracao soxhlet do
método 1, encarece essa via de extracdo, tornando o método de transesterificacdo direta ainda assim
mais economico — 11,53€/kg biodiesel.
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6. Trabalho futuro

O trabalho realizado demonstra as potencialidades que a microalga Chlorella protothecoides
heterotréfica, no espectro da producdo de biocombustiveis a partir de biomassa microalgal, tem. No
entanto, as ja mencionadas, e comprovadas através do estudo energético preliminar, limitacGes a nivel
de consumos energéticos excessivos, conduzem a uma necessidade de pesquisa e analise de métodos
de producdo, colheita e extracdo que possibilitem a viabilidade de ampliagdo a escala industrial.

Em primeiro lugar, estando comprovada a inviabilidade da utilizag&o desta biomassa na presenca de
humidade, a otimizacdo do processo podera passar por estudos mais detalhados incidentes nos outros
fatores que influenciam a reacdo de transesterificacdo direta — como o tipo e a quantidade de
catalisador, o0 tempo e temperatura de reacdo — e na otimizacdo das propor¢des molares dos reagentes
(&lcool e catalisador) envolvidos. Considerando a quota de consumo energético que o tempo de reacdo
tem na transesterificacdo direta, uma das formas de rentabilizar o processo podera passar pela
manipulacdo destes mesmos fatores até se atingir a combinacdo 6tima capaz de reduzir o esfor¢co de
consumo, quer energético, quer de reagentes, ao maximo. Também neste sentido, a analise de
diferentes processos de secagem pés-colheita mais econémicos, capazes de minorar a carga energética
gue a secagem tem no processo, podera facultar melhores resultados.

Dados os elevados consumos energéticos que o processo de producdo de biodiesel microalgal
atualmente acarreta, o estudo de hipéteses capazes de diminuir ou até mesmo suprimir a energia
elétrica consumida é pertinente. Uma abordagem obrigatoéria a estudar com detalhe no futuro é a de
implementacéo plena do conceito de biorrefinaria integrando balancos de massa e energia na produgéo
de biocombustiveis, energia (calor e electricidade) e bioprodutos com valor comercial, se possivel com
a ajuda de outras energias renovaveis. Nesse sentido, a integracdo de um sistema de producdo elétrica
renovavel como, a caso de exemplo, de energia solar concentrada (CSP) com um sistema de
armazenamento de energia térmica, capaz de suprimir as necessidades energéticas de uma
biorrefinaria, permite a descarbonizacgdo da fonte elétrica e uma diminuigao significativa dos impactos
ambientais associados a biorrefinarias de fonte microalgal (Figura 6.1) (Brownbridge et al., 2014).

CSP | 1 COz2 e nutrientes
{ Y
FI.ui dis Culti\'fno' ::, :Ii;;?assa
frio ¢ l 8
»| Geracdode || [ Colheitae
Fluido quente __energia i extracgao

Fig. 6.1 - Esquematizacao da introducao de uma fonte energética renovavel no processo de obtencao
de biodiesel microalgal (adaptado de Brownbridge et al., 2014).

Esta alteragdo permite ndo s a necessaria diminui¢cdo de consumos como também uma diminuicéo
significativa do impacto ambiental que a producdo de biodiesel a partir de biomassa microalgal obtida
heterotroficamente provoca, ja que recorre a outra fonte energética limpa, aumentando assim a
sustentabilidade do processo com as vantagens que o método de produgéo heterotréfica proporciona.

No mesmo sentido, também serd pertinente avaliar os beneficios que a aplicagdo de um processo de
cogeracdo proporciona, nao sé no sentido de valorizacdo da biomassa residual (seccdo 1.4.2), como
também como outra forma de obtencdo de energia para o sistema. SimulagGes demonstram que, para
uma biomassa microalgal proveniente de transesterificagcdo alcalina com NaOH, 3906,87 kg/h de
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residuos, sdo capazes de produzir 33,33MW por cogeragdo, dos quais 8,22MW sdo energia elétrica
(Rincon et. al, 2014).
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Anexo |

Lista dos reagentes utilizados ao longo do trabalho experimental.

Reagente Pureza Marca
Acido acético 99,8% Fluka
Acido cloridrico 37% min 37 % Riedel-de Haén
Acido sulfurico 95-97 % Merck

Acido sulfurico 2N 95-97 % Sigma-Aldrich
Ciclohexano Merck
Cloreto de sodio 99,5 % Panreac
Cloroférmio 99,0 % Lab-Scan
Etanol 99,9 % Carlos Erba
Eter etilico 99,5 % Absolve
Fenol P.a. Merck
Hidroxido de sodio 98% Absolve
Hidréxido de potassio 86 % Absolve
Hexano 98,5 % Carlos Erba
lodeto de Potassio 99% Panreac
Indicador de pozimento de Merck
amido
Iso-Octano 99,0 % Panreac
Metanol 99,8 % Fluka
Reagente de Wijs Riedel-de-Haén
Solugéo alcodlica de p
fenolftaleina anreac
Sulfato de sodio anidro 99,0 % Merck
Stfl']}:l‘jg?ege;ae”&'r? 13-15% Sigma-Aldrich
Tiossulfato de sddio penta
hidratado Fixanal
(Tritrisol)

Na preparagdo do meio de fermentacéo foram utilizados os seguintes reagentes:

e Dextrose.H,0, Extrato de levedura, Agua do mar, NaCl (obtido da 4gua do mar);
o Anti-espuma: polipropileno glicerol (PPG) puro;
¢ Solucgdo de antibidticos constituida por estreptomicina, cloranfenicol e penicilina;

e Base NaOH (4N) ou acido HCI (4N), para acertar o pH do meio.
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Anexo 11

Lista de materiais e equipamentos utilizados ao longo do trabalho experimental.

Equipamento ou material

Marca e modelo

Aparelho de destilacéo

Biichi, Distillation Unit K-350

Aparelho de digestéo

Buchi, Digestion Unit K-424

Autoclave

Newclave, HL-36AC

Balanga de preciséo

Mettler Toledo, AB204-S

Banho termostatico

P-Selecta, Precisterm

Banho termostatico

Biichi, Heating Bath B-490

Bomba de vacuo Biichi, V-500
Cadinho
Cartucho celulose VWR

Centrifuga Hitashi-Koki, Himac CT15-E
Controlador bomba de vacuo Biichi, V-800
Cromatdgrafo Varian, 3800
Digestor BLOC DIGEST, modelo 20
Espectrofotometro Hitachi, U-200
Estufa Memmert
Fermentador BIOLAFITTE 1}:’1O IIBgSF:(obesplerre 78300

Filtro de polipropileno

Pall, Acrodisc GHP

Filtro de celulose

Ederol

Incubadora

Lab-Line, Environ-Shaker

Manta de aquecimento Soxhlet

P-Selecta

Moinho de bolas

Retsch, MM400

Mufla

Heraeus

Purificador de 4gua

Millipore, Elix S Progard 2

Rotavapor

Biichi, R-200

Vortex

Janke & Kunkel, VF2
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Anexo 111

Reta de calibracdo da determinacao colorimétrica do teor de agUcares

y = 0,0067x + 0,0039 )
06 R2=0 gfll./

0 20 40 60 80 100 120
Glucose (mg/L)

Ana Filipa Garcia de Morais

62



Estudos de transesterificacdo de 6leos produzidos a partir de C. protothecoides por via heterotréfica

Anexo 1V

As solucdes utilizadas, ja preparadas, foram baseados nos Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater.

e Reagente de digestao

1349 K,SO, + 650mL agua + 200mL H,SO, + 2g HgO/25mL H,SO, 6N, diluir a 1L.
o Reagente de hidroxido de sddio-tiosulfato de sddio

500g NaOH + 25g Na,S,03.5 H,O/L.

e Solucdo indicadora mista

Vermelho de metilo 200mg/100mL EtOH + azul de metileno 100mg/50mL EtOH.

e Solucdo indicadora de &cido borico

20g H3BOs+ 10mL solucéo indicadora mista, diluir a 1L.

e Solucéo titulante padréo de H,SO, 0.02N (0.54mL/L) ou 0.1N (2.66mL/L).
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