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Resumo

A presente dissertacao teve como principal objetivo a producdo de biomassa microalgal da forma
mais econdmica e sustentavel possivel. Realizaram-se diversos ensaios em erlenmeyers e reatores
de coluna de bolha e a composicdo da biomassa produzida foi determinada de modo a escolher
qual a aplicacdo mais apropriada.

A microalga principal usada no ambito do trabalho — S. obliquus — obteve resultados positivos de
crescimento em efluentes com elevada carga organica provenientes das industrias avicola (avicola
bruto (AB) e floculado (AF)) e suinicola (porco bruto (PB)). A matéria saponificavel obtida a
partir das culturas com os efluentes avicolas foi, em média, de 11 e 27 g/100 g biomassa, para 0s
efluentes AB e AF, respetivamente. O perfil de acidos gordos das fracGes lipidicas mostraram que
estas eram maioritariamente constituidas pelos acidos gordos C16:0, C18:1 e C18:2, e que
respeitavam a norma europeia de qualidade de biodiesel (EN 14214) quanto ao contetdo do &cido
linolénico (C18:3) (< 12% (m/m)) e ao indice de iodo (< 120 g 1./100 g). Quanto aos agucares
totais, os melhores valores foram os associados as culturas com efluente AB (36 g/100 g biomassa
(lampadas fluorescentes) vs. 25 g/100 g biomassa obtidos com o efluente AF (Iampadas LED)).
Né&o se verificaram diferencas significativas na composicéo das biomassas quanto a iluminacao
proveniente de lampadas fluorescentes e LEDs utilizadas nos ensaios, apesar da poupanga
energética de mais de 55% deviso ao uso das ldmpadas LED.

Noutro ensaio, com a perspetiva da biomitigagdo de CO, oriundo de fontes poluentes,
adicionaram-se 5% de CO; ao ar de agitagdo nas culturas com efluente AB e PB; concluiu-se que
esse gas funcionou como um “catalisador” do crescimento microalgal, tendo-se obtido
produtividades médias cerca de trés vezes superiores com os efluentes AB e PB (0,280 e 0,304
g/L.dia, respetivamente) as verificadas com o efluente AB sem adi¢do do CO; (0,101 g/L.dia).

Quanto a bioremediacéo dos efluentes em estudo, obtiveram-se valores superiores a 97%, quer
para o tratamento relativo ao contetido do ido amdnio, quer para o ido fosfato; todos os valores
obtidos respeitaram os limites maximos especificados na legislacdo portuguesa.

Palavras-Chave: Microalgas, S. obliquus, efluentes, bioremediacéo, CO».
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Abstract

The main purpose of the present thesis was the production of microalgal biomass in an economical
and environmental sustainable way. Several experiments were conducted in erlenmeyers and
bubble column photobioreactors and the produced biomass was analyzed in order to evaluate its
composition and define the most suitable application.

The main microalgae used — S. obliquus — achieved positive results when grown in highly
contaminated industrial wastewater from the poultry (avicola bruto (AB) e floculado (AF)) and
swine (porco bruto (PB)) industries. The saponifiable matter obtained from cultures with poultry
effluent was, on average, 11 and 27 g/100 g biomass to AB and AF wastewater, respectively. The
fatty acid profile was mainly composed by the C16:0, C18:1 and C18:2 fatty acids and it was
within the European biodiesel quality standard (EN 14214) in terms of linolenic acid content
(C18:3) (<12% (m/m)) and iodine value (<120 g 12/100 g). For total sugars, the best values were
associated to the cultures using AB wastewater (36 g/100 g biomass (fluorescent lamps) vs. 23
9/100 g biomass obtained using AF wastewater (LED lamps)). The biomass composition didn’t
show significant differences between fluorescent or LEDs illumination. However, the use of
LEDs allowed energy savings of over 55%.

In another assay, aiming the biomitigation of CO, from pollutant sources, 5% of CO, were added
to the aeration gas in the cultures using AB and PB wastewater; it was concluded that this gas
worked as a “catalyst” of the microalgal growth, and daily productivities three times higher using
AB and PB wastewater (0,280 and 0,304 g/L.day, respectively) were obtained, comparing with
those using AB wastewater without the addition of CO, (0,101 g/L.day).

The wastewater bioremediation revealed results greater than 97% for both ammonium and
phosphate ions removal, and the reached values were below the maximum limit specified in
national legislation.

Keywords: Microalgae, S. obliquus, wastewater, bioremediation, CO..
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Introducéo e objetivos

Nas Gltimas décadas, os combustiveis fosseis tornaram-se parte integrante da sociedade. Séo
incinerados para produzir energia para os transportes e para gerar eletricidade, fundamentais na
melhoria da qualidade de vida, bem como no progressivo desenvolvimento tecnoldgico a que se
tem assistido. No entanto, sdo combustiveis considerados ndo-renovaveis a escala de vida
humana, pelo que o seu fornecimento é limitado [1]. Para além disso, 0s maiores produtores sao
normalmente paises de grande instabilidade politica, 0 que compromete a seguranga do
abastecimento [2]. Levantam também inUmeras questdes ambientais, como a emissdo dos GEE
(Gases de Efeito de Estufa) decorrentes da sua queima (principalmente o CO; [3]), que
contribuem para o aquecimento global e todas as inerentes consequéncias [1].

Segundo Bilanovic et al. (2009), as alteracBes climaticas estdo associadas ao aumento da
temperatura média global, a perturbagcdes nos regimes de precipitacdo e na sua distribuicdo
geogréfica, a consequente reducdo da producdo agricola, ao derretimento dos glaciares, ao
aumento do nivel médio das aguas do mar, a extin¢ao de espécies e a outros problemas ambientais
que so6 serdo visiveis no futuro [4].

Devido ao crescimento da populagdo mundial, a melhoria do seu nivel de vida e a rapida
industrializacéo, principalmente em algumas zonas do globo, uma grave crise energética comeca
a instalar-se, pelo que a procura de fontes energéticas mais limpas e renovaveis poder-se-a tornar
no maior desafio deste século. Dessa forma, pretende-se estimular o desenvolvimento de um
futuro energeticamente sustentavel [1].

Com a necessidade urgente de reduzir as emissdes de GEE para a atmosfera e devido a limitacao
iminente dos combustiveis convencionais, os biocombustiveis parecem ser a fonte energética
alternativa mais viavel [5]. Comparativamente as outras fontes renovaveis de energia, 0s
biocombustiveis podem ser armazenados, transportados [5] e usados em veiculos com poucas ou
nenhumas alteragdes; podem ser misturados com os combustiveis tradicionais ou substitui-los [6].
E considerado que possam vir a promover o desenvolvimento de zonas rurais, reduzir as emissoes
dos GEE, substituir os combustiveis fosseis, incrementar a descarbonizacdo do sector dos
transportes e aumentar a seguranca do abastecimento de energia [6].

Na Unido Europeia, o principal biocombustivel produzido é o biodiesel — maioritariamente a
partir de soja ou colza, ambas culturas importantes na indistria alimentar. Contudo, as culturas
alimenticias ndo sdo a Unica fonte de 6leos ou lipidos; existem outras matérias-primas, como
algumas culturas ndo alimentares, as gorduras animais ou as microalgas. No caso das microalgas,
estas contém teores de 6leo muito superiores a qualquer outra planta terrestre, para além da ampla
gama de produtos de elevado valor comercial passiveis de serem extraidos destes microrganismos.

E a partir desta premissa que surge o presente trabalho, cujo propésito foi a producdo o mais
econdmica- e ambientalmente sustentavel possivel de biomassa microalgal, de forma a usufruir
de todos os co-produtos presentes. A parte principal do trabalho laboratorial consistiu na execucao
de varios ensaios de crescimento microalgal com diferentes condigBes operacionais que
pretendiam otimizar uma producdo mais sustentavel. Essas condi¢fes operacionais
compreendiam o uso de efluentes industriais de caracteristicas distintas, bem como a utilizagéo
de diferentes fontes de iluminacdo (lampadas fluorescentes vs. LED) e o uso de CO, como
nutriente adicional para o crescimento das microalgas. Para além destes fatores, foram analisadas
varias metodologias de colheita e secagem e procedeu-se a analise da composicao da biomassa;
0 objetivo final foi a escolha da melhor estratégia de producdo, combinada com as melhores
metodologias e produtos a extrair, de modo a tornar o processo global mais econdémico e
ambientalmente favoravel.
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1.2. Estrutura da dissertacao

Esta dissertacdo esta dividida em seis capitulos, cujo resumo sera descrito de seguida.

No presente capitulo (Capitulo 1 — Introducéo), encontra-se uma breve introdugdo aos temas
estudados ao longo da realizacdo da dissertacdo e dos objetivos a alcancar;

No Capitulo 2 — Enquadramento energético, apresenta-se a revisao da literatura sobre os temas-
base abordados ao longo da dissertacdo, incluindo o enquadramento energético mundial e o
panorama portugués relativo ao consumo de energia, algumas caracteristicas referentes aos
biocombustiveis (biodiesel, principalmente) e as normas europeias/portuguesas que regulam o
mercado dos mesmos;

No Capitulo 3 — Microalgas, analisa-se ao pormenor toda a cadeia de valor associada as
microalgas, que comega no seu crescimento e culmina no aproveitamento da biomassa produzida
para diversos fins. Descrevem-se as principais etapas estudadas na parte experimental (meios de
cultivo, colheita, secagem, extracdo dos produtos derivados das microalgas e seu
aproveitamento), para que se possam comparar 0s resultados obtidos com os existentes na
literatura;

No Capitulo 4 — Materiais e Métodos, relata-se detalhadamente os materiais e procedimentos
usados na parte experimental da dissertacao;

No Capitulo 5 — Resultados e Discussdo, apresentam-se 0s resultados alcancados a partir do
trabalho experimental e conduz-se a comparacao de alguns fatores com os obtidos ap6s estudos
similares encontrados na literatura;

Finalmente, no Capitulo 6 — Conclusdes e Desenvolvimentos Futuros, sintetizam-se as principais
conclusBes retiradas deste trabalho e apresentam-se também algumas propostas de trabalhos
futuros, para que se dé continuidade a investigacdo e desenvolvimento inerentes ao tema.
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Capitulo 2 — Enquadramento energético

Antes de iniciar a pesquisa bibliogréafica relativa ao tema-base deste trabalho, é necessario abordar
certos aspetos igualmente importantes, sem 0s quais ndo seria possivel entender a atencdo dada
atualmente as microalgas como matéria-prima para a producao ndo sé de biodiesel, como também
dos outros co-produtos de elevado valor que delas advém.

Neste capitulo serd analisado o panorama energético (mundial e europeu) e aspetos gerais
relacionados com o tema dos biocombustiveis (particularmente o biodiesel), como a preocupacéo
relativa a procura de energias alternativas e a legislagdo existente na UE, que Portugal tem por
base. Serdo também analisadas as caracteristicas principais do biodiesel e as origens deste
biocombustivel.

2.1. Panorama mundial e europeu

Em 2014, o consumo de energia primaria mundial foi de 12 928,4 Mtep [7]. Os combustiveis
fosseis providenciaram 86,3% dessa energia (sendo os principais combustiveis o petréleo
(32,6%), o carvao (30%) e o gas natural (23,7%)). A energia nuclear produziu 4,44% da energia
consumida e as energias renovaveis — incluindo a hidrica — 9,25% [7]. Esta tendéncia para o
consumo de combustiveis fésseis ndo é recente, e com 0s avangos tecnoldgicos referentes a
exploracéo de reservas ndo convencionais (de gas natural, por exemplo), foi estimado, em 2014,
que os combustiveis fésseis ainda continuem disponiveis durante um periodo consideravel de
tempo (110, 54 e 53 anos para carvao, gas natural e petréleo, respetivamente [7]), permanecendo
os pilares do panorama energético mundial. Na Fig. 1 encontra-se o crescimento do consumo de
energia primaria por fonte energética, desde 1965, fazendo-se também uma projecao até 2035 [8].

18
y Renovdveis (inclui biccombustiveis)
15 g ! lidrica

12

1965 2000 2035
Ano

Fig. 1 — Consumo energia priméria mundial, por fonte. Valores em mil milhdes de tep. Adaptado de [8].

O consumo de energia final por sector evidencia a importancia da mudanga para combustiveis
mais limpos, uma vez gque o sector dos transportes representou, em 2013, cerca de 32% da energia
final consumida na UE-28 [9] (cf. Fig. 2 (a)).
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Fig. 2 — (a) Consumo de energia final, por sector; (b) Consumo final de cada combustivel no sector dos transportes.
Dados da UE-28 em 2013. Adaptados de [9].

Dentro do sector dos transportes, pode também ser feita a reparticéo entre os tipos de combustiveis
usados na UE-28, como se ilustra na Fig. 2 (b). Atualmente, a frota de veiculos europeus usa
maioritariamente gaséleo, o que ndo acontecia em 1995, onde o consumo de diesel e de gasolina
era praticamente igual [9].

Quanto aos biocombustiveis mais utilizados na UE-28, pode verificar-se na Fig. 3 que cerca de
80% do mercado dos biocombustiveis ¢ dominado pelo biodiesel, 0 que comprova o maior
investimento da Uni&o Europeia em tecnologias de produgdo do mesmo.

Bioetanol
19,1%

—_QOutros

Biodiesel _ 0,2%

79,7%

Fig. 3 — Consumo de biocombustiveis para os transportes em 2014 na UE. Adaptado de [10].

Ao contrério do que se passa na UE, a frota automoével nos EUA ou no Brasil, por exemplo, é
dominada por veiculos a gasolina, pelo que nesses paises o principal biocombustivel produzido é
o0 bioetanol, como se pode verificar na Fig. 4. O bioetanol é maioritariamente produzido utilizando
culturas de 12 geracdo como o milho ou a cana-de-agUcar, nos EUA e no Brasil, respetivamente
[11].

Billions of litras 20

f20 Canada
Ethanol

100

Indonasia

Eurcpean Unicn
0
2005 200 2M5 207
2005 2010 2015 2017 Source: FAPAI, WS sndl Workd Agricoiturs’ Cutioof, 2008,

Fig. 4 — Producéo de bioetanol e biodiesel. Estimativas até 2017. Fonte: [11].
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Relativamente ao consumo de energia final em Portugal, pode verificar-se na Fig. 5 que as
energias renovaveis contribuiram, em 2014, em cerca de 30% do consumo portugués. Dessa
percentagem, 45% corresponde a biomassa e 6% ao consumo de biocombustiveis [12]. Excluindo
a biomassa, as maiores fatias de energia consumida provém da energia hidrica e e6lica, duas
fontes energéticas renovaveis que tém vindo, na Gltima década, a cimentar a sua posi¢do como
base do mix energético portugués, sendo as maiores contribuicdes para atingir as metas de
incorporacdo de FER na producdo de eletricidade, por exemplo [13].

——
-~
e
e T
-
-

10%

47%

M Hidroeletricidade
Edlicas
M Biomassa

Petroleo ¥ G&s Natural . e
= 2 g & z i Biocombustiveis
® Calor ndo renovével | Eletricidade ndo renovavel .
= o v Outros renovaveis
M Outros ndo renovaveis B Renovaveis

Fig. 5— Consumo de energia final em Portugal (2014). Fonte: [12].

Portugal segue a mesma tendéncia que a UE, tendo tido, em 2013, um consumo de energia final
destinado aos transportes de 40,5%. Dessa percentagem, 61,7% corresponde a um consumo de
gasOleo/gas e 18,9% de gasolina. No mesmo periodo, o consumo nacional de biocombustiveis foi
de 264 ktep (maioritariamente biodiesel — 96,6%) [9].

Como ja foi referido, associado ao uso dos combustiveis fosseis estd 0 aumento das emissdes de
gases poluentes, como o CO,, com efeitos nefastos para o ambiente. Verifica-se que desde a
década de 70 tem havido um aumento constante das emissdes deste GEE, com a intervencao do
carvao e do petréleo como principais poluentes [14]. A queima de combustiveis fosseis ocorre
maioritariamente nos sectores da energia (onde se inclui a producéo e transformacéo de energia),
da industria e dos transportes; em Portugal, em 2012, estes setores foram os maiores emissores
dos principais GEE (25,3%, 10,9% e 24,7%, respetivamente) [13].

O aumento das emissBes de origem antropogenica de CO», devido a utilizagdo em grande escala
dos combustiveis convencionais em setores como o dos transportes e da industria, tem sido
importante no desenvolvimento de técnicas e politicas de reducdo das emissdes de GEE, de forma
a minimizar os impactos negativos das alteragdes climaticas [15]. A implementac&o do Protocolo
de Quioto (1997) foi uma dessas politicas. Outras estratégias passam pelo aumento da eficiéncia
energética de processos ou servigos, do aumento do uso de energia fossil limpa (aumentando o
uso desses combustiveis agregado a técnicas de separacdo de CO. e da sua inje¢do para
reservatorios subterrneos) e também do incremento na utilizagdo de energias renovaveis [16].
Dentro das energias renovaveis, prevé-se que os biocombustiveis sejam a op¢ao mais viavel para
a progressiva diminuigdo do consumo dos combustiveis convencionais, uma vez que constituem
uma alternativa sustentivel para a sua substituicdo [1], sem a necessidade de alteracdo de
infraestruturas.
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2.2. Biocombustiveis

Segundo Nigam & Singh (2011), os biocombustiveis sdo definidos como os combustiveis solidos,
liquidos ou gasosos que derivam de matéria organica. Dividem-se em biocombustiveis primarios
e secundarios, sendo que os primarios sdo usados de uma forma nao-processada para cozinhar,
aquecer e para a geracdo de eletricidade (madeira e residuos florestais, por exemplo). J& 0s
biocombustiveis secundarios sao categorizados em trés geragdes, diferindo entre cada uma delas
pardmetros como a tecnologia de processamento, o tipo de matéria-prima e o seu nivel de
desenvolvimento [17].

As culturas alimenticias sdo o maior exemplo quanto a producdo de biocombustiveis de 12
geracdo. Podem ser divididas em trés categorias: as culturas de agucar (cana-de-agucar,
beterraba), de amido (milho, trigo) e as oleaginosas (soja, colza, girassol). Sdo culturas muito
conhecidas, mas a sua exploracdo para producdo de biocombustiveis acarreta muitos problemas,
como o facto de terem um ciclo de crescimento longo e de serem necessarias grandes areas de
terra aravel para o seu cultivo, e também a competi¢do com a sua producdo para fins alimentares
[18]. S&o culturas que usam grandes quantidades de fertilizantes, pesticidas e 4gua para irrigacao,
0 que contribui para problemas ambientais [19]. Segundo Wang (2013), o facto de se produzir
biocombustiveis de 1* geragdo poderia resolver a “crise energética” a partir da implementacdo de
uma “crise alimentar” [18].

No caso dos biocombustiveis de 22 geragdo, onde s&o utilizadas culturas lenhocelulosicas [18]
(que contém celulose, hemicelulose e lenhina [20]), o problema da competicdo com a agricultura
tradicional ja ndo se faz sentir, uma vez que sdo aproveitadas todas as partes das plantas ndo
usadas na inddstria alimentar, bem como residuos da agricultura, de limpeza de florestas, da
industria da madeira (folhas, ramos, palha) [21], cascas de sementes ou residuos organicos, por
exemplo [22], principalmente para a produgéo de bioetanol [17]. Contudo, e apesar dos precos
mais baixos das matérias-primas lenhocelul6sicas e do alto teor de celulose que nelas existe, 0
custo de producdo de biocombustiveis de 22 geracdo é ainda muito elevado [23]. E também
estudado o uso de algumas plantas ndo comestiveis para a producéo de biodiesel, como a jatropha,
a mamona ou o cardo, dado terem teores de 6leo nas suas sementes na ordem de grandeza dos
existentes nas culturas alimentares, com a vantagem de poderem ser cultivadas em terrenos
marginais e de serem de facil propagacdo [24]. Para além destas culturas, podem ser também
usados 6leos alimentares usados (OAU) e gorduras animais como matéria-prima para a producdo
de biodiesel de 22 geragdo.

E entdo nesta perspetiva que surgem os biocombustiveis de 32 geracdo, cuja matéria-prima é
liderada pelas microalgas, pelo seu alto contedo em dleos e/ou agUcares, entre outros compostos
de alto valor. Como sera analisado no Capitulo 3 — Microalgas, estes organismos tém grande
capacidade de absorcéo de carbono (atmosférico ou de fontes poluentes), possuem elevadas taxas
de crescimento e requerem condigdes de crescimento simples [18]. O dleo extraido das microalgas
pode ser convertido em biodiesel e os hidratos de carbono que contém podem ser utilizados como
fonte de carbono ou como substrato para a fermentacéo [25], produzindo assim bioetanol. Outra
das vantagens do cultivo de microalgas é a diminuicdo drastica na area de terreno aravel
necessaria para as produzir e o consumo de agua potavel [18], que ndo é obrigatdrio, uma vez que
se podem usar aguas salobras, salinas ou até mesmo efluentes de varias origens.

O biodiesel é definido como uma mistura de ésteres de acidos gordos obtida por transesterificacdo
de 6leos ou gorduras, que tém origem animal ou vegetal, e sdo compostos por 90-98% de
triglicéridos, pequenas quantidades de mono- e diglicéridos, acidos gordos livres e quantidades
vestigiais de fosfolipidos, fosfatideos, carotendides, tocoferdis, compostos sulfurosos e agua [26].
Comparativamente ao diesel fossil, € um combustivel ndo-tdxico, biodegradavel e associado a
menores emissoes de GEE [27].

Juntamente com o bioetanol, o biodiesel faz parte dos biocombustiveis mais produzidos
mundialmente, como se verifica na Fig. 6, onde estdo indicados os maiores produtores de cada
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regido, em 2014. A utilizacdo de matérias-primas de 22 ou 32 geracdo permite também a producéo
de outros biocombustiveis, nomeadamente o biogas (biometano) e o biohidrogénio.

Rest of World 80 M Ethanci 2004 32
M Europe & Eurasia Indonésia — 32% B Ethanol 2014
M 5. & Cent. America Bindiesal 2004
Il North America M Eicdiesal 2014

24
Alemanha — 23%

Brasil — 82%

EUA - 96%

1z 1M 0 North America S. & Cent. America Europe & Eurasia  Rest of World o
Fig. 6 — Producdo mundial de biocombustiveis entre 2004 e 2014. Valores em Mtep. Fonte: [7].

De forma a normalizar os procedimentos relacionados com a incorporacdo de biodiesel e de
bioetanol no gasoleo e na gasolina convencionais, respetivamente, a UE tem vindo a criar metas
na ultima década, que fazem com que todos os paises integrantes possam cumprir a legislagéo
referente ao consumo de biocombustiveis na frota rodoviaria e obter beneficios com a producéo
dos mesmos.

Em Portugal, a preocupagdo em aumentar progressivamente o uso de biocombustiveis comegou
em 2006, com o enquadramento do Decreto-Lei n® 62/2006 de 21 de margo, que consistiu na
transposicdo para a ordem juridica nacional da chamada Diretiva dos biocombustiveis (Diretiva
n° 2003/30/CE), publicada pela Uni&o Europeia. O objetivo deste DL foi criar mecanismos para
promover a colocagdo no mercado de quotas minimas de biocombustiveis, em substituicdo dos
combustiveis fosseis, regulamentar a producdo e comercializagdo dos biocombustiveis e
estabelecer condi¢des favoraveis para pequenos produtores dedicados [28].

O DL n° 117/2010 transpds para o caso portugués as diretivas 2009/28/CE e 2009/30/CE;
estabeleceu os critérios de sustentabilidade para a producdo e utilizacdo de biocombustiveis e
bioliquidos e definiu os limites de incorporacdo obrigatdria de biocombustiveis para o periodo
entre 2011 e 2020, como se verifica na Tabela 1. O mesmo Decreto-Lei estabeleceu que, a partir
de 2015, comecaria a ser obrigatoria a incorporacdo de bioetanol na gasolina (2,5%) [28]. Visto
que Portugal ndo produz atualmente este biocombustivel, tem de o importar. A importacdo de
bioetanol iniciou-se em 2011 e em 2015 (até outubro) foram incorporadas cerca de 18640
toneladas na gasolina convencional [12].

Tabela 1 - Incorporacéo obrigatéria de biocombustiveis, em teor energético, em Portugal. Fonte: [28].

Incorporacéo de

Anos biocombustiveis (%)
2011-2012 5
2013-2014 55
2015-2016 7,5
2017-2018 9
2019-2020 10
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Para que seja usado a 100% ou em mistura com o gasoleo tradicional, o biodiesel tem de respeitar
as especificacdes descritas na norma europeia EN 14214 (2012). Os teores de ésteres metilicos e
do éster metilico do &cido linolénico, o indice de iodo e o conteldo de agua sdo exemplos dos
parametros que constam na referida norma de qualidade do biodiesel [29]. A Tabela 2 apresenta
alguns parametros de qualidade desse biocombustivel, os limites impostos na norma, o0 método
de ensaio correspondente a cada um e uma pequena explica¢do do objetivo de cada analise.

Tabela 2 — Alguns pardmetros de avaliagdo da qualidade do biodiesel, segundo a EN 14214 (2012). Adaptado de:

[29].

Parametro

Valor limite

Método de
Ensaio

Nota

Esteres metilicos

Ester metilico do
acido linolénico

Esteres metilicos
polinsaturados

indice de acidez

indice de iodo

Teor de agua

Estabilidade a
oxidacdo a 110°C

Densidade a
15°C

indice de cetano

> 96,5 % (m/m)

<12 % (m/m)

<1 % (m/m)

< 0,50 mg KOH/g

<120 g 1/100g

< 500 mg/kg

> 8 horas

860 < p < 900

kg/m?

>51

EN 14103

EN 14103

EN 15779

EN 14104

EN 14111

EN ISO
12937

EN 15751;
EN 14112

EN ISO
3675; EN
1SO 12185

EN ISO 5165

Permite avaliar a pureza do biodiesel

Permite avaliar a presenca do FAME C18:3,
responsavel pela corrosdo e rutura de elastomeros

Permite calcular a percentagem dos FAMEs com 4
ou mais duplas liga¢des, que contribuem para a
insaturacdo do biodiesel

Avalia a quantidade de acidos gordos livres presente
na amostra

Avalia o grau de insaturacéo do biodiesel. Quanto
maior for este valor, mais facilmente o biodiesel
tendera a degradar-se

Um valor elevado pode provocar o aumento da
acidez, por hidrélise dos FAME, influenciando a
estabilidade do biodiesel [30]

Propriedade que afeta o biodiesel em periodos
longos de armazenamento [31]. Pode comprometer
a qualidade do biodiesel e o funcionamento dos
motores de combust&o [32]

Fator diretamente relacionado com a estrutura das
moléculas do biodiesel. A presenca de impurezas
também poderd influenciar a densidade do biodiesel
[33]

Indica a capacidade do biodiesel para se
autoinflamar quanto injetado num motor [34]

Neste trabalho sera abordado em mais detalhe a produgéo de biodiesel, mas serd também analisada
a capacidade de producéo de outros biocombustiveis, dependendo da composicéo das microalgas

estudadas.
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Capitulo 3 — Microalgas

De modo a fazer face a constante procura de combustiveis principalmente por parte dos setores
energético e dos transportes, a investigacao cientifica tem incidido cada vez mais na procura de
solugBes renovaveis e consequentemente mais verdes e sustentaveis. A utilizagdo de varias
espécies de microalgas, ndo s6 para a producéo de biodiesel, mas também para a producéo de co-
produtos de alto valor acrescentado € um exemplo dessa preocupacéo de 1&D.

3.1. Definigéo e caracteristicas

As microalgas sdo microrganismos procariéticos ou eucariéticos capazes de se desenvolver
rapidamente e de viver em condi¢des ndo favoraveis para outros tipos de seres vivos. Isto deve-
se principalmente ao facto de serem organismos unicelulares ou terem uma estrutura multicelular
simples [6]. Apesar de utilizarem o mecanismo da fotossintese como as plantas de maior porte, a
conversdo da energia solar que realizam é mais eficiente devido a sua estrutura celular
simplificada [35], tendo eficiéncias 10 a 50 vezes superiores as plantas terrestres ([36], [37]). Para
além disso, como crescem num meio aquoso, tém acesso mais facilitado e eficiente a agua, CO-
e outros nutrientes [35].

O interesse em usar estes microrganismos na area das energias renovaveis comecou a florescer
nos anos 70 do séc. XX durante a primeira crise do petrdleo, mas foi na década anterior, no Japao,
que se implementou a primeira cultura em larga escala de Chlorella [38]. A volatilidade atual no
preco do petroleo, juntamente com as proje¢des futuras de aumento desses mesmos pregos, a
preocupacdo ambiental para reduzir as emissdes poluentes dos GEE e a instabilidade politica dos
paises exportadores tem vindo a criar um novo interesse para produzir biodiesel a partir de
microalgas; sdo cada vez mais as empresas empenhadas em produzir o chamado algoil ou oilgae.
Atualmente essa producgdo ndo é economicamente comparavel a extracdo do gasoleo fossil sem
qualquer subsidio estatal. Contudo, a medida que as reservas fosseis vao diminuindo e 0s precos
vao aumentando, outras alternativas tém de ser estudadas e desenvolvidas, de modo a que possam
ser implementadas num futuro préximo [6].

Como j& foi mencionado, as microalgas podem servir de matéria-prima para a producéo de
diferentes tipos de biocombustiveis. O biodiesel microalgal, & semelhanca do biodiesel de 12
geracdo, ndo contém enxofre e pode ser utilizado como diesel convencional, reduzindo assim as
emissdes para a atmosfera de monoxido de carbono (CO), particulas, hidrocarbonetos e 6xidos de
enxofre (SOx). Contudo, as emissdes de 6xidos de azoto (NOy) podem ser mais elevadas quando
se utiliza biodiesel [39]. A sua utilizacdo pode também ter outros propdésitos/vantagens, tais como
a mitigacdo de CO, em gases de exaustdo industriais (através da biofixacdo) ou o tratamento de
efluentes (na eliminagdo principalmente de azoto e fésforo, mas também de metais pesados),
processo conhecido como bioremediacdo [40]. Depois da extragdo dos lipidos, a biomassa
microalgal pode servir como alimento para animais, ser usada como fertilizante agricola, para a
producdo de biogés e biohidrogénio, ou simplesmente incinerada para que se gere energia em
instalacOes de cogeragdo [15].

Como diferentes espécies de microalgas se adaptam a diferentes condic¢bes climatéricas, é
necessario encontrar a espécie mais indicada para crescer em areas de caracteristicas impréprias
para a agricultura, ndo competindo assim com solos araveis e, se possivel, utilizando aguas
residuais, para que ndo seja usada agua potavel [6]. Atendendo ainda ao facto das microalgas
necessitarem de menores quantidades de dgua comparativamente as culturas terrestres, o uso de
agua potavel torna-se entdo limitado ou inexistente [41]. Para além destas vantagens, as
microalgas possuem na sua composi¢do compostos de valor acrescentado, como os acidos gordos
polinsaturados (w3 e¢/ou w6), pigmentos naturais, agucares, lipidos, antioxidantes, compostos
bioativos, proteinas e outros quimicos de alto valor, podendo assim ser utilizadas em areas téo
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distintas como na industria farmacéutica e cosmética, para aditivos nutricionais (nutracéuticos),
em aquacultura e também para a prevencao da poluicédo ([37], [42], [43]). O cultivo de microalgas
apresenta ainda a vantagem de decorrer durante todo o ano, sem a necessidade de herbicidas ou
pesticidas, podendo a colheita ser diéria, evitando custos de armazenamento, e apenas sendo
necessarios nutrientes simples facultados por aguas residuais, por exemplo.

As microalgas sdo organismos com rapidas taxas de crescimento e produtividades, quando
comparadas com outras culturas agricolas para alimentacdo humana ou animal, ou até com
algumas plantas aquéticas; por isso, necessitam de menos &area de cultivo comparativamente a
outras culturas que visam a producéo de biodiesel [35]. Para atingir maiores produtividades, as
microalgas podem sofrer modificacGes genéticas, facto que tem despertado alguma atencgdo, ja
gue esses organismos transgénicos podem ser considerados ameacas para 0 ecossistema em que
sdo inseridos [44]. Para que se potencie a0 maximo o conteudo em lipidos, é necessério avaliar o
perfil genético de cada espécie e encaminhar o seu cultivo para as condi¢des Otimas de
crescimento/sintese lipidica. Para tal, existem diversos fatores passiveis de ser adaptados, capazes
de interferir no aumento do teor de lipidos presente nas microalgas — principalmente de caréater
nutricional (ex.: controlo dos niveis de azoto) e luminoso (ex.: LEDs vs. lampadas fluorescentes),
assim como a temperatura, a salinidade, o pH e as concentra¢des de O, e CO- nas culturas.

Como consta na Tabela 3, o teor de 6leo de cada cultura é bastante diverso, consoante a matéria-
prima analisada. Segundo Chisti (2007), as microalgas com baixo teor de 6leo (30% m/m), podem
produzir cerca de 130 vezes mais 6leo do que a soja, muito utilizada para a producéo de biodiesel
e 10 vezes mais do que a palma (de acordo com os dados da Tabela 3), que é considerada a
oleaginosa mais eficiente para a produgdo de biodiesel de 12 geragdo [24]. A microalga
Nannochloropsis sp. € um exemplo, uma vez que contém cerca de 28,7% m/m de 6leo [45]. A
produtividade em biodiesel é consequentemente muito diferente, podendo por isso atingir as 52
toneladas de biodiesel por hectare ([6], [35]). Quanto a &rea de terreno necessaria para o cultivo
da matéria-prima, pode verificar-se que as microalgas apenas requerem uma pequena fracdo de
area comparativamente as culturas de 1% geracdo, podendo inclusivamente usar-se terrenos
marginais impréprios para essas culturas.

Tabela 3 — Comparagdo de vérias matérias-primas para a producao de biodiesel. Fontes: [35], [6].

Cultura Te;or de 6leo Area L_JsaQa Produti_vidade
[L 6leo/ha.ano] [m?/kg biodiesel] [kg biodiesel/ha]

Milho 172 66 152

Soja 446 18 562

Jatropha 1892 15 656

Colza 1190 12 862

Girassol 1070 11 946

Oleo de palma 5950 2 4747
Microalgas (baixo teor de 6leo) 58700 0,2 51927
Microalgas (médio teor de 6leo) 97800 0,1 86515
Microalgas (alto teor de 6leo) 136900 0,1 121104

Apesar dos pontos positivos ja mencionados, existem algumas desvantagens relativamente ao uso
e cultivo das microalgas, relacionados com as suas caracteristicas e com os processos de colheita
e processamento da biomassa. A primeira desvantagem esta relacionada com a baixa concentragdo
de biomassa na cultura aquosa, que tipicamente se situa entre 1 e 5 g/L [37], 0 que torna a sua
colheita indispensavel e cara. Por outro lado, o cultivo em reservatérios abertos facilita a
contaminacao por predadores e a perda de agua por evaporacédo, que pode até equiparar-se a perda
das culturas terrestres [19]. Outro fator considerado ndo vantajoso € a instabilidade do biodiesel
produzido a partir desta biomassa, aquando da presenca de &cidos gordos polinsaturados na
mesma [46]. Para além destes fatores, a producdo em larga escala de microalgas acarreta grandes
gastos energéticos para a colheita e secagem da biomassa. Este facto foi comprovado por Matos
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et al. (2013), que verificaram que para realizar a colheita de biomassa microalgal, a combinagéo
dos métodos de centrifugacao e eletrocoagulacdo (EC) representava uma energia consumida cerca
de 12 vezes menor do que o cenario onde sé se procedia a centrifugacdo da cultura. A posterior
secagem da biomassa depende da eficiéncia dos processos de colheita, pelo que os gastos com
esta fase podem ser diminuidos se uma colheita eficiente for realizada [47].

E entdo fundamental o investimento no desenvolvimento cientifico, de modo a que novas técnicas
mais econdmica- e energeticamente sustentaveis sejam colocadas em prética nas industrias dos
biocombustiveis e dos co- e subprodutos das microalgas.

3.2. Etapas da producéo de biocombustivel a partir de microalgas

A cadeia de valor das microalgas reflete todas as fases que culminam na utilizacdo da biomassa
microalgal, iniciando-se na produgdo em maior ou menor escala dos microrganismos e passando
pelo processamento da sua biomassa. A Fig. 7 ilustra a cadeia de valor que inclui as vérias etapas
para o caso do biodiesel, e para cada etapa, algumas alternativas.

s Y Y
Local Microalga Reator
Luz - “ “ - “
_ .'ﬂ'gua Autotrofico Heterotrofico Mixotrofico
MNutrientes
Centrifugagio Eletrocoagulacio Flotagio Floculagio
Estufa Liofilizador Secador solar
_ Fluido
Solvente supercritico
. L Combustio
Quimica Bioguimica direta

Fig. 7 — Cadeia de valor das microalgas. Adaptado de [48].

3.2.1. Producéo de biomassa microalgal

Sob condic¢des naturais de crescimento, os microrganismos fototréficos, como as microalgas,
absorvem a luz solar e assimilam o CO; da atmosfera e o0s nutrientes de que necessitam do habitat
aquéatico que os rodeia. A producdo de biomassa de forma artificial deve tentar replicar as
condigBes naturais, de modo a que se potencie o crescimento das microalgas [41].

No entanto, estas condi¢des otimizadas néo se verificam durante todo o ano/dia, pelo que se torna
necessario encontrar soluces que permitam alcancar maiores produtividades e producdes mais
constantes. A iluminacdo artificial € uma dessas solucbes, bem como a utilizacdo de aguas
residuais que contém nutrientes ideais para o crescimento das microalgas, e a incorporagao de
unidades de crescimento em centros industriais emissores de CO, — que funciona como um
“catalisador” do crescimento das microalgas. Os parametros abiodticos de cultivo devem entdo ser
estudados em pormenor, para que se maximize a qualidade — e quantidade — do produto final que
se quer obter. Alguns exemplos desses pardmetros sdo os reatores onde as microalgas séo
cultivadas, a agitacdo da cultura, a iluminagdo (natural ou artificial), a temperatura, o pH, a
salinidade e os nutrientes do meio de crescimento.
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3.2.1.1. Reatores

Um sistema de cultivo de microalgas deve ser comercialmente apelativo. Para tal, deve ser capaz
de originar altas produtividades em termos de area e volume, ser econdmico (relativamente ao
investimento e manutencao), proporcionar o controlo facil dos pardmetros de cultivo e ser fiavel
[49].

Existem varios tipos de reatores de diferentes caracteristicas, que se dividem em duas categorias
principais: os reatores abertos (reservatorios naturais ou artificiais) (Fig. 8 (a)) e os fotobioreatores
fechados (FBRs — de tipo tubular (Fig. 8 (b)), coluna (Fig. 8 (c)) ou flat plate (Fig. 8 (d))). Os
reservatdrios abertos sdo relativamente mais baratos e de facil manutencéo e limpeza, mas o seu
uso € limitado a algumas espécies de microalgas e necessitam de grandes &reas de implementag&o.
Por estarem em contacto com o ar, as culturas podem ser facilmente contaminadas, o que
dificilmente acontece com os FBRs, que tém maiores areas de iluminacdo e podem também ser
colocados sob a radiacao solar. Dependendo do tipo escolhido, os fotobioreatores fechados podem
ser de construcdo mais dispendiosa e sofisticada que os reatores abertos, e € normalmente mais
dificil a implementagdo em larga escala [41].

Fig. 8 — Exemplos de reatores para o cultivo de microalgas. Fontes: (a) [50], (b) [51], (c) [52], (d) [53].

Para que se maximize o potencial dos fotobioreatores, deve-se tentar combinar alguns parametros
de design e de scale-up. Os pardmetros que influenciam mais na construcdo dos FBRs sdo a
utilizacdo eficiente de luz e de CO,, a agitagdo mais adequada, o tipo de material de que é
construido o FBR e o facto de se poder implementar em larga escala [40].

A luz é o fator mais limitante, podendo variar consoante a localiza¢do do sistema de cultivo e as
condi¢bes meteoroldgicas. O ciclo natural dia/noite ou o ciclo imposto as culturas tem muita
influéncia no crescimento e na composicao da biomassa [40].

O nivel de CO; e a agitacdo sdao também fulcrais para o bom desenvolvimento da cultura
microalgal. VValores abaixo ou acima do nivel considerado étimo podem inibir o crescimento das
microalgas ou até leva-las & morte. Para que se amplie a escala do sistema de cultivo é usual
proceder ao aumento do ndmero de unidades individuais de producdo — método dispendioso, ja
que se teria de incrementar na mesma medida o controlo individual dos fatores de cada unidade.
Pode também aumentar-se o comprimento ou didmetro das ditas unidades individuais e da luz
que incide nos FBRs, caso em que deverd ser dada especial atengdo ao material usado na
construcdo dos mesmos, que deve ser duradouro, barato, ndo-toxico, de facil limpeza e 0 mais
transparente possivel [40].
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3.2.1.2. Nutrientes

Segundo Mata et al. (2010), a producéo de biodiesel e outros co-produtos a partir de microalgas
pode ser economicamente rentavel e ambientalmente sustentavel se estiver associada a processos
favoraveis a nivel econémico e ambiental, como a bioremediacdo de &guas residuais e/ou a
mitigacdo de CO, proveniente de gases de combustéo industriais [6].

Neste subcapitulo serdo abordados trés aspetos relacionados com o carater nutricional dos meios
de crescimento das microalgas: a privagdo (propositada) de nutrientes nos mesmos, 0 uso de aguas
residuais e a utilizacdo de CO, como nutriente adicional.

A producdo de microalgas necessita de nutrientes simples, nomeadamente o0 azoto — sob a forma
de ides nitrato (NOs) [1], amdnio (NH4") e nitrito (NOy) — e o fosforo, na forma de orto-fosfatos
[54]. Asilica é também considerada um elemento importante [55]. O azoto é tido como o elemento
essencial, podendo ser assimilado diretamente do ar (sob a forma de NO)) ([56], [57]) ou
proveniente de outra fonte como ureia [58] ou nitratos. A principal funcéo do azoto (orgéanico ou
inorganico) é a sintese de aminoacidos. O fésforo € usado para fungGes celulares (transferéncias
de energia e a sintese de acido nucleico) [59], e apesar de ser necessario em pequenas quantidades,
tem de existir em excesso no meio de crescimento, uma vez que os ides fosfato (PO.*) se ligam
a ides metalicos e ndo estdo por isso todos disponiveis [35]. A importancia da silica esta
relacionada com o crescimento de algumas espécies de algas, como as diatoméaceas [60]. Para
além destes trés nutrientes principais, as microalgas necessitam de outros elementos, em menor
guantidade, como sodio, potassio, enxofre e magnésio — considerados macronutrientes — e alguns
micronutrientes, como ferro, cobre, calcio, manganés, boro e zinco. O ferro € importante nos
mecanismos de respiracao, fotossintese, sintese de ADN e na fixacao de azoto, enquanto o enxofre
é necessario para a sintese de proteinas e para o proprio crescimento microalgal [54].

A limitac&o de alguns nutrientes fundamentais leva a sintese de certos compostos (ex.: lipidos),
optando-se muitas vezes por essa estratégia com o intuito de aumentar a sua producdo, para que
se beneficie completamente a cadeia de valor. O azoto, por exemplo, é preferido pelas microalgas
guando esta sob a forma de amdnio (NH4*). Se os trés elementos (amonio, nitratos e nitritos)
estiverem presentes no meio de crescimento, os microrganismos utilizardo primeiro o amonio (até
a sua completa deplecéo), seguido dos nitratos e por fim os nitritos [61]. Apesar de 0 amonio ser
0 nutriente preferencial, o seu excesso pode prejudicar o crescimento microalgal, pelo que os
nitratos s&o os mais usados no cultivo de microalgas [62]. A limitagdo deste nutriente pode fazer
com que as celulas microalgais armazenem mais carbono e, assim, se produzam mais lipidos ou
hidratos de carbono, dependendo da microalga ([63],[64]). Podem também ocorrer mudancas no
teor de pigmentos existente nas células. Quando se pretende maximizar o teor de lipidos presentes
na biomassa, é frequente adotar uma técnica de dois passos, onde as microalgas crescem com
azoto suficiente até que uma quantidade significativa de biomassa seja produzida, seguido da
privacdo desse mesmo elemento para acumular lipidos nas células das microalgas [65]. A
limitagdo de fosforo pode também afetar a producédo de biomassa. Como acontece com a privagéo
de azoto, pode ocorrer um aumento na quantidade de lipidos ou hidratos de carbono produzidos
e alteracOes na clorofila e nos carotendides [66]. Uma deficiéncia na quantidade de silica pode
diminuir a capacidade fotossintética das células das diatoméaceas, o que vai fazer cessar a sintese
de proteinas, ADN e clorofila, por exemplo [54].

E usual recorrer-se a fertilizantes quimicos para o cultivo de microalgas, uma vez que contém os
nutrientes fundamentais para o seu crescimento [1]. No entanto, uma analise de ciclo de vida
(LCA) concluiu que o uso de fertilizantes ndo naturais corresponde a 50% do uso total de energia
e das emissdes de GEE [67], facto que torna cada vez mais invidvel a utilizacdo de fertilizantes
de origem industrial no cultivo de microalgas.

Por isso, 0 uso de aguas residuais para cultivar microalgas parece uma alternativa atraente do
ponto de visto ambiental e econémico, ja que os nutrientes que contém seriam usados como
alimento para as microalgas, que por sua vez purificariam os efluentes [1]. As microalgas
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conseguem realizar uma limpeza bioldgica, usando compostos organicos como o azoto e o fésforo
disponiveis nas aguas residuais industriais que ndo contém metais pesados ou radioisotopos,
prejudiciais aos microrganismos [6].

Como o uso de efluentes ndo é compativel com as culturas terrestres por conterem muitos
nutrientes que se impregnariam facilmente no solo e causariam a eutrofizacdo dos aquiferos
superficiais [68], a utilizagdo de efluentes (municipais, industriais ou da agricultura) é considerada
parte da solugdo para amenizar a atual crise energeética, utilizando &guas residuais para a producao
de biomassa microalgal e gerar assim bioenergias alternativas e renovaveis [1]. Uma anélise de
ciclo de vida de Yang et al. (2011) avaliou o impacto ambiental do uso de &gua e nutrientes para
a producdo de biodiesel, e concluiu que para produzir 1 L de biodiesel seriam necessarios 3726
kg de agua, 0,33 kg de azoto e 0,71 kg de fosfatos. Nesta andlise é referido que, se se reciclasse a
agua apds a colheita da biomassa, se reduziria 0 uso de &gua e nutrientes em 84% e 55%,
respetivamente. Por outro lado, se se usassem aguas residuais, a necessidade de agua reduziria
para 90% e provavelmente ndo seriam precisos nutrientes adicionais [69].

As aguas residuais sdo naturalmente ricas em material organico e inorganico, sendo por isso
necessario proceder ao seu tratamento para que possam ser libertadas, de forma a proteger as
aguas que as recebem de eutrofizacdo e de acumulacdo de nutrientes indesejados. O azoto e o
fosforo sdo os nutrientes basicos que necessitam ser removidos [59].

Em Portugal, existem requisitos relativos a descarga de aguas residuais para 0 ambiente. Sdo
pardmetros definidos no Decreto-Lei n°236/98 de 1 de agosto e estabelecem valores limite de
emissdo (VLE) para a CQO, fosforo total, nitratos e azoto total (cf. Tabela 4), entre outros.

Tabela 4 — Valores limite de emisséo para a descarga de aguas residuais. Fonte: [70].

Parametro VLE
Azoto amoniacal 10 mg/L NH.4
Azoto total 15 mg/L N
Cheiro N&o detetavel na diluigdo 1:20
Cor Né&o detetavel na diluicdo 1:20
CQO 150 mg/L O2
Fasforo total 10 mg/L P
Mercurio total 0,05 mg/L Hg
Nitratos 50 mg/L NOs
pH 6,0-9,0

As 4guas residuais apresentam composi¢fes muito variadas, sdo suscetiveis a contaminagao por
parte de bactérias ou virus e podem conter substancias inibidoras do crescimento microalgal,
fatores que podem limitar a producdo de biomassa. E possivel, entéo, ter de se concentrar ou diluir
os efluentes utilizados, de modo a que os componentes em falta e/ou os inibidores correspondam
aos niveis mais adequados para o crescimento microalgal [71]. Segundo Yang et al. (2011), o
facto de se utilizar aguas residuais pode ndo significar desconsiderar totalmente o uso de agua
potavel, ja que pode ser necessaria para regularizar as perdas de dgua por evaporacao dos reatores
ou para diluir os efluentes de modo a possuirem um valor nutricional recomendével [69].

Neste trabalho sera explorado o uso de efluentes industriais para o crescimento de microalgas, de
forma a diminuir drasticamente o uso de agua potavel e reutilizar por completo um efluente
considerado poluente, produzindo biomassa para fins energéticos.

O carbono é um elemento necessario para a sintese de moléculas organicas, como hidratos de
carbono e lipidos [54]. As microalgas realizam a separacao entre o CO; e 0s restantes gases da
atmosfera de uma forma natural. Schenk et al. (2008) consideram que o armazenamento de CO-
a longo prazo numa forma mais estavel (ex.: biodiesel microalgal) poderia agregar a biomitigacao
desse GEE (quer o atmosférico, quer o emitido por centrais poluentes) e a producdo de
biocombustiveis neutra em CO, [19], ndo obstante o facto de ainda se poder integrar no processo

14 Ana Filipa Lima Barata



Microalgas: producdo econémica e ambientalmente sustentavel

o tratamento de &guas residuais. De acordo com Chisti (2007), ao produzir 1 kg de biomassa
microalgal pode ser fixado 1,8 kg de CO; [35].

Estudos publicados indicam que as microalgas conseguem tolerar niveis de CO, mais de 400
vezes superiores ao que existe na atmosfera ([4], [72]) (= 0,036%). Torna-se por isso promissora
a fixacdo de didxido de carbono proveniente de gases de exaustdo de centrais geradoras de
energia, que podem conter mais de 15% de CO, na sua composic¢ao [73]. Contudo, é necessario
proceder a uma escolha minuciosa da espécie de microalga a utilizar para que se realize a
biofixacdo do CO,. Alguns dos pardmetros relevantes para essa escolha sdo as elevadas taxas de
crescimento, a elevada tolerancia a elementos existentes nos gases de combustéo (por exemplo
SOy e NOy), a facilidade na colheita da biomassa — analisando as caracteristicas de sedimentacao
natural da espécie —, e a elevada tolerancia a temperatura da agua que arrefece os gases de
exaustdo. Outro fator importante é verificar se é possivel a utilizagdo da microalga em anélise
para a bioremediacdo de aguas residuais. Ndo existe uma espécie que respeite todos estes
pardmetros, mas algumas estirpes de microalgas tém apresentado resultados favoraveis, como a
Chlorella sp., a Chlorella vulgaris ou a S. obliquus [41]. De Morais & Costa (2007) mostraram
que as espécies de microalgas S. obliquus e C. kessleri, isoladas de efluentes duma central
termoelétrica no Brasil, eram capazes de crescer num meio com 18% (v/v) de CO; [74]. Como
demonstraram Sakai et al. (1995), algumas espécies de Chlorella isoladas de nascentes de dgua
guente — tolerantes a temperaturas elevadas (= 42°C) — sdo eficazes na fixagdo de CO; vindo de
gases de combustao contendo até 40% de didxido de carbono [75].

Porém, a injecdo de CO, com a finalidade de incrementar o crescimento microalgal pode ter
alguns inconvenientes, como 0 aumento da emissdo de GEE devido ao gasto intensivo de energia
durante o cultivo das microalgas, no caso de serem utilizados FBRs que requerem a bombagem
continua de ar e CO- (para aumentar a mistura dos gases com a cultura e a taxa de transferéncia
de CO; para a agua) ([76], [77]). A acidificagdo do meio de cultura com CO. é outra das
desvantagens; se um tampao ndo puder ser utilizado para regular permanentemente o pH do meio,
uma das soluges passa por injetar periodicamente CO, de modo a baixar o valor de pH, que vai
aumentando a medida que as microalgas crescem [54]. Algumas formas de obviar 0s problemas
relacionados com o uso de CO; para crescimento microalgal sdo, por exemplo, 0 uso de reatores
abertos, a implementacdo das unidades produtoras de microalgas em centrais poluentes e até a
juncdo dos reatores contendo as culturas em plataformas produtoras de outros tipos de biomassa

[1].

Brennan & Owende (2009) consideram a biomitigagdo das emissdes de CO, um processo a
explorar, econémica- e ambientalmente, para que se utilizem as microalgas como matéria-prima
para a producéo de biodiesel [41]. Mata et al. (2010), por sua vez, identificaram a bioremediacao
de &guas residuais como uma das areas a desenvolver para otimizar a producdo de biomassa
microalgal. Segundo os autores, 0s avangos realizados com esses simples procedimentos irdo
aumentar a disponibilidade da biomassa para outras aplicacbes (como a industria alimentar, a
medicina e a agricultura) e contribuir assim para a sustentabilidade e competitividade da indUstria
associada as microalgas [6].

No ambito deste trabalho foi realizado um ensaio onde se injetou um teor conhecido de CO- no
fluxo de ar para agitacdo, de modo a analisar as eventuais diferengas no crescimento da microalga
em estudo num efluente industrial.

3.2.2. Colheita

Devido a baixa densidade de biomassa no meio de crescimento e as pequenas dimensdes das
células das microalgas (entre 2-20 um) [37], os custos relacionados com a colheita da biomassa e
a energia consumida nesse passo sdo problemas que requerem especial aten¢do quando se projeta
um sistema de producdo de microalgas. Segundo Mata et al. (2010), o custo da colheita da
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biomassa presente no meio de crescimento pode representar entre 20% e 30% do custo total de
producéo [6].

A colheita da biomassa é feita em duas etapas: primeiro separam-se as microalgas do meio
aquoso, de forma a concentrar as células (normalmente recorre-se a floculacdo, flotacdo,
sedimentacdo gravitica ou eletrocoagulacdo); depois concentram-se essas células — através de
técnicas de centrifugacao, filtracdo ou agregacao ultrassdnica —, etapa que é geralmente associada
a maiores gastos energéticos [40].

A centrifugacdo é uma técnica amplamente usada, eficiente e fidvel, e € utilizada quando as
pequenas particulas do meio de crescimento no alteram muito a densidade da fase liquida. E,
contudo, um método associado a grandes dispéndios energéticos [48], como é evidenciado, por
exemplo, num estudo de Milledge & Heaven (2013) para producdo de FAMES, no qual apenas o
uso da centrifuga representaria cerca de 2,5 vezes mais energia do que aquilo que se poderia
produzir com a biomassa microalgal [78]. Conclui-se que é de facto um método eficaz, mas
proibitivo aquando da produgdo de co-produtos considerados de baixo valor. No entanto, a
centrifugacdo ap6s um método eficaz de concentracdo da biomassa pode tornar a colheita
economicamente sustentavel.

A floculagao consiste no método onde particulas dispersas em suspensao sdo agregadas pela agdo
de um floculante, para que se formem particulas maiores que facilmente assentam pela acdo da
gravidade [79]. Normalmente, os floculantes sdo ides positivos ou polimeros (Alz(SOa4)s, FeCls e
Fex(SO4)s, por exemplo). Segundo Abdelaziz et al. (2013), este método tem algumas
desvantagens, tais com a contaminacdo da biomassa colhida, o facto de os floculantes serem
eficientes apenas com algumas espécies de microalgas e de serem usualmente necessarias grandes
guantidades destes agentes [48].

A flotacéo é um método gravimétrico de separacdo das células das microalgas, onde bolhas de ar
— ou de outro gas — sdo impostas a mistura. Através desta agitacdo propositada, as células
agregam-se e sdo levadas para a superficie, onde podem ser recolhidas [48].

A eletrocoagulacéo (EC) envolve o uso de mecanismos fisico-quimicos para separar a biomassa
microalgal do meio de crescimento. Isto acontece porque as microalgas sdo capazes de se mover
num campo elétrico [80]. Durante o processo de EC, o metal dos elétrodos dissolve-se no meio,
0 que leva a formacdo de catides metalicos do mesmo elemento (ex.: AI**). A interacdo desses
catides com as células das microalgas carregadas negativamente — que se estdo a movimentar em
direcdo ao &nodo — resulta na coagulagdo. Como também ocorre a hidrolise da &gua, da-se a
libertacdo de hidrogénio e oxigénio, que levam consigo as particulas agregadas para a superficie
[81], assim como na flotacdo. Os elétrodos de aluminio sdo considerados mais eficientes que 0s
de ferro para a recuperagéo da biomassa [82].

Este € um método de colheita que necessita de uma quantidade minima de energia e que ndo
carece da adicdo de quimicos. As principais desvantagens sdo a necessidade periddica de
substituir os elétrodos e a possivel contaminacdo da biomassa pelos iGes metalicos que os
compdem [83]. Os elétrodos (material, configuragdo, distancia entre eles), a intensidade da
corrente, o tempo de operagéo, a temperatura, o pH, a condutividade do meio e o tamanho das
microalgas sdo os fatores que mais influenciam a EC ([81], [84]). A biomassa “eletrocoagulada”
é depois colhida e sujeita a uma centrifugacdo, desta vez de um volume muito menor de amostra.

A sedimentacédo gravitica € um processo em que se usa a gravidade para separar liquidos e/ou
solidos de outro liquido, de diferentes densidades. Nao contamina a biomassa e recupera
eficazmente a 4gua usada no cultivo, para que possa ser reutilizada ou libertada para o ambiente.
No entanto, é uma técnica que requer muito espaco e tempo, sendo este Gltimo o fator limitante,
ja que quando as densidades dos componentes que se querem separar sao muito semelhantes, o
processo pode ser muito lento [48].

Pode também ocorrer a autofloculacdo das células, se a espécie de microalgas for capaz de
induzir a floculacdo. Algumas espécies realizam ainda este processo quando se imprime alguma
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alteracdo no meio de crescimento, como uma mudanca no pH ou algum stress induzido (ex:.
alterac@es nutricionais de azoto ou carbono) [85]. O oxigénio dissolvido produzido na fotossintese
pode também levar a autoflotacdo das células, método natural que se tem demonstrado eficiente
e rapido [86].

Neste trabalho foram realizados os processos de centrifugacdo e eletrocoagulacdo (seguida de
centrifugacdo da biomassa aglomerada a superficie e no fundo do recipiente).

3.2.3. Secagem

Ao contrario do que acontece com as culturas terrestres, a secagem da biomassa microalgal é
essencial para a maior parte dos processos, uma vez que a presenca de agua na biomassa ira afetar
0S passos seguintes na cadeia de valor das microalgas, nomeadamente a extragdo de lipidos e a
transesterificacdo [1]. Para se proceder a secagem da biomassa produzida, pode recorrer-se a
estufas, liofilizadores, spray-dryers, assim como métodos menos dispendiosos em termos
energéticos, como a secagem solar.

A secagem em estufa consiste em impor a biomassa um fluxo de ar quente durante um
determinado periodo de tempo, de forma a evaporar a &gua presente na mesma [87]. A liofilizagdo
da biomassa consiste em desidratar as amostras ap6s o seu congelamento (-40°C) e submeté-las a
baixas pressdes (1 kPa), permitindo que os cristais de gelo formados anteriormente sublimem. E
um método de secagem apenas utilizado para obtencéo de produtos de elevado valor acrescentado,
visto que é um processo lento e dispendioso em termos energéticos ([87], [88]). A secagem solar
ndo tem quaisquer gastos energéticos, ja que apenas se utiliza a radiagdo solar como meio para
retirar a humidade presente na biomassa. No entanto, pode ndo ser viavel em paises de clima
temperado, devido a radiacdo limitada em certas alturas do ano [1]. Um exemplo de sucesso foi
0 protétipo concebido no LNEG, o SECMAD, que tem um volume de 0,28 m® e uma superficie
de coletor solar de 0,8 m?. Esta equipado com uma ventoinha de poténcia 20W, que pode ventilar
o ar de forma artificial, conduzindo assim a intervalos de tempo de secagem menores [89].

Neste trabalho foram usados a estufa e o liofilizador, como se indicara mais adiante.

3.2.4. Extracéao de lipidos

Os processos de produgdo de biodiesel exigem que os lipidos sejam libertados de dentro das
células microalgais, cuja parede é muito resistente [90]. Para tal é necessario realizar, antes da sua
extracdo, alguma técnica de rutura celular — mecénica, fisica, quimica ou enzimatica [88].
Segundo Lee et al. (2012), as técnicas mecanicas sdo amplamente utilizadas, uma vez que nao
comportam qualquer risco de contaminacdo da biomassa e sdo facilmente implementadas em
larga escala. Os autores consideram, no entanto, que sdo técnicas energeticamente ineficientes, ja
que a energia despendida no processo € muito maior do que a energia recuperavel da biomassa
[88]. Por outro lado, a hidrolise € um processo agressivo para a parede celular das microalgas,
promovendo a rutura da mesma como resultado da interacéo entre a biomassa e um &cido ou base
(&cido sulfurico ou hidroxido de sodio, por exemplo). Existe também a hidrélise enzimatica,
processo em que se usam enzimas para fragilizar/permeabilizar as células, onde se encontram 0s
lipidos.

Vérios metodos de extragdo de lipidos tém sido descritos, sendo 0s mais comuns a extragdo por
solvente, a extracdo por fluidos supercriticos (SFE) e as técnicas de ultrassons [48].

A extracdo por solvente permite a extracdo dos lipidos presentes na biomassa a partir da adicao
de um solvente como o hexano ou a acetona, ap6s a quebra das paredes celulares dos
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microrganismos. O solvente é depois separado dos lipidos, através de um processo de destilag&o,
gue pode ser realizada multiplas vezes [48].

A extracdo com fluidos supercriticos usa altas pressfes e temperaturas para quebrar as células
das microalgas [91] e extrair os lipidos e outros compostos de alto-valor acrescentado nelas
contidos. E um procedimento muito eficiente e ndo tem efeitos negativos na quantidade de
compostos extraidos. E no entanto uma tecnologia cara [92].

Na extracdo por ultrassons, as células sdo expostas a uma onda ultrassonica de alta intensidade;
originam-se pequenas bolhas de cavitacdo, que colapsam e emitem ondas de chogue a volta das
células, quebrando as paredes celulares e libertando os 6leos. Serd dificil a sua implementacéo
em larga escala devido ao elevado custo e consumo energético [93].

Para extrair os lipidos da biomassa, na parte experimental desta dissertacdo foram realizados o0s
procedimentos de hidrolise acida seguida de extracdo por solvente (denominada extragéo
Sohxlet). Para além da extracdo de lipidos, a hidrolise (&cida quantitativa) foi também efetuada
com o objetivo da extracdo e quantificacdo do teor de agucares totais.

3.2.5. Producéo de biodiesel

Como ja foi referido no subcapitulo 2.2, o biodiesel é uma combinagéo de diversos compostos,
maioritariamente glicéridos (ésteres constituidos por uma, duas ou trés moléculas de éacidos
gordos e uma molécula de glicerol).

O método mais comum de producdo de biodiesel é a transesterificagdo direta dos triglicéridos
existentes nos 6leos ou gorduras, que reagem com um alcool (normalmente o metanol ou o etanol)
na presenca de um catalisador, cuja funcao é acelerar a reacdo (KOH ou NaOH sao exemplos dos
catalisadores homogéneos basicos mais utilizados) [94]. Na reacdo de transesterificagdo, 0s
triglicéridos sofrem sucessivas reagdes reversiveis: sdo convertidos em diglicéridos e estes em
monoglicéridos, que por sua vez se convertem em ésteres de acidos gordos e glicerol (como um
subproduto) [90]. Em cada uma dessas reagdes € formado um éster, pelo que, a partir de uma
molécula de triglicérido séo formadas trés de ésteres, no final da transesterificagéo [95], como se
verifica na Fig. 9. Quando na presenca de &cidos gordos livres, ocorre a esterificagdo destes, que
reagem com o alcool, na presencga de um catalisador [90], para formar ésteres metilicos (caso seja
utilizado o metanol) de &cidos gordos. Como s&o reacGes reversiveis, é adicionado alcool em
excesso, para que o equilibrio da reagdo ocorra no sentido da producéo de ésteres [95].

CH,-O0C-R; R-COO-R CH,-OH

CH-OOC-R 3ROH Catalisadar R-COO-R CH-OH
-0O0C-R; + —>» R;C + "H-

CH,—O0C-R; R+COO-R CH,-OH
Triglicérido Alcool Esteres Glicerol

Fig. 9 — Reacdo de transesterificagdo. Fonte: [27].

Pode também realizar-se a transesterificacdo in-situ que simplifica o processo descrito
anteriormente e elimina a necessidade da etapa de extracdo dos lipidos [90], uma vez que a
extracdo lipidica e a transesterificagdo tém lugar ao mesmo tempo, ao juntar a biomassa
diretamente o catalisador e o alcool [1].

Os catalisadores utilizados podem ser homogéneos ou heterogéneos, sendo que a principal
diferenca reside no facto de os primeiros estarem na mesma fase do substrato. Dentro dessas duas
categorias encontram-se os catalisadores acidos e basicos, e nos heterogéneos existem ainda 0s
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catalisadores enziméticos (que podem ser reutilizados). Na reacdo de transesterificagdo com
catalisadores homogéneos, ha maior possibilidade de ocorréncia de saponificacdo, mas é
geralmente mais célere do que se se utilizassem catalisadores heterogéneos; por outro lado, estes
acarretam maiores custos, mas o glicerol formado é mais facilmente separado dos ésteres e evita-
se a saponificacdo [96], que é um dos principais problemas na producdo de biodiesel.

Quanto ao &lcool utilizado, o etanol é preferivel ao metanol, uma vez que pode ter origem
renovavel e, em termos biol6gicos, ser menos nocivo que o metanol. Contudo, este € mais usado
nos processos industriais de producdo de biodiesel devido ao seu baixo custo e a certas
propriedades fisico-quimicas que possui (alcool de cadeia curta e polar) [97].

3.2.6. Subprodutos e suas aplicacdes

O biodiesel ndo é o Unico biocombustivel passivel de ser produzido a partir de biomassa
microalgal; estes microrganismos podem também ser a matéria-prima para bioetanol, biometano
— conhecido como biogas —, biohidrogénio e também para a producéo de jet-fuel.

O bioetanol é um biocombustivel produzido através da fermentacdo do amido existente na
biomassa microalgal, a partir de processos como a fermentacéo no escuro ou fermentacdo com
leveduras. A fermentagédo no escuro € um processo simples onde as microalgas consomem o
préprio amido anaerobiamente e produzem bioetanol; j& na fermentac&o convencional, leveduras
fermentam a biomassa microalgal ou o amido ja extraido da mesma [98] por processos de
hidrolise enzimatica, por exemplo [99]. Uma das vantagens da producdo de bioetanol € o facto de
poder ser anexada a producdo de biodiesel, atraves da fermentacdo dos residuos de biomassa
originarios da extracdo do 6leo. O CO; produzido na fermentagdo pode também ser reciclado
pelas microalgas [48].

O biogas (composto por 60%-70% de metano [48]) pode ser produzido a partir da digestdo
anaerdbia quer dos residuos da biomassa, quer da prépria biomassa ndo sujeita a qualquer
processamento [100]. Um consércio natural de microrganismos quebra a matéria organica da
biomassa microalgal em mondmeros simples, que depois sdo convertidos em biogas, rico em
metano. A sua producdo pode ser acoplada a producdo de biodiesel, ap6s a extracao dos lipidos,
e contribuir para um processo neutro de carbono, se o biogas produzido fornecer energia para as
etapas de producdo e processamento das microalgas. Se os residuos decorrentes da digestdo
anaerdbia forem reprocessados podem servir como fertilizantes [48].

Outro co-produto da biomassa microalgal é o biohidrogénio, produzido por microalgas ou
cianobactérias a partir do uso direto da radiagdo, na fotossintese, para converter gua em bio-H;
—a chamada biofotélise. A biomassa microalgal, apos colheita e secagem, pode também ser usada
como substrato para a producéo deste g&s na fermentacdo no escuro por bactérias anaerdbias
[101]. Segundo Schenk et al. (2008), uma importante vantagem da producdo deste gas é o facto
de que o bio-H; ndo se acumula na cultura, sendo rapidamente libertado para a fase gasosa, ao
contrario do que acontece com outros produtos que também sofrem fermentacdo, que podem até
assumir niveis toxicos. A producdo de biohidrogénio pode ser acoplada a biomitigacédo de CO,,
bem como a dessalinizagédo da agua [19].

Excluindo as aplicagdes energéticas, 0s subprodutos das microalgas podem ser divididos, segundo
Pires et al. (2012), em cinco categorias: nutricdo humana, alimentacdo animal e aquacultura,
cosméticos, farmacéuticos e quimicos. As microalgas sdo uma boa fonte de proteinas e hidratos
de carbono, encontrados sob a forma de glucose ou aglcares [3]. Sdo inimeras as propriedades
benéficas dos co-produtos utilizados na area da satde, como o facto de conterem cidos gordos
o3 provenientes dos acidos gordos polinsaturados (PUFAs) EPA e DHA, que tém efeitos anti-
inflamatdrios, propriedades neuro-protetoras e contribuem para a salde cardiovascular [3]. As
microalgas sdo ricas em vitaminas, sendo usadas na alimentacdo animal e no cultivo de varios
tipos de zooplancton que alimentam crustaceos ou alevins de peixes maiores. Na industria
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cosmética, 0s extratos de microalgas sdo utilizados em produtos rejuvenescedores ou
regenerativos para a pele, entre outros [3]. Existem algumas estirpes de cianobactérias capazes de
produzir metabolitos com propriedades biolégicas, homeadamente antibacteriana, antiviral,
antiflngica e antialgal [102].

3.3. Biorefinaria

A relacdo entre o desenvolvimento das tecnologias para a producdo de biodiesel e a influéncia
que a expansdo do mercado do mesmo tem nas aplicacGes tradicionais das microalgas é
controversa. Numa publicacdo onde se pretendia estudar um panorama inovador de uma
biorefinaria a partir de biomassa microalgal, Zhu (2015) questiona se a produc¢do de microalgas
com fins energéticos (biodiesel, particularmente) ird causar a deplecdo ou diminuicdo das
aplicagdes tipicas desta biomassa [103].

A biorefinaria surge entdo como a solucéo para esses problemas de integracdo da producédo de
biodiesel com o0s co-produtos de alto valor. Pode ser definida como um processo industrial onde
biomassa é convertida numa vasta quantidade de produtos bioquimicos, materiais e energéticos.
E um processo analogo as refinarias de petrdleo, onde s&o obtidos diversos produtos finais a partir
de uma matéria-prima inicial, o combustivel fossil [104]. O objetivo de uma biorefinaria é
produzir varios compostos (Uteis em diversas areas) e maximizar os lucros que advém de cada co-
produto originado. Assim, produtos de menor valor (como o biodiesel) e produtos de elevado
valor (como os usados nas inddstrias cosmética e farmacéutica) podem ser produzidos em
simultdneo numa biorefinaria. Devido as diferentes composi¢fes da biomassa, 0s bioprodutos
extraidos nos processos de uma biorefinaria serdo diferentes, dando assim origem a co-produtos
com aplicagdes e precgos variados [103].

Para além dos produtos de elevado valor e do biodiesel, pode também ser produzido biometano,
bioetanol e bio-H,. Outra perspetiva atual, ndo sé da maximizagdo dos lucros, mas também da
maximizagdo dos produtos finais vindos da digestdo anaerdbia (cf. Fig. 10) é a reciclagem de
nutrientes, tais como azoto e fosforo, e também de CO,, para o cultivo de mais microalgas ou
fertilizantes. O mesmo se passa com a reciclagem de agua ([105]-[108]).

Destilacéo
Produtos c
de alto
ot veor Bioetanol
S Colheita
Microalga
Extratos e
Reciclagem —
H20 .
Combustio (nutrientes)

CO, Fertilizantes

CO,

Combustéo

Geragdo
eletricidade

CO,

Fig. 10 — Exemplo simplificado da integracdo de sistemas numa biorefinaria. Adaptado de [48] e [103]. As setas a
verde representam os inputs dos sistemas.

O conceito de biorefinaria é considerado como a solugdo promissora relativamente a integracao
de processos que culminam na maximizagdo do uso (e dos lucros) dos bioprodutos oriundos da
biomassa microalgal, promovendo as aplica¢des tradicionais, o que se opde ao questionado por
Zhu (2015) no inicio da sua investigacdo [103]. Segundo Pacheco et al. (2015), é também
expectavel que contribua para a criacao de fontes energéticas inovadoras, para a substitui¢cdo do

20 Ana Filipa Lima Barata



Microalgas: producdo econémica e ambientalmente sustentavel

uso dos combustiveis fosseis e para a producao de uma variada gama de co-produtos (quimicos e
materiais) com interesse econdmico [89]. Contudo, € ainda necessaria a investigacao em técnicas
mais econémicas a montante do processo, como na colheita e processamento (secagem, extracao
dos lipidos) da biomassa, para além da averiguagdo de outros fatores importantes, como a escolha
da microalga/consorcio, as condi¢Bes climatéricas existentes no local de producdo e a
disponibilidade de nutrientes [59].

3.4. Microalgas estudadas no ambito da dissertacéo

Embora atualmente se conhegam entre trinta e cinquenta mil espécies de microalgas, cerca de 100
foram ja objeto de estudo e apenas 5-6 ja sdo comercializadas ([85], [109]). Neste trabalho foram
utilizadas cinco microalgas diferentes (Tabela 5), que segundo a literatura apresentam teores de
lipidos e perfis de &cidos gordos distintos.

Tabela 5 — Composicédo das microalgas estudadas em % (m/m).

Hidratos de

Microalga Proteina Carbono Lipidos  Referéncia
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 [110]
Chlorella protothecoides 55 11 15-58 [111], [6]
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 [110]
Neochloris oleoabundans 29 33 37 [112]
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21 [110]

As microalgas do género Scenedesmus e do género Chlorella sdo microalgas verdes (pertencentes
a classe Chlorophyceae do filo Chlorophyta), comuns em aguas doces, sendo a Neochloris
oleoabundans uma microalga de agua salgada. A Spirogyra sp. é também uma microalga verde,
filamentosa, muito comum em aguas doces.

A S. obliquus (visivel na Fig. 11) é considerada uma microalga resistente e versatil que consegue
crescer em ambientes inospitos, facto comprovado pelos resultados positivos do crescimento
desta microalga para bioremediacao de aguas residuais ([113], [114]) e efluentes industriais [115],
e também para a biomitigacdo de CO, ([74], [116], [117]). Para além destas investigacoes, a S.
obliquus ja foi também estudada para a producdo de varios biocombustiveis: biodiesel ([45],
[118]), bioetanol ([119], [101]), biogas [120] e biohidrogénio [121].

Segundo Gouveia & Oliveira (2009), se se pretendesse produzir biodiesel a partir de uma espécie,
esta microalga verde apresentaria o perfil de &cidos gordos mais adequado, principalmente em
relacdo ao acido linolénico e aos acidos gordos polinsaturados [45].

Fig. 11 — Microalga Scenedesmus obliquus vista ao microscopio. Fonte: [122].

Foram também estudadas duas microalgas do género Chlorella: C. protothecoides e C. vulgaris.
A C. vulgaris foi a primeira microalga descoberta (1890) com ndcleo bem definido e é utilizada
atualmente para diversos fins, como para tratamentos médicos (possui propriedades benéficas
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contra certas doencas) ou para a producédo de biodiesel, j& que é capaz de acumular quantidades
significativas de lipidos — especialmente quando sujeita a uma limitacdo de azoto — e possui um
perfil adequado de acidos gordos [123]. Contudo, diversos autores encontraram diferentes
concentracgdes lipidicas provenientes da biomassa produzida a partir desta microalga, como foi o
caso de Gouveia & Oliveira (2009), que obtiveram apenas 5,1% (m/m) de éleos na biomassa da
C. vulgaris [45].

A C. protothecoides pode crescer hetero- ou fotoautotroficamente sob diferentes condicBes de
cultivo. E uma importante fonte de alimentacdo para aquacultura, suplementos de nutrigdo
humana e produtos farmacéuticos, para além de ser considerada uma boa candidata para a
producéo de biocombustiveis [124].

A N. oleoabundans é uma microalga conhecida pela sua acumulacéo de triglicéridos, sendo assim
adequada para a producdo de biodiesel [125]. Em investigacdes de Tornabene et al. (1983) e
Gouveia et al. (2009), a N. oleoabundans produziu entre 35% e 56% (m/m) de lipidos. Essa
acumulacéo aconteceu quando a microalga cresceu num meio com caréncia de azoto ([125],
[126]). Num estudo de Li et al. (2008) com a mesma microalga, obteve-se um teor de lipidos
totais de 40% sob limitacédo de nitratos e uma produtividade diéria desses lipidos de 0,133 kg/m?
[42].

Quanto a Spirogyra sp., estima-se que estejam identificadas cerca de 400 espécies em todo o
mundo [127]. Esta microalga contém clorofila a e b, mas sob certas condi¢6es de stress consegue
produzir carotendides, onde se inclui a astaxantina. E uma microalga com elevadas produtividades
e capaz de acumular grandes quantidades de agUcares, 0 que a torna uma matéria-prima atrativa
para a producéo de bioetanol e bio-H. [89].
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Capitulo 4 — Materiais e Métodos

Apbs a descricdo de alguns pardmetros importantes referidos na literatura relativos ao cultivo e
processamento de biomassa microalgal, neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos
utilizados ao longo deste trabalho.

4.1. Microalgas

A principal microalga escolhida para a realizacdo deste trabalho, Scenedesmus obliquus (S.
obliquus) é proveniente da algoteca da Universidade de Coimbra, Portugal (ACOI 204/07). Foi
conservada no meio nutricional Bristol (esterilizado) e repicada periodicamente, para que fosse
crescendo e continuasse ativa. Adicionalmente foram usadas 4 microalgas (Chlorella
protothecoides (estirpe 25 da algoteca UTEX (Universidade de Austin, Texas, EUA)), Chlorella
vulgaris (INETI 58, LNEG_UB, Portugal), Neochloris oleocabundans (UTEX #1185 da algoteca
UTEX, Universidade de Austin, Texas, EUA) e Spirogyra sp. (adquirida a Sammlung von
Algenkulturen Gottingen (SAG) da Universidade de Gottingen, com a referéncia SAG 170.80.
Esta microalga foi isolada em 1975 na Irlanda (SAG, 2011)). Os meios de conservagdo destas
microalgas encontram-se especificados no Anexo I.

4.2. Meios de cultura

4.2.1. Meio Bristol

A microalga S. obliquus foi inoculada no meio propicio ao seu crescimento denominado meio
Bristol, que foi esterilizado em autoclave durante 20 minutos, a 121°C e cerca de 1 bar. A
composicao do meio Bristol esta exibida na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicao do meio sintético Bristol.

Reagente Concentragao

NaNO3 250 mg/L
KoHPO, 75 mg/L
CaCl,.7H,0 33 mg/L
MgS04.7H,0 75 mg/L
KH2PO4 175 mg/L
NaCl 25 mg/L

Fe-EDTA 60 mg/L

Elementos-trago

(composi¢do no Anexo 1) 10 mL/L (sem diluigao)

4.2.2. Efluentes

Um dos principais objetivos desta dissertacédo foi analisar o crescimento da microalga S. obliquus
em efluentes que ndo poderiam ser descarregados sem qualquer pré-tratamento (devido ao seu
elevado teor de azoto, fésforo, CQO, etc.), e averiguar se a microalga purificava/tratava
eficazmente os efluentes de modo a que pudessem ser libertados no meio ambiente.
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Para fazer crescer a microalga, foram utilizados dois efluentes originarios da mesma empresa, a
Avibom. Os efluentes eram muito distintos, ndo s6 em termos visuais, mas também
composicionais. O efluente avicola bruto (AB) consiste na dgua de cozedura de todos 0s restos
das aves que ndo sdo vendidos para consumo final, como as patas, cabecas, penas, peles,
entranhas, etc. Todos esses residuos sdo aproveitados hovamente para a producéo de ragdes, mas
a gua é descartada e depois submetida a uma estabilizacdo em lagoa aberta, onde sdo adicionados
agentes floculantes (polimeros orgéanicos), que realizam a floculagdo do meio (brevemente
descrita no subcapitulo 3.2.2) e promovem assim a descontaminacéo do efluente. Dai resulta uma
camada de gordura que é comprimida e descartada, e um efluente liquido, que foi também
utilizado neste trabalho, designado efluente avicola floculado (AF). Em condi¢Bes normais, este
efluente seria submetido a digestdo anaerdbia e s6 depois libertado para os cursos de agua. As
diferencas aparentes entre os dois efluentes podem ser verificadas na Fig. 12. O efluente avicola
bruto (AB) era heterogéneo, de cor vermelha e com precipitados. Pelo contrario, o efluente
avicola floculado (AF), que foi sujeito a limpeza prévia com custos diérios avultados para a
empresa, era transparente, incolor e homogéneo; ndo possuia qualquer cheiro, ao contrério do
efluente AB.

B

Fig. 12 — Efluente avicola bruto (esquerda) e avicola floculado (direita).

Os dois efluentes foram caracterizados em termos de minerais (sélidos), da composi¢do em azoto
e fosforo (na forma de amonio, nitratos e fosfatos) e CQO, como seré descrito na seccéo 4.6.1.3.
O efluente AB foi também sujeito ao processo de eletrocoagulacdo (EC), e a matéria organica que
se separou do meio liquido foi depois caracterizada relativamente ao seu teor de gorduras. Foi
calculada a CQO do dito meio liquido, para se verificar se o processo de EC interferia na
quantidade de contaminantes existentes no efluente pés-EC; este meio liquido foi utilizado
posteriormente como meio de crescimento da microalga, numa fase mais avangada do trabalho.

Para além dos dois efluentes do ramo avicola, foi também utilizado num ensaio um efluente da
industria suina, designado porco bruto (PB), originario da ETAR SIMLIS (Saneamento Integrado
dos Municipios do Lis, SA), em Leiria, que trata residuos urbanos e residuos provenientes de
suiniculturas. O efluente de porco bruto sé foi utilizado no ensaio onde se procedeu a adicdo de
CO- no ar de agitacéo das culturas.

4.3. Crescimento das microalgas

Ao longo deste trabalho, foram realizados diversos ensaios, sob condigdes diferentes, de forma a
otimizar o crescimento da(s) microalga(s) utilizada(s) nos varios casos.

1) Sele¢do da microalga: na primeira experiéncia foi analisado o crescimento (em
erlenmeyers) de vérias microalgas no efluente avicola bruto sem diluigdo (Fig. 13), j& que este
seria o ideal em termos econdmicos e nutricionais. Esta experiéncia teve lugar numa incubadora
aberta (Controlled Environment Incubator Shaker da marca New Brunswick Scientific), onde
existiam 4 lampadas fluorescentes (Phillips Master TL-D 18W/865). Neste ensaio, as microalgas
utilizadas foram Scenedesmus obliquus, Chlorella protothecoides, Chlorella vulgaris, Neochloris
oleoabundans e Spirogyra sp.
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Fig. 13 — Ensaio de selegdo da microalga no efluente avicola bruto (AB) com as diferentes microalgas.

2) Crescimento da microalga S. obliguus em meio sintético (Bristol): a experiéncia seguinte
consistiu num estudo de crescimento da microalga S. obliquus em meio Bristol esterilizado. Os
fotobioreatores (neste trabalho usaram-se reatores de coluna de bolha) foram colocados entre duas
fileiras de lampadas fluorescentes, uma delas com 3 lampadas — Phillips TL-D 36W/54-765 —e a
outra com 4, como se apresenta na Fig. 14.

e
// — —
L I 4 v
N I

Fig. 14 — Reatores com meio sintético Bristol (esquerda) e esquema ilustrativo da disposicdo das lampadas
fluorescentes, representadas a amarelo (direita).

3) Crescimento da microalga S. obliguus em meio Bristol modificado: foi de seguida
realizado um ensaio no mesmo tipo de reatores, onde se fez variar a concentracao de ido aménio
e se retiraram os ides nitrato existentes no meio Bristol convencional, para simular as
concentragdes desses elementos no efluente avicola bruto. Os nitratos (na forma de NaNOs)
presentes originalmente no meio Bristol foram entéo retirados e foi acrescentada amdnia (mais
propriamente o i&o amoénio — NH,4*) associada a dois anides distintos (Cl- e SO4%). Este ensaio foi
realizado para trés concentragdes diferentes: 160 mg/L de NH4Cl, 220 mg/L de NH4Cl e 160 mg/L
de (NH4).SO4. A iluminacdo foi idéntica a do ensaio de crescimento da S. obliquus em meio
Bristol (ilustrada na Fig. 14).

4) Crescimento da microalga S. obliquus em efluentes: utilizaram-se os efluentes avicolas
para o crescimento da mesma microalga, em erlenmeyers, na incubadora do primeiro ensaio.
Neste caso, foi usado o efluente bruto (AB) sem diluicdo, ap6s centrifugagdo e ap0Os
eletrocoagulacao, e o efluente floculado (AF) sem diluicéo e diluido de 1/2. Também foi estudado
0 crescimento da cultura num erlenmeyer com meio Bristol, desta vez sem ser esterilizado (Fig.
15). O objetivo deste ensaio era avaliar, em pequena escala, o crescimento da microalga S.
obliquus, e estudar o seu potencial para implementacdo numa escala maior.

Fig. 15 — Erlenmeyers com os efluentes avicolas floculado (AF) e bruto (AB), e também meio Bristol ndo
esterilizado.
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5) Estudo do efeito do tipo de iluminacéo: os melhores resultados do ensaio preliminar do
crescimento da S. obliquus com os efluentes avicolas foram transpostos para reatores de coluna
de bolha, com iluminacdo por 3 lampadas fluorescentes (Phillips TL-D 36W/54-765) e 3
lampadas LED (Master LED Tube T8 19W/865), como se ilustra na Fig. 16, para avaliar
diferencas no crescimento da cultura consoante a luz incidente, e averiguar, assim, se se poderia
poupar em termos energéticos. Este ensaio foi realizado com os dois efluentes avicolas (AF e
AB), procedendo-se a uma diluicdo do efluente floculado (1/2) e utilizando-se o efluente bruto
sem qualquer diluicdo. Para comparagdo de resultados, foi tido também em consideracdo um
ensaio realizado nas mesmas condic¢es, com meio Bristol ndo esterilizado. As lampadas estavam
a uma distancia de cerca de 18 cm dos reatores, enguanto estes distavam de aproximadamente 8
cm entre si (cf. Fig. 16).
Lampadas < X » Lampadas

fluorescentes LED

' -
B \ .'ﬁ
T . o

1 Efluente AF (1/2)
2 Efluente AB

Fig. 16 — Reatores com os efluentes avicolas floculado e bruto, usando iluminacéo fluorescente e LED.

6) Estudo do efeito da adicdo de CO;: este ensaio foi semelhante ao ensaio com efluente
avicola bruto sem diluicdo e com injecdo de ar comprimido para agitacdo da amostra. A diferenca
residiu no facto de, em vez de 100% de ar comprimido, ter sido injetado 5% de CO; na mistura
com o ar. Neste ensaio, foram utilizadas 4 lampadas fluorescentes Phillips TL-D 18W/54-765 nas
duas fileiras a volta dos FBRs, como se ilustra na Fig. 17. Para além do efluente AB sem diluicéo,
neste ensaio foram também estudados dois fotobioreatores contendo efluente porco bruto (PB) a
5%, isto €, com uma diluicdo de 1/20, testado noutros trabalhos realizados no LNEG. O objetivo
foi comparar o crescimento da microalga S. obliquus em dois efluentes muito distintos, assim
como a bioremediacdo dos nutrientes presentes nos mesmos pela microalga, na presenca de CO..

Fig. 17 — Fotobioreatores com efluente avicola bruto (a) e de porco bruto (b); (c) esquema ilustrativo da iluminacéo
fluorescente utilizada neste ensaio, onde se procedeu a adi¢do de CO2 no fluxo de ar.

E importante ainda referir que:

- todos os ensaios foram realizados em duplicado;
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- a temperatura ndo foi controlada, isto €, as culturas em reatores estiveram sempre sujeitas a
temperatura ambiente (T = 25°C). Por outro lado, nos ensaios em erlenmeyers que decorreram na
incubadora aberta, a temperatura era de aproximadamente de 28°C;

- a agitacdo por ar comprimido, que arejava as culturas, foi controlada manualmente no caso dos
fotobioreatores (leitor de fluxo Aalborg Mass Flow Meter GFM17); os erlenmeyers foram
agitados a cerca de 100 rpm dentro da incubadora aberta. Os niveis de CO, injetados juntamente
com o ar comprimido foram lidos com o sensor SERVOMEX SERVOFLEX MiniMP 5200;

- a iluminacéo foi constante (24 horas), em todos os ensaios. A intensidade luminosa (lida com
recurso ao luximetro Phywe) foi de cerca de 2,37 kIx e 1,53 kIx, no caso dos ensaios em “aquarios”
com lampadas fluorescentes e na sala aberta (ponto 5) da seccdo 4.3) com os dois tipos de
iluminacéo, respetivamente;

- 0 crescimento das culturas em meio esterilizado ou com os efluentes foi avaliado diariamente
através da leitura da densidade 6tica (DO) a 540 nm num espectrofotometro Hitachi U-2000, dado
ser um parametro indireto para determinar o crescimento de uma cultura, relacionando a
intensidade da luz incidente na amostra com a intensidade luminosa transmitida através da
suspensdo de células microalgais [128]. As amostras foram diluidas quando o valor de DO se
encontrava acima de 1. Foram também analisados diariamente os valores de pH das amostras
retiradas (WTW Inolab — pH Level 1) e o peso seco (em g/L) foi analisado, em média, trés vezes
por semana.

4.4. Colheita da biomassa microalgal

Para a colheita da biomassa foram executados dois processos distintos: a centrifugacdo e a
eletrocoagulacéo, seguida de centrifugacéo.

4.4.1. Centrifugacéao

A centrifugacéo teve lugar numa centrifuga Heraeus Multifuge 3SR+ (Fig. 18 (a)), durante 10
minutos, a 10000 rpm, e temperatura de cerca de 4°C. A biomassa colhida foi depois colocada em
caixas de Petri — previamente taradas — e de seguida seca/liofilizada, como ilustra a Fig. 19.

(b) : E
Fig. 18 — (a) Centrifuga Heraeus Multifuge 3SR+; (b) amostra do ensaio com meio Bristol esterilizado pré-
centrifugagdo; (c) biomassa e sobrenadante, apés centrifugacéo.

Fig. 19 — Biomassa himida (a) e seca (b).
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4.4.2. Eletrocoagulacao

Para tentar otimizar em termos energéticos o processo de colheita da biomassa, realizaram-se
varios ensaios de eletrocoagulacdo, com elétrodos de aluminio e 0 méaximo de corrente que a fonte
de alimentacdo utilizada (Mastech DC Power Supply HY3005D) permitia — entre 0,10 e 0,20 A
Nno ensaio com o meio de cultura e = 0,70 A no ensaio com o efluente avicola bruto.

O recipiente contendo a amostra foi posicionado sobre uma placa de agitagdo Fisher Bioblock
Scientific 10517, apos ter sido também colocado no seu interior uma barra magnética para
agitacdo das amostras. Foram mergulhados dois elétrodos de aluminio com as mesmas dimensdes,
colocados paralelamente como mostra a Fig. 20 (b), ligados a fonte de tensdo DC (visivel na Fig.
20 (a)). No momento em que a corrente foi desligada, a agitacdo também foi cessada, permitindo
assim a sedimentacdo da microalga em solugcdo (Fig. 20 (a)), ou da ascensdo do material
gorduroso, no caso da EC do efluente avicola bruto (Fig. 20 (b)).

Foram realizados diversos ensaios, pelo que a area submersa dos dois elétrodos dependeu do
volume usado na eletrocoagulacédo (entre 0,500L e 0,650L); a distancia entre eles também ndo foi
constante (dependeu do adaptador de espuma usado e variou entre 1 cm e 4 cm). Foram utilizados
elétrodos com 1 mm de espessura, 16 cm de altura e 3 cm de largura.

Fig. 20 — Eletrocoagulacéo do meio com a microalga (a) e do efluente avicola bruto (b).

Para melhor se conseguir visualizar a montagem da Fig. 20, na Fig. 21 encontra-se um esquema
representativo do processo de EC.

Adaptador de espuma

Elétrodos de aluminio

Amostra de efluente/meio de
crescimento das microalgas

Magnete

Placa de agitacdo
Fig. 21 — Esquema do procedimento de EC, baseado no que foi feito no laboratério.

Foi determinada a eficiéncia de recuperacdo da biomassa ap0s a eletrocoagulacdo. Para isso,
foram recolhidas amostras da mistura antes da eletrocoagulacdo (cerca de 2 mL) e 30 minutos
ap6s a mesma, retirados abaixo da camada de microalgas que se encontrava floculada em
suspensdo no recipiente. Foi analisada a DO dessas amostras (A = 540 nm), para que se calculasse
entdo a eficiéncia de recuperacdo da biomassa microalgal, a partir da Equacéo (1). Os subscritos
i e f designam, respetivamente, a DO lida antes do processo de EC e apds 30 minutos de repouso.
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DO; — DO;
Nrecuperacio da biomassa = T x 100 (1)
f

A biomassa aglomerada ap6s a eletrocoagulacdo foi depois recolhida, para se proceder a sua
centrifugacdo, colocacdo em caixas de Petri previamente taradas e posterior secagem/liofilizacéo.

4.5. Secagem da biomassa microalgal

Para a secagem da biomassa recolhida foram utilizados dois métodos diferentes. O primeiro
equipamento de secagem utilizado foi uma estufa Memmert, na qual a biomassa humida foi
colocada durante cerca de 20 horas a 70°C. A biomassa seca na estufa foi a resultante do ensaio
com os dois FBRs onde a microalga S. obliguus cresceu em meio Bristol esterilizado.

Apesar de ser um procedimento dispendioso, como ja foi referido no subcapitulo 3.2.3, parte da
biomassa microalgal foi também liofilizada (Heto PowerDry LL 3000 Freeze Dryer da Thermo
Scientific). Este procedimento durou aproximadamente 48 horas. A biomassa liofilizada foi a
decorrente dos ensaios onde se utilizaram os efluentes avicolas e suino para o crescimento da S.
obliquus para estudar o efeito do tipo de iluminacéo e o efeito da adigdo de CO; ao ar de agitacao.

Para efeitos de poupanca energética, o secador solar SECMAD [89] poderia também ser usado
para secar a biomassa microalgal. No presente trabalho néo foi utilizado, mas alguns resultados
decorrentes dessa utilizacdo serdo descritos brevemente no Capitulo 5 — Resultados e Discussao.

4.6. Metodologias analiticas
4.6.1. Caracterizacao dos efluentes

4.6.1.1. Determinacéao do teor de solidos

A definicdo de solidos refere-se a matéria suspensa ou dissolvida presente nas amostras, e a sua
determinacédo nos efluentes foi baseada no Método 2540 — Determinacdo de Solidos, que contém
0s parametros que permitem caracterizar em termos minerais tanto aguas residuais como agua
para consumo (humano ou industrial) [129].

O teor de solidos totais (ST) foi calculado de acordo com o procedimento seguinte: uma toma de
efluente de 50 mL foi seca em estufa a 105°C durante cerca de 24 horas, em cadinho de porcelana
previamente pesado depois de calcinado em mufla a 550°C durante 1 hora. Apds arrefecimento
em exsicador, pesou-se o0 residuo da secagem. Na Equacdo (2), m, representa o peso do cadinho
com residuo seco (g), m,, 0 peso do cadinho (g) e V o volume da toma de amostra (mL).

m, —m
ST (g/L) = “T” x 1000 )

Para o calculo dos sdlidos volateis (SV), aproveitou-se o residuo resultante do procedimento
anterior. Este residuo foi calcinado em mufla a 550°C durante aproximadamente 1 hora. Apos
arrefecimento em exsicador, o cadinho contendo o residuo calcinado foi pesado. A equacao que
permite calcular os sélidos volateis é idéntica a Equacdo (2), onde, neste caso, m, representa o
peso do cadinho com residuo seco (g), m;, 0 peso do cadinho com residuo calcinado (g) e V o
volume da toma de amostra (mL).
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Para calcular os so6lidos suspensos totais (SST), uma toma de 10 mL de efluente foi sujeita a
filtracdo sob vacuo, ficando o seu residuo retido num filtro de fibra de vidro previamente lavado
e calcinado em mufla durante 1 hora a 550°C. O filtro contendo o residuo foi seco a 105°C durante
1 hora e pesado ap6s arrefecimento em exsicador. A equacdo que permite calcular os sélidos
suspensos totais é idéntica a Equacédo (2), onde, neste caso, m, representa o peso do filtro seco
com residuo (g), m,, o peso do filtro (g) e VV o0 volume da toma de amostra filtrada (mL).

Finalmente, para os solidos suspensos volateis (SSV), calcinou-se em mufla a 550°C durante 1
hora o filtro com o residuo resultante do procedimento descrito para os SST, que foi depois
arrefecido em exsicador e seguidamente pesado. A equacdo que permite calcular os solidos
suspensos volateis €, mais uma vez, idéntica a Equacéo (2), em que m, representa o peso do filtro
com residuo seco (g), m,, 0 peso do filtro com residuo calcinado (g) e V o volume da toma de
amostra filtrada (mL).

Foi também possivel determinar, para os casos dos SV e dos SSV, o valor do contetdo das
amostras em sélidos fixos, a partir da Equacéo (3), em que m, representa o peso do cadinho ou
do filtro calcinado (g) e my, 0 peso do cadinho ou do filtro (g).

SF (g) =mg —my, ©)

Cada um destes procedimentos foi realizado em duplicado e os equipamentos utilizados foram a
estufa e a mufla da marca Heraeus, a balanca Mettler Toledo e os filtros de fibra de vidro VWR
(didmetro = 47 mm; porosidade = 1,2 um).

4.6.1.2. Determinacdo dos teores de azoto e fosforo

Para a determinacédo do ido amdnio (mg/L NH,"), foi usado um elétrodo seletivo de ides (Crimson
MMA41). Por cada 10 mL de amostra foi adicionado 1 mL de uma solug&o de ajuste de forga idnica,
ISA (MgS0O, 1M).

Para a determinacdo do teor de ido nitrato (mg/L NOgz’) presente nas amostras, foi usado o método
Nitrate Cell Test 1.14542 (utilizando kits de teste Spectroquant, da Merck). A leitura dos valores
do ido nitrato foi realizada num espectrofotometro HACH DR/2010, a 525 nm.

Para a determinacdo da quantidade do ido fosfato (mg/L PO.*) presente nas amostras foi usado
também um kit Phosver 3 (em p6) para diluir e fazer posteriormente a leitura no espectrofotémetro
HACH DR/2010, a 890 nm.

4.6.1.3. Determinagdo da Caréncia Quimica de Oxigénio

A caréncia quimica de oxigénio (CQO) define-se como a quantidade de um oxidante especifico
(como o oxigénio presente no ido dicromato — Cr.0+*) que reage com a amostra sob condigdes
controladas. O resultado indica a quantidade de oxigénio dissolvido na amostra consumido pelos
contaminantes, o que significa que quanto maior for a CQO, mais contaminantes tem a amostra.

O método usado para a determinagdo da CQO dos efluentes avicolas bruto e floculado foi o
chamado Método de Refluxo Aberto, valido para uma gama de concentra¢@es entre 50 e 800 mg
de oxigénio consumido por litro de amostra [130], e foi utilizado um BlocDigest20, da P Selecta.
Como ja foi mencionado, foi igualmente calculada a CQO para o meio liquido do efluente avicola
bruto apos eletrocoagulacéo.
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4.6.1.4. Determinacédo do teor de gordura

Foi determinado o teor de gordura (a 30°C) do material em suspenséo (Fig. 22) decorrente do
processo de eletrocoagulacdo do efluente avicola bruto. Este procedimento foi adaptado de
Vézquez-Roncero et al. (1974) [131].

Fig. 22 — Gordura extraida do efluente avicola bruto ap6s o processo de eletrocoagulacéo.

A técnica de ensaio foi a seguinte: para um erlenmeyer pesou-se cerca de 5 g da referida amostra
(Mamostrq) de gordura himida e adicionaram-se 15 mL de n-hexano; o erlenmeyer foi colocado
na incubadora Lab-line Orbit Environ-Shaker, a 30°C com agitagdo, durante 15 minutos.
Procedeu-se depois a extracao do liquido da camada superior (visivel na Fig. 23), com uma pipeta,
para um copo de vidro.

Solvente (n-hexano)
L
gorduras

Fig. 23 — Camadas formadas pelo solvente e a gordura, e a restante matéria organica.

Adicionaram-se novamente 15 mL de n-hexano e repetiu-se o processo, durante 15 minutos,
extraindo-se de seguida a parte superior para 0 mesmo copo de vidro. Repetiu-se mais uma vez o
procedimento, durante 20 minutos, deixando-se depois a extracdo a realizar durante a noite. O
liquido extraido foi depois evaporado num rotavapor Biichi Heating Bath (B-490) —a uma pressao
de cerca de 235 mbar —, depois de ser colocado num baldo adequado previamente seco, arrefecido
e pesado (a 103°C durante 30 minutos, na estufa Memmert) (mq:5,)- Pesou-se o baldo (na balanca
Mettler Toledo) depois do solvente ter sido evaporado e apos ter sido colocado na estufa durante
30 minutos a 103°C, para evaporar eventuais tragos de n-hexano ainda presentes, e arrefecido em
exsicador (Mmyqao+gorduras)- ESte procedimento foi realizado em duplicado.

O teor de gorduras determina-se gravimetricamente de acordo com a Equagéo (4).

Mpatzo+gorduras — Mbalizo

Gorduras (3020)(%) = x 100 (4)

mamostra
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4.6.2. Avaliacéo do crescimento das culturas

4.6.2.1. Determinacéo do peso seco

A determinacdo do peso seco das culturas foi realizada filtrando-se um volume conhecido de
amostra num filtro de fibra de vidro 693 da VRW (diametro = 47 mm e porosidade = 1,2 pm),
previamente tarado — na estufa Schutzart DIN 40050-1P20, da Memmert, durante no minimo 4
horas, a 80°C —, e pesado (balanca Mettler Toledo). Os filtros foram novamente secos e pesados,
de modo a verificar a diferenca de peso correspondente ao crescimento da microalga.

O filtrado obtido em cada uma das determinacGes foi guardado no frigorifico para posterior
analise, de modo a verificar a eficiéncia da microalga no tratamento dos efluentes.

4.6.2.2. Determinacéo do teor de azoto e fosforo: analise
periddica dos meios de cultura

Para que se acompanhasse a deplecdo de alguns contaminantes nos meios de cultura, foram
analisados periodicamente os teores de aménio (NH.*") e os valores iniciais e finais de fosfato
(PO4*), a partir da parte filtrada refrigerada, aquando da amostragem para determinacéo do peso
seco de cada cultura.

O teor de iGes amoénio foi lido com recurso ao elétrodo seletivo de ides Crimson MM41 e o teor
de ides fosfato presente nas amostras foi analisado com recurso aos kits Vario Powder Pack Phos
3 da Lovibond, que permitiram a leitura do teor de PO,* no espectrofotometro HACH DR/2010
(a 890 nm). Foi também utilizado para a determinacgdo do fésforo (que permite a quantificacao
em termos de fosfatos) um procedimento baseado no Método 4500-P C., denominado Método
colorimétrico do acido vanadomolibdofosforico. Os valores do teor de fésforo das amostras foram
obtidos a partir da construcdo de curvas de calibragdo por diluicdo de uma solucédo-mée padrdo
de dihidrogenofosfato de potassio, e depois corrigidos tendo em conta o volume da toma inicial
de amostra [132].

Para além destes dois pardmetros, foi analisado — periodicamente — o teor de nitratos (NOs’)
presente no meio de crescimento Bristol, aguando do ensaio com os efluentes e com lampadas
fluorescentes e LEDs. Para tal, foi usado o0 método Nitrate Cell Test 1.14542 (utilizando kits de
teste Spectroquant, da Merck). A concentracdo do ido nitrato determinou-se fotometricamente
(espectrofotometro HACH DR/2010, a 525 nm).

4.6.3. Caracterizacdo da biomassa microalgal

4.6.3.1. Determinacéo do teor de lipidos

A hidrélise acida ¢ um procedimento quimico agressivo para a parede celular das microalgas,
promovendo a rutura da mesma, para que se possa quantificar a percentagem de lipidos presente
na amostra, gravimetricamente. Pode ser associada a uma extragdo Soxhlet, que consiste em retirar
de uma amostra sélida os componentes que sejam solUveis no solvente utilizado, ndo aproveitando
0s restantes componentes, que sdo insoldveis no mesmo. Com este procedimento (hidrélise acida
+ extracdo Sohxlet) pretendeu-se quantificar o teor de lipidos neutros da biomassa decorrente do
ensaio de crescimento padrdo da S. obliquus com meio sintético Bristol.
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Procedimento:

Pesaram-se 500 mg de biomassa seca (mgmostrq) € @dicionaram-se 40 mL de uma solugéo aquosa
de acido cloridrico (HCI) (4N), preparada a partir de uma solucéo aquosa de acido cloridrico 37%.
A mistura foi colocada num BlocDigest20 (P Selecta), cujo banho se encontrava a temperatura
de 150°C, durante 1 hora. Ap0s arrefecer a temperatura ambiente, filtrou-se a amostra com agua
Millipore até o valor de pH da dgua de lavagem ficar neutro e a 4gua ndo ter qualquer vestigio de
cor. Os valores de pH foram medidos, aproximadamente, com papel indicador de pH (BDN full
range pH 1-14). O filtro (Albet, didmetro 110 mm) foi deixado a secar durante a noite, a
temperatura ambiente.

O filtro ja seco foi entdo colocado dentro de um cartucho de extracdo de celulose (diametro = 20
mm; comprimento = 100 mm, da Filter-Lab), juntamente com um pouco de algodao; as pontas
do cartucho foram depois dobradas, para que ndo saisse biomassa durante a extragdo.
Transferiram-se de seguida 150 mL de n-hexano para dentro de um baldo de destilacdo. O
cartucho com o filtro contendo a biomassa foi colocado dentro do extrator (visivel na Fig. 24) e
procedeu-se entdo a montagem de todo o equipamento, dentro da hotte. Foram ligados os sistemas
de ventilagdo e o circuito de agua, e seguidamente o sistema de aquecimento, estabelecendo a
poténcia de modo a se ter uma ebulicdo moderada. Aguardou-se o tempo de extracéo (6 horas) e
desligaram-se todos os sistemas, sendo o Gltimo o sistema de arrefecimento, cerca de 25 minutos
depois. Filtrou-se a amostra contendo n-hexano e os lipidos da biomassa microalgal com um filtro
(Albet, diametro = 110 mm) para um bal&o de evaporacao de 100 mL (previamente seco em estufa
(Memmert; 45 minutos a 103°C) e pesado (m4;5,)) para remover possiveis vestigios de biomassa
provenientes do cartucho de extracéo.

[

» Sistema de arrefecimento

Cartucho de extracéo

Bal&o de extracdo
Manta de aquecimento

Fig. 24 — Equipamento de extragdo Sohxlet.

O baléo de evaporagéo foi entdo colocado num rotavapor (Buchi Heating Bath B-490) com um
banho termostatico a 40°C, para iniciar a destilacdo do solvente. Foi usada uma pressdo de
aproximadamente 235 mbar, adequada ao solvente presente na amostra. Esta fase durou cerca de
20 minutos. O baldo foi retirado do rotavapor e colocado na estufa (103°C), para retirar eventuais
tracos do solvente, durante 1 hora. Por fim, foi colocado no exsicador para que arrefecesse, e apds
1 hora pesou-se (na balanca Mettler Toledo, usada em toda a experiéncia) (mpqiz0+1pidos)- O teor
de lipidos pdde ser calculado através da Equacéo (5).

s s alao+lipidos atao
Lipidos (%) Mbatao+lipidos — Mbala
0 =

X 100 (5)

mamostra

Embora o pré-tratamento por hidrdlise &cida seja um processo eficiente para a contabiliza¢do dos
lipidos presentes na microalga, ndo o é quando se pretende recuperar esses mesmos lipidos para
posterior caracterizacdo e/ou transformacdo. Assim, foram também realizados dois ensaios onde
a biomassa (proveniente do ensaio nos FBRs com os efluentes avicolas sujeitos aos dois tipos de
iluminagdo) foi pré-tratada num moinho de bolas (Retsch MM400, durante 3 minutos e 50
segundos a uma frequéncia de 25 Hz, utilizando esferas metalicas com 15 mm de diametro (Fig.
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25)), para fragilizar/romper a parede celular das microalgas e assim conseguir uma eficiente
contabilizacdo, pela extracdo Soxhlet, dos lipidos nelas contidos. Os resultados obtidos foram
comparados com os do pré-tratamento com hidrélise acida e com os resultantes da utilizacdo
direta da biomassa na transesterificacdo pelo método do BF3(sec¢do 4.6.4.1), de modo a validar
a utilizacdo deste ao longo do trabalho.

Fig. 25 — Cépsula e esferas usadas no pré-tratamento da microalga S. obliquus no moinho de bolas Retsch MM400.

4.6.3.2. Determinacéo do teor de agucares totais

Para extrair os agucares presentes nas células das microalgas, procedeu-se novamente a uma
hidrdlise acida. Neste caso, o procedimento adotado baseou-se numa técnica usada geralmente
para a degradacao de material lenhocelulésico — a chamada hidrolise acida quantitativa, descrita
por Hoebler et al. (1989) [133]. Com este procedimento pretendia-se determinar o teor de
acucares totais da biomassa microalgal colhida apds os ensaios da influéncia do tipo de
iluminacéo e da adicdo de CO- ao fluxo de ar de agitacéo.

Procedimento:

Pesaram-se 500 mg de biomassa liofilizada para um tubo de ensaio e adicionaram-se 1,6 mL de
agua Millipore e 3,4 mL de &cido sulfarico (H2SOs) de concentragdo 96% (m/m). Colocou-se o
tubo de ensaio num banho termostatico a 30°C durante 1 hora e de seguida transferiu-se o
conteldo do tubo para um frasco rolhado de 250 mL (como se mostra na Fig. 26 (a)).
Adicionaram-se entdo 139 mL de agua Millipore, para que a concentragdo de acido sulfurico
atingisse 0s 4% (m/m), agitando-se depois a amostra. Fechou-se o frasco rolhado e autoclavou-se
a amostra a 120°C, durante 1 hora. Finalmente retirou-se uma amostra do frasco, centrifugou-se
(utilizando paratal a centrifuga VWR CT 15E da marca Hitachi, durante 5 minutos, a 15000 rpm)
e por fim filtrou-se a amostra com um filtro de PTFE (Chromafil Xtra PTFE-20/25) de 25 mm de
diametro e 0,20 um de porosidade.

Para fazer a determinacdo colorimétrica do teor de acUcares totais, utilizou-se 0 método do
reagente fenol-sulfurico, descrito por Dubois et al. (1956) [134].

O procedimento foi o seguinte: preparou-se uma solucdo aquosa de fenol (CsHsO) 5% (m/m),
diluindo-se 5 g de fenol em 100 mL de agua Millipore, € uma solucdo padrdo de agucar de
concentracdo 0,1 g/L. A partir dessa solucdo padrédo fizeram-se cinco diluicdes (para construir
uma reta de calibracdo), entre 0,005 e 0,08 g/L. As amostras pré-tratadas foram depois diluidas
(1/20) para que se obtivessem valores de concentracdo de aglcares semelhantes aos valores
usados para a reta de calibragdo. Transferiu-se 1 mL de cada solugdo padrdo e de cada amostra
para um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL da solucdo de fenol e agitou-se no vortex.
Adicionaram-se ao tubo de ensaio 5 mL de H,SO. concentrado (96% (m/m)) e agitou-se
novamente no vértex. Deixaram-se as misturas reagir durante 10 minutos e agitaram-se mais uma
vez os tubos. A aparéncia final das amostras esta ilustrada na Fig. 26 (b). Colocaram-se depois 0s
tubos num banho de &gua fria, para que arrefecessem, durante 15 minutos. Fez-se a leitura da
absorvancia (DO) de cada uma das amostras no espectrofotometro Hitachi U-2000, a um
comprimento de onda de 490 nm, contra um ensaio branco preparado aquando dos restantes, onde
a amostra foi substituida por 4gua Millipore.
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Fig. 26 — (a) Frascos rolhados para realizacéo da hidrélise acida quantitativa; (b) Tubos de ensaio para determinacéo
do teor de agUcares totais.

4.6.4. Caracterizacdo da fracao lipidica

4.6.4.1. Perfil e composi¢do em acidos gordos

O método para avaliar a composicao da biomassa em termos de &cidos gordos foi baseado na
norma NP EN ISO 5508:1996 e tem como principal objetivo obter, a partir da andlise por
cromatografia em fase gasosa, a percentagem de cada acido gordo presente na amostra.

Antes de se proceder a analise cromatografica, a amostra tem de ser preparada de acordo com a
norma EN ISO 5509:2000 [135], que tem como principio a adi¢do de uma solucdo metandlica de
hidroxido de sodio (NaOH), para que ocorra saponificacdo dos glicéridos, seguida da adicao de
uma solugéo de trifluoreto de boro (BFs), para que ocorra a conversdo dos sabdes em ésteres
metilicos.

Preparacdo da amostra:

Ligou-se o banho termostatico para que aquecesse até aos 85°C. Prepararam-se as solugdes
necessarias para o procedimento, nomeadamente uma solucdo metandlica de hidroxido de sodio,
dissolvendo-se 2 g de NaOH em 100 mL de metanol (CHsOH), e a solucdo saturada de cloreto de
sodio (NaCl), dissolvendo-se NaCl em &gua Millipore, até que a solugdo ficasse saturada.
Pesaram-se para um baldo de destilacdo de 50 mL, 200 mg de biomassa seca/liofilizada (pesados
na balanca Mettler Toledo). Adicionaram-se 4 mL da solu¢do metandlica de hidroxido de sddio
(NaOH) e reguladores de ebuligéo, apos o que se colocou o baldo em refluxo e imerso no banho,
durante 5 a 10 minutos. Agitou-se o baldo a cada minuto, para evitar formacdo de um anel de
NaOH a volta do mesmo. Adicionaram-se, através do tubo refrigerante, 5 mL de BF; e deixou-se
em ebulicdo durante 3 minutos, ap6s o que se adicionou, pelo mesmo tubo refrigerante, 3 mL de
isooctano (CsHis). O bal&o foi depois retirado do calor e, ainda quente, adicionaram-se 20 mL da
solucdo saturada de NaCl através do refrigerante. Foi retirado do suporte, tapado e agitado
fortemente durante 15 segundos, aproximadamente. Adicionou-se depois mais solugéo saturada
de NaCl até ao “pescoco” do baldo. Caso ndo ocorresse a total separagdo das fases procedeu-se a
uma centrifugagdo (3900 rpm, 10 minutos, na centrifuga Sigma 2-6E Sartorius). Como ilustrado
na Fig. 27, a fase superior continha a fracdo lipidica extraida da biomassa microalgal, que foi
transferida, com o auxilio de uma micropipeta, para um tubo de vidro, fazendo-a passar por uma
pipeta de Pasteur contendo algoddo e sulfato de s6dio anidro (Na;SO.), para retirar quaisquer
residuos de dgua da amostra. A amostra filtrada foi depois analisada por cromatografia em fase
gasosa.
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Fig. 27 — Resultado ap6s centrifugacéo do liquido resultante do método BFs.

Nos casos em que se pretendeu analisar o teor de ésteres metilicos na fragéo lipidica, adicionou-
se cerca de 15 mg de padréo interno (éster metilico do acido heptadecandico, C17:0) a 1,5 mL da
amostra filtrada acima referida (fase do isooctano), procedendo-se depois a anélise
cromatografica, cujo resultado estéa apresentado na Fig. 28.

? ¥

|c:\estagios\ZD14715\anafbama\agoslo\brislol1 .runl

45513

204

= C16:0 (16.271)

-] C18:3 (19.333)

19.643

19.955
C20:0 (20.287)
£22:0 (22.325)

= C13:2 (18.722)

my olts

0.5+

=] C18:3 (19.333)

= 19,643
L 15,855
£ 0200 (20 287)

[ C22:0 (22.325)

0.0+

=] C14:0 (14.328)

-0.3 T T T T T 1
Minutas

Fig. 28 — Cromatograma referente a analise da fracdo lipidica da biomassa obtida de uma cultura de S. obliquus em
meio Bristol. Na ampliagdo € visivel a identificacdo de cada acido gordo e o tempo a que sdo identificados.

Andlise cromatogréfica:

As amostras foram analisadas num cromatografo (Varian 3800), equipado com detetor de
ionizacdo a chama (FID) e coluna capilar (Supelcowax 10, comprimento 30 m, didmetro interno
0,32 mm e espessura de filme 0,25 pm) nas seguintes condic¢des: temperatura inicial da coluna —
60°C (2 min); taxa de aquecimento de 10°C/min até 200°C, seguida de taxa de aquecimento de
5°C/min até 240°C (7 min); temperatura do injetor — 250°C; temperatura do detetor — 250°C;
pressao do gas de arrasto (hélio (N50)) — 6,0 psi; volume de injecdo — 1 pL.

A percentagem relativa de cada um dos ésteres metilicos de &cidos gordos foi calculada através
da Equacdo (6).

, A;

% Ester metilico; (m/m) = o—— x 100 6
6 (m/m) = 57— (6)
onde Y A representa a area total dos picos dos varios ésteres metilicos, Ap; a area do pico que
corresponde ao padrdo interno utilizado e finalmente A; é a &rea do pico do qual se pretende
calcular a percentagem.
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A identificagdo dos ésteres metilicos dos acidos gordos foi feita por comparacdo com o obtido
para uma solu¢do padrdo, analisada nas mesmas condic¢des cromatogréaficas.

O teor de ésteres metilicos de acidos gordos na fracdo lipidica foi calculado através da Equacéo

().

Z A—- API Visooctano,i
A, X Mer Xy
PI isooctano,f

X 100 Q)

% Ester metilico (g/100 g biomassa) =
Mpiomassa

onde mp; € a massa do padréo interno (C17:0) [MQg], Visooctano,i € 0 vVolume total de isooctano

usado no método BFs (3 ML), Visooctano,s FePresenta o volume de isooctano/ésteres metilicos

usado para a analise cromatografica [mL] € mp;pmassq € @ Massa de biomassa pesada para o
processo de transesterificagdo (método BFs3) [mg].

4.6.4.2. Indice de lodo

O indice de iodo € outro dos parametros importantes para a comercializacao do biodiesel. Permite
avaliar o grau de insaturacdo de um 6leo (ou ja do proprio biodiesel). E calculado teoricamente
de acordo com a EN 16300 [136], ou experimentalmente, segundo a EN 14111 [137].

Como a amostra de biomassa era muito limitada, neste trabalho foi apenas calculado o indice de
iodo teorico, que corresponde ao somatorio dos valores resultantes da multiplicagéo dos fatores
presentes na Tabela 7 (correspondentes apenas aos FAME insaturados) pela percentagem dos
FAME obtida a partir da analise cromatogréfica. A expressao que permite calcular o indice de
iodo tedrico encontra-se explicitada na Equacéo (8).

Tabela 7 — Fatores de multiplicagdo de cada éster metilico. Adaptado de [136].

Esteres metilicos de &cidos gordos insaturados Fator Multiplicativo
Miristoleato de metilo C14:1 1,056
Palmitoleato de metilo Ci16:1 0,950

Heptadecenoato de metilo Ci7:1 0,899
Oleato de metilo C18:1 0,860
Linoleato de metilo C18:2 1,732
Linolenato de metilo C18:3 2,616
Eicosenoato de metilo C20:1 0,782
Eicosadienoato de metilo C20:2 1,574
Eicosatrienoato de metilo C20:3 1,376
Docosenoato de metilo C22:1 0,720
Docosadienoato de metilo C22:2 1,448
Docosatrienoato de metilo C22:3 2,184
indicelodo (.g [2/1009) = Z(%FAME X Fatormultiplicativo) (8)
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4.7. ConsideracOes energéticas

Como nesta dissertacao se pretendia realizar a produgéo/crescimento de microalgas de uma forma
energeticamente (e economicamente) sustentavel, foram tidos em conta os valores de consumos
energéticos de alguns equipamentos utilizados ao longo do trabalho experimental.

Esses consumos foram retirados de alguns trabalhos ja realizados no LNEG, que utilizaram os
mesmos aparelhos. Na Tabela 28 (Anexo Il) encontram-se 0s consumos energéticos de alguns
dos referidos equipamentos, juntamente com o trabalho experimental onde foram utilizados e a
sua marca e modelo.

Os consumos energéticos foram averiguados com um medidor de energia elétrica Ecowatt
Chacon KGS 01-01.
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Capitulo 5 — Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo discutidos os principais resultados obtidos durante o trabalho experimental,
assim como serdo feitas algumas comparagdes com trabalhos existentes na literatura.

Este capitulo esta dividido em seccdes relacionadas com os diferentes ensaios realizados, cujas
caracteristicas foram descritas no subcapitulo 4.3 do Capitulo 4 — Materiais e Métodos. Nessas
secgOes, para além da analise do crescimento da(s) microalga(s), sdo também apresentados 0s
resultados da caracterizacdo da biomassa microalgal e da bioremediacdo dos efluentes, nos
ensaios em que esses estudos ocorreram.

5.1. Caracterizacao dos efluentes

A caracterizagdo prévia dos efluentes permite compreender, por um lado, em que medida os
mesmos podem ser utilizados como meio de crescimento de uma cultura microalgal, e por outro,
em que medida as microalgas sdo eficientes no seu tratamento. Convém referir que, devido a
natureza dos efluentes analisados, que contém grandes quantidades de matéria organica
deterioravel, esta caracterizacdo apenas corresponde as amostras recolhidas de efluentes de um
mesmo dia, que depois foram usadas ao longo dos ensaios.

Para efluentes deste tipo, que tém cargas organicas consideraveis, devem ser realizadas analises
imediatamente antes da sua utilizagdo, para que seja tida em conta a sua caracterizagéo real e se
exporte essa informagao para os fins desejados.

Quanto ao efluente de porco bruto, apenas figuram nesta dissertacdo os valores da sua
caracterizacao obtidos a partir de outro trabalho realizado no LNEG; a comparacdo entre 0s
efluentes avicola bruto (AB), avicola floculado (AF) e porco bruto (PB) sera apenas referente ao
contetido em solidos e a caracterizagdo ionica (azoto e fosforo).

5.1.1. Teor de solidos

A determinagdo dos solidos de um efluente é considerada uma andlise simples pois consiste
apenas na realizacdo de filtragcdo, secagem, calcinacdo e pesagem das amostras. Apesar disso,
permite conhecer de forma primordial as particulas que fazem parte dos efluentes, quer em relacdo
ao tamanho (sélidos suspensos ou dissolvidos), quer a natureza quimica (sélidos fixos ou
inorganicos, e volateis ou organicos). Ter conhecimento destes parametros é importante porque o
aumento dos s6lidos em suspensdo num rio, por exemplo, aumenta a turbidez da agua, o que leva
a diminuicdo da penetracao da luz solar e por conseguinte ira afetar o crescimento dos organismos
fotossintéticos, comprometendo a producdo de nutrientes para toda a cadeia alimentar, bem como
a producdo de O necesséria a vida aquética [138].

O teor de sdlidos dos efluentes avicolas estudados foi determinado e os resultados estdo
apresentados na Tabela 8. O efluente avicola bruto, heterogéneo e com muitos precipitados em
suspensdo, apresentou valores mais elevados do que o efluente floculado em todos os pardmetros
analisados.
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Tabela 8 — Teor de solidos dos efluentes avicola bruto, avicola floculado e porco bruto.

Efluente
Avicola bruto Avicola floculado Porco bruto
(AB) (AF) (PB)
SST [g/L] 1,42 + 0,08 0,06 + 0,01 7,43+ 0,19
ST [g/L] 2,03+ 0,04 0,67 + 0,003 13,25 + 0,07
SV [g/L] 1,35+ 0,03 0,11 + 0,001 6,24 + 0,17
SSV [g/L] 1,17 £ 0,06 0,03+ 0,01 4514021

Estes valores representam a média + desvio padréo de 2 (efluente avicola) e 5 (efluente suino) repeticoes

Ao comparar os efluentes de aves (AB e AF) e o de porco (PB), é clara a diferenca entre os sélidos
neles existentes. Este facto denota a necessidade de haver uma diluicdo significativamente maior
do efluente de origem suina nos ensaios de crescimento da microalga.

5.1.2. Teor de azoto, fésforo e CQO

Outro parametro importante na analise de efluentes € a quantidade de certos iGes presentes nos
mesmos, que limita a descarga das aguas residuais para 0 meio ambiente. No ambito desta
dissertacéo foi analisado o contetdo dos dois efluentes avicolas em termos de azoto, na forma de
amoénio (NHs-N) e nitrato (NOs-N), fésforo, na forma de fosfato (PO4-P) e de caréncia quimica
de oxigénio (CQO) (Tabela 9), de modo a perceber se os efluentes seriam apropriados, ou se se
teria de realizar alguma diluigdo/concentracdo destes como meio de cultura para as microalgas.
Relativamente a caracterizacdo do efluente de porco (PB), foi determinado o contetdo em azoto
total, azoto amoniacal (NHs-N), fésforo e CQO (Tabela 10).

Como se pode verificar na Tabela 9, os valores para os dois efluentes avicolas (AB e AF) sdo
muito distintos, principalmente quanto ao teor de NH4-N e de CQO. E notdria a diferenca entre a
CQO dos efluentes avicolas bruto e floculado: o efluente AB contém quase sete vezes mais
contaminantes do que o efluente AF, valor ja esperado devido as diferentes aparéncias fisicas dos
efluentes.

Tabela 9 — Conteldo inicial de NH4-N, POs-P, e NOs-N dos efluentes avicola bruto e avicola floculado.

Efluente
Avicola bruto Auvicola floculado
(AB) (AF)
CQO [g O4/L] 3,70 + 0,72 0,55+ 0,51
NH4-N [mg/L] 122,71+ 1,91 259,27 + 9,18
PO4-P [mg/L] 27,90 + 1,62 23,41+081
NOs-N [mg/L] 0,18 n.d.

“n.d.” — ndo detetado. Estes valores representam a média + desvio padréo de 2 (AB) e 3 (AF) repeticdes

Na Tabela 10, pode-se verificar que o efluente proveniente da industria suina contém uma elevada
quantidade de contaminantes, apresentando uma CQO cerca de quatro vezes superior a do
efluente de aves mais contaminado. O valor de azoto amoniacal é de aproximadamente 2500
mg/L, valor muito mais elevado do que o considerado ideal para o crescimento de qualquer
microalga (na ordem de 100 mg/L).
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Tabela 10 — Contetido de CQO, de azoto total e amoniacal e de fésforo no efluente de porco bruto.

Efluente porco bruto

(PB)
CQO [g O/L] 14,16 £ 1,25
Azoto total [mg/L] 3171
NH3s-N [mg/L] 2472,4 £ 1,98
POs-P [mg/L] 6,98 £ 0,63

Estes valores representam a média + desvio padrédo de 5 (CQO) e 2 (P total e N amoniacal) repeti¢des

Comparando os valores da caracterizagdo efetuada com os existentes na literatura, conclui-se que
sdo semelhantes para efluentes vindos da industria aviéria, que reportam valores de azoto
amoniacal entre 96-802 mg/L e de fésforo total de 30-50 mg/L [139]. Este é um ramo da indUstria
animal associado a niveis de nutrientes mais baixos do que os descritos para o setor suino, cujos
efluentes podem chegar a ter conteidos de azoto amoniacal de 1290-2430 mg/L e de fésforo total
de 264-324 mg/L [139].

Quanto a CQO destes dois tipos de aguas residuais, a publicacdo de autoria de Zhu et al. (2013)
reporta valores de 3,7 g O2/L (efluente do ramo suino) [106], valor significativamente mais baixo
do que o existente no efluente de porco bruto utilizado nesta dissertacdo. Relativamente ao
efluente avicola, a literatura indica valores entre 1,753 e 12,052 g O./L para um efluente derivado
do estrume dos animais [140]. Se se considerarem valores de CQO de efluentes provenientes de
residuos urbanos apds tratamento priméario (0,060-0,137 g O./L) analisados por Batista et al.
(2015) [121], conclui-se que os efluentes avicola e suino tém cargas organicas muito superiores
comparativamente ao oriundo de residuos urbanos.

Uma vez que o valor recomendado para o crescimento das microalgas é de cerca de 120 mg/L
NHs-N [141] (= 155 mg/L NH4*), chegou-se a conclusio que se poderia utilizar o efluente avicola
bruto sem qualquer diluicdo e o avicola floculado com uma diluicdo de 1/2, feita com &gua
potéavel. Devido ao elevado contetdo de azoto amoniacal, o efluente de porco bruto, usado no
ensaio com adicdo de CO-, seria diluido a 5%, o que significa que teria de ser realizada uma
diluicdo de 1/20 para que fosse atingido um teor de azoto amoniacal aceitavel para a(s)
microalgas(s). A partir desta informacgdo conclui-se que, pelo maior gasto de agua potavel, este
efluente torna-se menos sustentavel do que os efluentes avicolas.

5.1.3. Eletrocoagulacéo do efluente avicola bruto

De maneira a testar o processo de eletrocoagulacédo (EC) no efluente com maior quantidade de
precipitados (avicola bruto), realizou-se este método num volume conhecido de efluente, cuja
aparéncia original esta ilustrada na Fig. 29 (a). O sobrenadante foi depois analisado relativamente
ao seu teor de gorduras e o meio liquido, ja sem a maior parte dos contaminantes sélidos, foi
usado como meio de crescimento microalgal num ensaio realizado posteriormente.

N&o foi calculada a eficiéncia de remocdo da matéria orgénica sélida, mas é visualmente
percetivel a partir das Fig. 29 (b) e (c), que esses contaminantes foram eficazmente separados do
meio. Realizaram-se alguns ensaios com a mesma corrente imposta (= 10,94 mA/cm?), mas
diferentes periodos de tempo (5 e 10 minutos), e apds 0 mesmo tempo de repouso de 30 minutos,
concluiu-se que 10 minutos de EC (Fig. 29 (c)) seria o periodo de tempo mais adequado (ainda é
considerado um tempo reduzido, com bons resultados de separacdo). Obteve-se um meio liquido
ainda com alguma cor, mas transllcido, e constatou-se que apesar da remocdo satisfatéria dos
solidos existentes no efluente, o cheiro ainda permanecia, evidenciando assim que continuaria a
ser necessario o tratamento biolégico do mesmo, por parte da(s) microalga(s).
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Fig. 29 — (a) Aspeto original do efluente avicola bruto. Resultado da EC sobre o efluente durante (b) 5 minutos e (c)
10 minutos (i = 10,94 mA/cm?).

Foi avaliada a CQO do meio liquido apds o processo de EC, tendo-se verificado que o valor para
este “novo” meio era de 1,2610,15 g/L, cerca de 3 vezes menor do que a do efluente avicola bruto
sem qualquer tratamento (Tabela 9).

A matéria agregada a superficie apds a eletrocoagulacdo do efluente avicola bruto foi analisada
em termos do teor de gorduras, sendo o valor de 0,625+0,078% (m/m). Esta analise foi realizada
com o intuito de uma eventual recuperacao da gordura para posterior conversao em biodiesel. Em
face do valor obtido, esta hipdtese ndo sera muito atrativa, mas conduz a um efluente limpido para
o cultivo de microalgas, o que indica que este método pode ser utilizado em alternativa a
floculacéo realizada pela Avibom, com vantagens econdmicas, energéticas e ambientais.

5.2. Selegdo da microalga

O primeiro ensaio teve como objetivo escolher a microalga que melhor se adaptasse as condi¢des
de crescimento no efluente avicola bruto, dado este ter sido considerado o mais econémica- e
ambientalmente favoravel, devido ao seu baixo custo e ao seu carater nutricional. Assim, as cinco
microalgas (S. obliquus, C. protothecoides, C. vulgaris, N. oleoabundans e Spirogyra sp.) foram
inoculadas no efluente AB, que ndo foi sujeito a qualquer esterilizacdo ou diluicdo, sendo
utilizado exatamente como veio da empresa e apenas armazenado sob refrigeracéo.

O ensaio decorreu durante 30 dias e, como se pode verificar a partir da Fig. 30, o crescimento das
microalgas foi bastante irregular, ndo se observando o crescimento logaritmico expectavel para
este tipo de microrganismos. Contudo, pode considerar-se que ocorreu um periodo de adaptagao
mais curto para a S. obliquus do que para as outras microalgas, o que depois se transformou num
crescimento claramente maior (em termos de absorvancia) para essa microalga.

—C. protothecoides ——N. oleoabundans —C. protothecoides ——N. oleoabundans
2,00 C. vulgaris Spirogyra sp 2,00 C. vulgaris Spirogyra sp
1,50 —, obliguus —, obliguus
__ 100 °© = 1,60
E 20
g >0 o 1,20
g 000 X 3 \A
= ‘ 9 0,80 )
= -0,50 o
= g
1,00 & 0,40
-1,50 b
-2,00 (@ 0,00 (b)
0 2 4 6 81012141618202224262830 0 2 4 6 8 1012141618 202224262830
Dias Dias

Fig. 30 — (a) Curva de crescimento das microalgas estudadas; (b) Crescimento das microalgas em termos de peso
Seco.
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Quando a andlise é feita em termos de peso seco (Fig. 30 (b)), verifica-se que a S. obliquus e,
particularmente, as espécies do género Chlorella, parecem apresentar crescimentos interessantes.
Pode considerar-se que o valor absoluto de peso seco calculado néo vai estar correto, uma vez
que nele se incluem todos os sélidos inicialmente presentes no efluente; contudo, em termos
relativos pode fazer-se comparacfes entre os valores obtidos para as diferentes espécies de
microalgas, tornando nitido, ainda assim, o crescimento de algumas delas. Visualmente, no final
do ensaio, os erlenmeyers contendo as amostras de Chlorella apresentavam um aspeto bago, de
cor verde/castanho com precipitados, ao contrario do erlenmeyer com a S. obliquus, que exibia a
cor verde tipica destes microrganismos, num meio homogéneo, como se verifica na Fig. 31. E
importante assinalar também que 0s meios de cultura das microalgas N. oleoabundans e Spirogyra
sp. se apresentaram floculados e de cor castanha, o que indica que 0s microrganismos ndo se
adaptaram muito bem as condi¢6es a que foram sujeitos.

Fig. 31 — Aparéncia das culturas no final do ensaio de sele¢do da microalga, que se encontram na seguinte ordem: (da
esquerda para a direita) S. obliquus, C. protothecoides, C. vulgaris, N. oleoabundans e Spirogyra sp..

O pH ¢é um indicador do estado das culturas e permite averiguar se 0s microrganismos estao ou
ndo a prosperar no meio de cultura em que estéo inseridos. Como se apresenta na Fig. 32, ap6s
um periodo de adaptagdo, o valor do pH da S. obliquus comeca a aumentar progressivamente até
valores tipicos destas culturas (= 10) e 0 contrario acontece com as outras espécies, que no final
do ensaio tinham um valor de pH de aproximadamente 6, muito baixo para a progressao normal
destas microalgas.

——C. protothecoides ——N. oleoabundans

10 C. vulgaris Spirogyra sp
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Fig. 32 — Variagéo do valor de pH das diferentes culturas em efluente avicola bruto.

E importante referir que os parametros ilustrados nas Fig. 30-Fig. 32 (principalmente o peso seco)
so foram analisados a partir do momento em que se verificou visualmente um crescimento das
microalgas, o que justifica a auséncia de alguns dados nos gréaficos no inicio dos ensaios.

Dado que a Scenedesmus obliquus mostrou as melhores performances de crescimento no efluente
avicola bruto, foi a microalga escolhida para 0s ensaios posteriores.

Todos os ensaios decorreram até ser atingida a fase estacionaria de crescimento, uma vez que
segundo a literatura é nessa fase que se formam mais lipidos neutros, associados ao
armazenamento de energia dentro da célula [142]. Os glicéridos (mono-, di- e tri-) sdo formados
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por &cidos gordos e por isso constituem exemplos de lipidos neutros [142]. S&o os mais usados
para a producdo de biodiesel porque o processo de transesterificacdo basica a escala industrial
estd otimizado para processar esses glicéridos e tem eficiéncias baixas no processamento de outras
fracOes lipidicas, como os &cidos gordos livres ou os lipidos polares ([143], [144]).

5.3. Crescimento da microalga S. obliquus em meio sintético e
caracterizacdo da biomassa microalgal

5.3.1. Meio Bristol

(@) Crescimento

Com a selegéo da S. obliquus como a microalga a estudar no restante trabalho experimental, foi
necessario conhecer o seu crescimento num meio favoravel: o meio sintético Bristol. Este ensaio,
realizado durante 14 dias, permitiu conhecer o comportamento/crescimento da microalga S.
obliguus num meio esterilizado, através da andlise de absorvancia (a 540 nm), do peso seco e do
valor de pH ao longo do ensaio.

E possivel verificar na Fig. 33 (a) que a curva de crescimento segue o comportamento esperado
para culturas de microrganismos, apresentando um crescimento logaritmico. No entanto, neste
caso, ndo se verificou a fase de laténcia inicial, correspondente & adaptacdo dos mesmos ao meio
de cultura, exatamente porque este é o meio mais favoravel para esta microalga. Observa-se, logo
desde o primeiro dia, a fase exponencial, onde ocorre um aumento constante do nimero de células
na cultura; a partir do dia 7 verifica-se que a cultura entra na fase estacionaria.
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Fig. 33 — Curva de crescimento relativa a absorvancia (a) e ao peso seco (b) da cultura ao longo do tempo, no ensaio
com meio de crescimento Bristol.

Quanto ao peso seco (Fig. 33 (b)), o valor maximo obtido foi de 1,93 g/L num dos reatores, no
Gltimo dia do ensaio, um valor também tipicamente normal para a S. obliquus e maior do que o
considerado possivel em reatores abertos para a producao de biomassa [145].

O valor de pH variou em média entre 6,2740,03 e 10,704+0,01, o que corresponde a valores
tipicos para o crescimento normal desta microalga em meio Bristol [118].

(b) Caracterizacao da biomassa: teor de lipidos e perfil de acidos gordos

Foi determinado o teor de lipidos presente na biomassa microalgal de S. obliquus cultivada no
meio Bristol, conforme o procedimento descrito em 4.6.3.1. Obteve-se um valor de cerca de 30%
(m/m) para o teor de lipidos neutros, que correspondem aos lipidos solGveis em hexano e que
efetivamente podem ser transformados em FAME.
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Quanto & composicao dos lipidos em termos de &cidos gordos, pode verificar-se, a partir da Tabela
11 e da Fig. 34, que as maiores percentagens correspondem aos &cidos gordos C16:0 e C18:1
(acidos palmitico e oleico, respectivamente), perfil muitas vezes referido para os lipidos
sintetizados pela microalga S. obliquus. Segundo os resultados de Gouveia & Oliveira (2009), por
exemplo, esta microalga apresenta como maioritarios os acidos C16:0, C18:1 e C18:2 (cada um
deles com uma percentagem de aproximadamente 20% m/m) e um conteldo em acidos gordos
insaturados bastante elevado (= 55% m/m) [45]. No presente trabalho, também se verificou uma
percentagem muito significativa de acidos gordos insaturados (= 66% m/m), sendo que o teor de
C18:3 (&cido linolénico) cumpre a especificacdo da norma de qualidade de biodiesel EN 14214
(< 12 % m/m) [29]. Também os 4cidos gordos com quatro ou mais duplas ligacdes ndo foram
identificados na biomassa em estudo, pelo que, em principio, também este parametro cumpre 0s
requisitos exigidos (< 1% m/m) [29]. Diante destas observaces, pode concluir-se que a utiliza¢éo
destes lipidos microalgais como matéria-prima para a producdo de biodiesel é vidvel, devendo,
no entanto, ser dada alguma atencéo as propriedades de frio do biocombustivel, atendendo ao teor
de acidos gordos saturados (26,5 % m/m).

Tabela 11 — Teor de ésteres metilicos de acidos gordos na

biomassa de S. obliquus, produzida em meio Bristol
100%

esterilizado. - m Outros
90%  C20:0
[0) 0,
FAME Yo (M/m) 80% . C18:3
C14:.0 0,46 70% mC18:2
C16:0 22,03 60% 1811
C16:1 1,16 50% '
C17:0 1,36 40% m C18:0
C18:0 2,28 30% c17:0
. I .
Ci18:1 44,73 20% C16:1
C18:2 10,12 10% C16:0
C18:3 9,67 0% C14:0
C20:0 0,37 S. obliquus
Outros 7,80 Amostra
Saturados 26,50
Insaturados 65,70 Fig. 34 — Distribuicdo dos FAME presentes na

biomassa do ensaio com meio Bristol esterilizado.

5.3.2. Meio Bristol modificado

Neste ensaio, usou-se como fonte de azoto o ido amonio, em substitui¢do do ido nitrato presente
no meio Bristol, de modo a simular o contetdo do efluente avicola bruto em relacdo a este
parametro. O objetivo deste ensaio, cuja duracdo foi de 13 dias, foi analisar o comportamento da
microalga num meio controlado e esterilizado (meio Bristol modificado), na presenca de
diferentes quantidades de ido amonio ligado a dois anibes distintos (NH4Cl e (NH.).SO4). No
meio liquido obtido no final do ensaio, analisou-se o teor de id0 amonio, para se apurar se as
microalgas tinham ou n&o consumido esta fonte de azoto adicionada ao meio de cultura.

Como se ilustra na Fig. 35 (a), o crescimento da microalga foi quase inexistente, o que juntamente
com a constante diminui¢do do pH das amostras, como é exibido na Fig. 35 (b), pode significar
que 0s nitratos — neste caso, NaNOs — excluidos do meio sintético Bristol sdo importantes para o
crescimento da microalga, e que a quantidade de i&o amdnio ndo é relevante para 0 seu
desenvolvimento, neste caso.
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Fig. 35 — (a) Curva de crescimento da S. obliquus nas amostras do ensaio com meio Bristol modificado; (b) Variagcdo
do pH nas mesmas amostras. 160 e 220 corresponde a quantidade de ido aménio adicionada ao meio sintético [mg/L].

Outra confirmagao do insucesso deste ensaio traduz-se no facto de, a partir do quinto dia, 0s meios
de cultura terem comecado a formar floculos de microalga, @ medida que o meio ficava mais
transldcido, mesmo apds agitacdo manual dos fotobioreatores; ao dia 11 do mesmo ensaio, 0 meio
de cultura comecgou a aparentar um aspeto baco e a ganhar uma cor amarelada, sinal de
contaminagao do meio, ou devido & falta de ifes nitrato e & existéncia de ides amonio a mais no
meio sintético modificado. Os valores de peso seco foram muito irregulares e inferiores a 0,35
g/L, um valor notoriamente baixo comparado com o obtido para 0 meio Bristol.

Como se confirma na Tabela 12, ap6s a analise do sobrenadante final, atestou-se que ndo houve
alterages na leitura do teor de ido amanio, o que significa que a microalga ndo consumiu qualquer
guantidade deste composto adicionado ao meio Bristol modificado.

Tabela 12 — Valores iniciais e finais do teor de ido amonio.

Teor NH4* [mg/L
Fonte de ido amonio + [Mg/L]

Inicial Final

NH.CI 160 161,38 + 6,14
220 232,34

(NH4)2S04 160 155,95 + 1,46

Estes valores representam a média + desvio padréo de 2 ensaios (160 mg/L NH,*)

5.4. Crescimento da microalga S. obliguus em efluentes e
caracterizacdo da biomassa microalgal

5.4.1. Efeito do tipo de efluente

(@) Crescimento

Como a quantidade de ido amoénio presente no efluente avicola bruto era apropriada ao
desenvolvimento da microalga S. obliquus, utilizou-se este efluente sem qualquer diluicdo como
meio de crescimento; no caso do efluente avicola floculado, optou-se por se fazer uma diluicdo
(1/2), a0 mesmo tempo que se analisava o crescimento da microalga nesse efluente sem diluig&o.
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Ao longo da duracéo total do ensaio (29 dias), essas escolhas provaram ser acertadas (cf. Fig. 36).
Como é visivel na Fig. 36 (a), a microalga presente no meio avicola bruto (AB) foi a que obteve
melhores resultados, havendo um periodo de adaptacdo até ao dia 8. Isto aconteceu devido ao
choque inicial que a microalga sentiu ao ser posta em contato com um meio com muito mais
contaminantes do que aguele em que estava inoculada. No entanto, apds essa fase de adaptacéo,
0 seu crescimento foi constante, até ao final do ensaio.

A amostra com meio Bristol teve um comportamento regular e semelhante ao exibido no ensaio
realizado anteriormente (sec¢do 5.3.1 (a)) com esse meio sintético.

— AR AF e AB AF
2,00
2,20 AB [Cent] AF (1/2) AB (Cent) AF (1/2)
1,60 ——AB (pOs-EC)  =====Bristol ——AB (p6s-EC)  ====Bristol
~— 1,50
— 1,00 <
g K
g 010 8 1,00 <
8 -0,20 %
<-080 $ 0,50
-1,40 & -
-2,00 @ 0,00 (b)
0 4 8 12 16 20 24 28 0 4 8 12 16 20 24 28
Dias Dias

Fig. 36 — (a) Curva logaritmica da absorvancia e (b) variagdo do peso seco, das culturas do ensaio com a S. obliquus e
os efluentes avicolas bruto (AB — efluente tal e qual; AB (Cent) — efluente apds centrifugacéo; AB (p6s-EC) —
efluente ap6s eletrocoagulacao) e floculado (AF — efluente tal e qual; AF (1/2) — efluente diluido de 1/2), juntamente
com o meio Bristol ndo esterilizado.

Pode igualmente verificar-se na Fig. 36 (a) que o efluente AF diluido (AF (1/2)) foi muito
favoravel ao crescimento da microalga S. obliquus, seguindo o comportamento observado no
meio Bristol, muito distinto do que aconteceu com o efluente AF sem diluicdo (AF), onde a
excessiva quantidade de ido amoénio (aproximadamente o dobro do valor ideal para estes
microrganismos) pode ter inibido o crescimento da microalga.

Apobs centrifugacdo do efluente avicola bruto, estudou-se o crescimento da microalga no
sobrenadante decorrente desse processo (AB (Cent)). Foi um crescimento irregular (cf. Fig. 36
(a)) e a propria aparéncia do meio nédo foi a desejada — a partir do dia 11, 0 meio tornou-se quase
incolor e formaram-se fl6culos de microalga, o que pode significar que o facto de se centrifugar
o efluente antes de o utilizar como meio de cultura Ihe retira certos nutrientes favoraveis ao
crescimento da microalga. O crescimento da microalga no sobrenadante do efluente AB ap6s
eletrocoagulacéo (AB (p6s-EC)) revelou uma lag phase de cerca de 8 dias. Vrios fatores poderdo
ser apontados como geradores deste resultado, nomeadamente a falta de nutrientes disponiveis,
uma vez que tanto a centrifugacdo como a eletrocoagulacéo poder&o ter removido esses mesmos
nutrientes do meio de cultura, a presenca do metal do elétrodo no meio, ou mesmo a degradagao
do efluente inicial.

Na Fig. 36 (b) encontra-se ilustrada a variacao de peso seco de cada cultura, ao longo do tempo;
verifica-se que houve um aumento regular da biomassa das amostras AB (pds-EC), AF (1/2) e
Bristol, havendo também um aumento significativo do peso seco da amostra AB.

(b) Caracterizacao da biomassa: perfil de acidos gordos

Na Fig. 37 estdo apresentados os perfis de acidos gordos das fragdes lipidicas extraidas das
diferentes biomassas microalgais obtidas em 5.4.1 (a); apurou-se que, em todos 0s casos, 0s acidos
gordos predominantes foram o0 C16:0 e 0 C18:1. E também de referir que no ensaio com meio
Bristol, a distribuicdo dos FAME foi semelhante a da Fig. 34, correspondente & biomassa
produzida em meio esterilizado.
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AF
Amostra

Fig. 37 — Perfis de acidos gordos das amostras do ensaio com a S. obliquus e os efluentes avicolas bruto (AB —
efluente tal e qual; AB (Cent) — efluente ap6s centrifugacdo; AB (p6s-EC) — efluente apds eletrocoagulacéo) e
floculado (AF — efluente tal e qual; AF (1/2) — efluente diluido de 1/2), juntamente com o meio Bristol ndo
esterilizado.
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Como o objetivo era apurar quais os melhores resultados para o aumento de escala, escolheram-
se o efluente avicola bruto sem diluicdo — AB — e o efluente avicola floculado diluido — AF (1/2)
—, uma vez que foram os meios de cultivo com os quais se obtiveram as melhores performances
de crescimento e podem ser usados tal e qual como séo recolhidos na empresa (bastando apenas
uma diluicéo para o efluente AF).

5.4.2. Efeito do tipo de iluminacéao

Ap6s analisados os dados de crescimento nos diferentes efluentes, a microalga S. obliquus foi
inoculada nos efluentes avicola bruto (sem diluicdo) e avicola floculado (diluicdo 1/2), sob
diferentes condicGes de iluminacdo e semelhantes fluxos de ar para agitagéo, para que se estudasse
o efeito da fonte de iluminacéo (l&mpadas fluorescentes vs. LEDs) no crescimento das culturas.
Como é conhecido, as lampadas LED permitem uma elevada poupanga energética relativamente
as fluorescentes, com a vantagem adicional de serem mais duradouras, de gerarem menor calor e
de conseguirem reduzir o stress devido ao excesso de iluminag&o que por vezes ocorre no cultivo
de microalgas [146].

Estes ensaios decorreram durante 31 dias, em reatores de coluna de bolha. Para além do
crescimento microalgal, a biomassa obtida apds eletrocoagulacéo seguida de centrifugacdo foi
analisada em termos de acidos gordos, matéria saponificavel e agucares totais. Neste ensaio foi
também avaliado o crescimento da microalga S. obliquus em meio Bristol ndo-esterilizado, sob
as mesmas condicOes de iluminacdo, apesar de ndo ter sido analisada a biomassa proveniente
desse crescimento. O filtrado decorrente da analise do peso seco foi caracterizado relativamente
a deplecdo de ides amonio (analisado periodicamente) e fosfato (analisado no inicio e no final do
ensaio).

(@) Crescimento

Na Fig. 38 ilustram-se as curvas de crescimento da microalga S. obliquus relativamente a
absorvancia. Verifica-se que existe um desenvolvimento regular da microalga no efluente avicola
floculado (AF (1/2)) e no meio Bristol, quer seja com lampadas fluorescentes ou LEDs. O mesmo
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ndo acontece para o crescimento no efluente avicola bruto (AB) devido a possuir no inicio do
ensaio propriedades que ndo permitiam uma leitura totalmente correta da DO, como a opacidade
e a presenca de impurezas em suspensdo. Contudo, apds o inicio da fase estacionaria (dia 7 para
as amostras AF (1/2) e Bristol), a absorvancia das amostras com o efluente AB foi sempre superior

as restantes, ja com uma producdo visivel de microalgas.
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Fig. 38 — Curvas de crescimento, em termos de DO, da S. obliquus nos efluentes avicolas floculado (AF (1/2)) e bruto
(AB) e em meio Bristol, sob os dois tipos de iluminacdo (IAmpadas fluorescentes e LEDs).

Quanto ao peso seco das amostras (Fig. 39), conclui-se uma vez mais que o efluente AB apresenta
os melhores resultados, tendo atingido no final do ensaio entre 3-4 g de biomassa por litro de
meio. Os dois tipos de iluminag&o corroboram este facto; verificou-se ainda que nos crescimentos

em meio Bristol se obtiveram melhores resultados do que os realizados em efluente AF (1/2).
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Fig. 39 — Variacdo do peso seco das culturas nos ensaios com efluentes avicolas bruto (AB) e floculado (AF (1/2)), e
em meio Bristol, sob os dois tipos de iluminacéo (IAmpadas fluorescentes e LEDs).

Verificou-se que o efluente AB teve logo desde o inicio um peso seco elevado, o que nao significa
que esse valor correspondesse a biomassa produzida pela S. obliquus. Torna-se necessario analisar
a funcdo logaritmica imposta aos valores de peso seco, para averiguar, em termos relativos, se

ocorreu ou nao algum crescimento da microalga. Esses resultados encontram-se na Fig. 40.
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Fig. 40 — Curva de crescimento relativa ao peso seco das culturas nos ensaios com o efluente avicolas bruto (AB) e
floculado (AF (1/2)), e em meio Bristol, sob os dois tipos de iluminacédo (lampadas fluorescentes e LEDs).
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Analisando o crescimento logaritmico das amostras através dos graficos da Fig. 40, conclui-se
gue de facto as taxas de crescimento associadas ao efluente avicola bruto sdo muito menores do
que as do efluente avicola floculado e do meio Bristol. Isto ndo impede que a S. obliquus cres¢a
favoravelmente no efluente AB (0s valores de peso seco sdo expressivamente superiores); apenas
significa que como a partida este efluente tem maior quantidade de particulas em suspenséo — que
contribuem para o valor de peso seco — a microalga pode ter maiores dificuldades em adaptar-se,
que se traduzem em produtividades e taxas de crescimento inferiores.

Constata-se, na Fig. 41, que as taxas média e méxima diaria de crescimento sdo mais elevadas nas
culturas com meio Bristol, seguidas das amostras com efluente AF diluido. Isto deve-se a estes
serem 0s meios de crescimento mais limpidos, permitindo assim a melhor penetracdo da luz; os
dois tipos de iluminacdo permitiram melhores taxas de crescimento com o meio Bristol. Quanto
ao efluente AB, verifica-se que as taxas de crescimento sdo diminutas. Devido a composi¢do
inicial dos efluentes, os reatores com efluente AF (1/2) puderam crescer mais e de forma mais
célere do que os com efluente AB (gue inicialmente tinha muitos precipitados, era opaco e de cor
avermelhada). Esse crescimento mais regular e estavel nos ensaios com efluente AF (1/2), logo
desde o inicio do ensaio, ja foi ilustrado na Fig. 38 (variagdo da absorvancia).
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Fig. 41 — Taxa média e maxima didria de crescimento relativa aos valores de absorvancia das culturas com o efluente
avicola bruto (AB) e floculado (AF (1/2)) e o meio sintético Bristol, sob os dois tipos de iluminagdo (lampadas
fluorescentes e LEDs).

Taxas de crescimento -
DO (dia)

A Fig. 42 corresponde as taxas (média e maxima diéria) de crescimento, mas desta vez relativas
ao peso seco das amostras. A conclusdo que se retira deste pardmetro é a mesma das taxas de
crescimento relativas a DO estudadas anteriormente, sendo que o desenvolvimento foi mais
constante nas amostras com efluente floculado e meio Bristol, conclusdo que se traduz em valores
de crescimento quase logaritmico do peso seco. Contudo, existe aqui uma diferencga: nos ensaios
com efluente AF (1/2) obtiveram-se valores mais elevados de peso seco do que os obtidos nos
ensaios cujo meio de crescimento foi 0 meio sintético Bristol.
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Fig. 42 — Taxa média e maxima diaria de crescimento relativa aos valores de peso seco das culturas com o efluente
avicola bruto (AB) e floculado (AF (1/2)) e 0 meio sintético Bristol sob os dois tipos de iluminagdo (lampadas
fluorescentes e LEDs).

50 Ana Filipa Lima Barata



Microalgas: producdo econdmica e ambientalmente sustentavel

Na Fig. 43, também referente ao peso seco, observam-se as produtividades da S. obliquus em cada
ensaio. E necessario relembrar que nestes valores esta inserido o peso das impurezas existentes
nos efluentes, e ndo sé o peso da biomassa.
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Fig. 43 — Produtividade média e méxima diéria das culturas com o efluente avicola bruto (AB) e floculado (AF (1/2))
e 0 meio sintético Bristol, sob os dois tipos de iluminacéo (lampadas fluorescentes e LEDs).

(b)  Colheita da biomassa por eletrocoagulagéo

Como jé foi referido na reviséo bibliogréfica, a eletrocoagulagdo é um método promissor e eficaz
na separagdo da biomassa microalgal do meio de cultura. Ao contrario do que ocorreu noutros
trabalhos ja realizados no LNEG e na eletrocoagulagdo do efluente avicola bruto (sec¢édo 5.1.3),
este processo de separacdo da biomassa ndo decorreu como esperado Nnos outros ensaios
realizados, mesmo com um tempo de EC superior. Por conseguinte, foi sempre necessario
proceder a uma posterior centrifugacdo dos meios de cultura, ap6s 0 repouso na camara
frigorifica.

E visivel na Fig. 44 que, mesmo ap6s uma noite de repouso, a biomassa néo sedimentou nem
emergiu a superficie, comprovando a ineficiéncia da EC nos ensaios com a microalga. Esta
ineficiéncia na remogdo da biomassa pode ser devida a uma eventual baixa condutividade do
meio. Assim, para testar o meio de cultura, realizou-se um ensaio no qual progressivamente se
adicionou sal, para que se avaliasse se a fonte de alimentacdo DC estava ou ndo a analisar
corretamente os valores de intensidade de corrente. Uma outra hipétese justificativa da
ineficiéncia da remogédo pode ter sido devido a uma avaria na fonte de alimentagéo, que nédo
permitiu atingir-se intensidades de corrente mais elevadas (com as culturas deste ensaio apenas
se conseguiram atingir intensidades de corrente de cerca de 3,04 mA/cm?).

i g™ -

Fig. 44 — Amostra 30 minutos apds 15 minutos de EC (esquerda) e apds uma noite na cdmara frigorifica (direita).

A eficiéncia de recuperacdo da biomassa do ensaio de crescimento da S. obliquus onde se estudou
o efeito do tipo de iluminacdo foi calculada. As culturas dos reatores em duplicado foram
coletadas e efetuou-se leitura dos valores de DO inicial (antes da eletrocoagulacgao) e final das
culturas (depois de 30 minutos de repouso apos a EC), a 540 nm, e procedeu-se ao célculo da
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eficiéncia de recuperacdo da biomassa produzida. A partir dos valores da Tabela 13, pode de facto
concluir-se que a eletrocoagulacdo, neste trabalho, ndo decorreu como descrito na literatura, o
gue resultou em eficiéncias de recuperacao da biomassa muito mais baixas do que as calculadas
no estudo de Matos et al. (2013), por exemplo [47].

Tabela 13 — Valores iniciais e finais das absorvancias [A] das amostras com efluente avicola (floculado — AF (1/2) e
bruto (AB)) sob os dois tipos de iluminagéo (fluorescente e LED) e eficiéncias de recuperacéo da biomassa

microalgal.
Amostra iIJeri?\ad(;%o (D.gffg;; (apés%%sx?gutos) T]reCl-Jperagéo
da biomassa
Fluorescente 3,42 1,85 46%
AB Fluorescente 8,22 5,91 28%
AF (1/2) LED 3,75 2,28 39%
AB LED 10,70 4,46 58%

Segundo esses autores, as eficiéncias de recuperacdo da biomassa séo quase sempre superiores a
90% para as condicBes otimizadas (para uma cultura de Nannochloropsis sp., obtiveram
eficiéncias de 96% apds 10 minutos de EC) [47]. Na Fig. 45 exemplifica-se o resultado de uma
eletrocoagulacdo bem-sucedida. Na figura € visivel a separagdo entre a biomassa microalgal e o
sobrenadante; as amostras foram sujeitas a diferentes periodos de EC — entre 1 e 15 minutos —
com uma intensidade de corrente de 8,3 mA/cm?. A figura mostra os resultados depois de 30
minutos de repouso. A intensidade de corrente aplicada, a &rea dos elétrodos e o tempo de
execucgdo da EC sdo fatores determinantes na eficiéncia de recuperacdo da biomassa; no entanto
o0 periodo de repouso ap6s a EC é também fundamental. A titulo de exemplo pode ser mencionado
0 caso estudado por Matos et al. (2013), em que uma eletrocoagulacéo realizada durante apenas
5 minutos (2° copo de vidro na Fig. 45) permitiu uma eficiéncia de remocao de 95%, mas apds 24
horas de sedimentagéo [47].

Fig. 45 — Resultado da EC durante 1, 5, 10 e 15 minutos (da esquerda para a direita). Adaptado de [47].

Voltando a Tabela 13, verifica-se que ndo se encontrou uma correlacdo entre o tipo de
efluente/iluminagdo usado e as diferentes eficiéncias de recuperacdo, uma vez que enquanto na
iluminacdo fluorescente a maior remocdo ocorreu na amostra com efluente AF (1/2), na
iluminacdo com lampadas LED foram as culturas com o efluente AB que obtiveram eficiéncias
superiores. Isto pode estar relacionado com os problemas ocorridos aquando da realizacdo da
eletrocoagulacdo — como a pouca intensidade de corrente imposta as amostras — ou entdo porque
a propria biomassa é diferente de caso para caso.

(c) Caracterizagdo da biomassa microalgal

(c).1. Teor de 4cidos gordos e matéria saponificavel

O perfil de &cidos gordos da biomassa obtida neste ensaio foi analisado para cada amostra
consoante o tipo de efluente/tipo de iluminacdo. O outro propdsito desta analise foi quantificar a
mateéria saponificavel, ou seja, dos lipidos (FAME) existentes qual a matéria realmente passivel
de ser convertida em biodiesel.
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Na Fig. 46, que ilustra a distribuigdo dos FAMEs identificados por cromatografia gasosa, verifica-
se que o perfil de &cidos gordos presentes em cada amostra apresenta algumas diferencas, sendo
gue os FAME predominantes continuam a ser 0 C16:0 e o C18:1.

Ao analisar também a Tabela 14, conclui-se que nas amostras com efluente AF (1/2), prevalece o
acido oleico (C18:1), correspondente a cerca de 40% (m/m) dos &cidos identificados. Em todas
as amostras, o conteudo relativo ao &cido palmitico (C16:0) é de aproximadamente 20% (m/m).
Nas amostras correspondentes ao efluente AB, existe uma distribuicdo mais equilibrada dos
diferentes acidos gordos; nota-se, no entanto, que nestas amostras a quantidade de “Outros” acidos
gordos ndo identificados é mais do que o dobro existente nas amostras com efluente AF (1/2).
Verificou-se também que todas as amostras estdo dentro do limite imposto pela EN 14214 quanto
ao teor do &cido linolénico (C18:3), ja que as quantidades sdo menores do que o valor de 12%
(m/m) estipulado na norma europeia [29].

Lampadas Fluorescentes Lampadas LED
100% ® Outros 100%
90% mC24:0 90%
80% mC22:1 80%
70% m(C22:0 70%
60% m C20:0 60%
50% mC18:3 50%
40% mC18:2 40%
30% mC18:1 30%
20% c18:0 20%
Cil6:1
10% 10%
m Cl16:0
0% _ = ' 0% -
AB mC14:0 AF (1/2) AB
Amostra Amostra

Fig. 46 — Perfis de 4cidos gordos existentes nas amostras do ensaio que pretendeu estudar a influéncia do tipo de
iluminacéo (fluorescente vs. LED) no crescimento da S. obliquus (AF (1/2) — efluente avicola floculado com diluigéo
1/2; AB — efluente avicola bruto sem dilui¢éo).

Analisando ainda o final da Tabela 14, verificou-se que as amostras com o efluente AF (1/2) tém
cerca do dobro da matéria saponificavel ou seja, de lipidos passiveis de ser convertidos em ésteres,
relativamente as amostras com o efluente AB. Se se comparar os dois tipos de iluminagao imposta
as amostras, confirmam-se algumas diferencas: a matéria saponificavel presente nas amostras
sujeitas a lampadas fluorescentes foi sempre menor quando comparada com as amostras
iluminadas com LEDs, independentemente do efluente usado.
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Tabela 14 — Distribuicdo dos acidos gordos identificados por cromatografia gasosa na biomassa do ensaio que
pretendeu estudar a influéncia do tipo de iluminacéo (fluorescente vs. LED) no crescimento da S. obliquus (AF (1/2)
— efluente avicola floculado com diluicéo 1/2; AB — efluente avicola bruto sem diluic&o).

Amostra
Tipo de iluminagédo Fluorescente LED
FAME [% (m/m)] AB AF (1/2) AB
C14:0 0,50 0,53 0,44 0,51
C16:0 21,81 19,03 22,55 19,24
Cl6:1 1,81 2,84 1,60 3,63
C18:0 2,16 1,27 2,29 1,33
C18:1 39,67 19,80 41,21 24,56
C18:2 11,84 18,35 11,00 14,47
C18:3 10,00 10,36 9,52 10,65
C20:0 0,14 0,40 0,18 0,47
C22:0 0,12 0,08 0,15 0,07
C22:1 n.d. n.d. 0,05 n.d.
C24.0 n.d. n.d. 0,06 n.d.
Outros 11,95 27,33 10,96 25,10
Saturados 24,73 21,31 25,66 21,59
Insaturados 63,32 51,35 63,38 53,31
Matéria saponificavel
[4/100g biomasea] 24,48 9,93 29,25 11,38

“n.d.” — ndo detetado

(c). 2) Teor de acucares totais

O conteldo de lipidos, proteinas, pequenas moléculas bioativas e hidratos de carbono representa
a totalidade da composicao destes microrganismos [147]. O intuito deste trabalho era ndo so6 fazer
uma prospecdo para a producdo de biodiesel, mas também analisar se a(s) microalga(s)
escolhida(s) era(m) favoravel(is) & producdo de outro biocombustivel, como o bio-H; e/ou o
bioetanol. O teor de agUcares totais na biomassa € igualmente um fator importante para a selecao
do biocombustivel a produzir.

Na Tabela 15 encontram-se os resultados obtidos ap6s a realizacdo de uma hidrdlise acida
quantitativa, seguida do método do fenol-sulfurico para quantificacdo dos agUcares totais
existentes na biomassa produzida.

Tabela 15 — Quantidade de agUcares totais presentes na biomassa do ensaio que pretendeu estudar a influéncia do tipo
de iluminagdo no crescimento da S. obliquus.

Amostra
Tipo de iluminacéo Fluorescente LED
AB AF (1/2) AB

Acucares totais [% (m/m)] 2160+056 36,21+0,37 | 24,77+0,18 31,90 + 2,64

Estes valores representam a média + desvio-padréo de, pelo menos, 2 repeticoes

A partir dos valores da Tabela 15, conclui-se que a biomassa de S. obliquus produzida contém
mais agUcares comparativamente com a quantidade de matéria saponificavel j& apresentada para
este ensaio. Este facto indica que com estes efluentes industriais a microalga é capaz de produzir
tanto lipidos quanto acucares. Os resultados mostram que com o efluente AF (1/2), a S. obliquus
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produz cerca de 20% (m/m) de acUcares totais. No caso do efluente AB, esse valor sobe para mais
de 30 g/100g biomassa. Quanto ao tipo de iluminacdo que expde os melhores resultados, nota-se
gue ndo existiu aqui uma correlacdo, ja que a maior quantidade de agucares associadas ao efluente
AB ocorreu nas amostras sujeitas a lampadas fluorescentes, e no caso do efluente AF (1/2) foi a
iluminacdo com lampadas LED que permitiu um teor de agUcares totais mais elevado.

(d) Avaliacdo do tratamento dos efluentes pela microalga

A bioremediacdo de efluentes por parte das microalgas é considerada como parte integrante de
um crescimento econdmica- e ambientalmente sustentavel. Como ja foi mencionado, o sector dos
residuos comporta muitos gastos econémicos, para além de, se nao for gerido eficazmente, poder
trazer problemas graves para 0 meio ambiente, em particular para os cursos de agua superficiais.

No dmbito desta dissertacdo analisou-se o tratamento biol6gico das microalgas sobre os efluentes
floculado e bruto (provenientes de um aviario). O objetivo era diminuir os valores analisados
(iBes aménio e fosfato) até aos limites impostos no DL n°236/98 de 1 de agosto [70].

Ao analisar a Fig. 47, é possivel constatar a progressiva diminui¢do da quantidade de ido amonio
presente nos efluentes, devido ao tratamento biol6dgico por parte da S. obliquus. Verificou-se que,
sob iluminagao fluorescente, o ensaio com efluente avicola bruto (AB) demora mais tempo (18
dias) a mitigar as elevadas quantidades de ido amonio que contém, a0 mesmo tempo que a amostra
com efluente avicola floculado (AF (1/2)) demorou metade desse tempo. O que aconteceu nos
ensaios iluminados com lampadas LED foi exatamente o mesmo: 16 dias para 0 ensaio com o
efluente AB e 9 dias para o ensaio com efluente AF (1/2) atingir o limite maximo de azoto
amoniacal imposto no DL n°236/98 (10 mg NH4-N/L [70] ou seja, 13 mg NH4*/L). O facto das
concentragdes do ido amonio serem rapidamente diminuidas para valores inferiores aos
especificados na legislacdo indica que a partir dessa altura, relativamente ao teor do ido amonio,
o efluente poderia ser libertado para qualquer curso de agua sem tratamentos adicionais.
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Fig. 47 — Teor do ido aménio do sobrenadante ao longo do ensaio, nas duas iluminagdes estudadas.

Na Tabela 16, que permite conhecer as eficiéncias da bioremediagéo dos efluentes, constata-se
que se obtiveram valores entre 98-99%. Verificou-se, que, apesar de a diferenca ser ténue, 0s
valores da bioremediacéo relativos as lampadas LED sdo um pouco superiores aos das lampadas
fluorescentes, e também que este processo de descontaminacéo é melhor sucedido e mais célere
nas amostras com o efluente AF (1/2).
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Tabela 16 — Quantidades iniciais e finais de ido aménio [mg/L] presente no sobrenadante das culturas sujeitas aos
dois tipos de iluminacdo com efluente floculado (AF (1/2)) e bruto (AB), da industria avicola. Eficiéncia do
tratamento biol6gico da S. obliquus nos efluentes.

Amostra Tipo de Teor NH4* Teor NH4* Noi diacs
iluminacao dia 0 dia 31 loremediagao .
ruminag (dia 0) (dl ) Valor limite de
Fluorescente 197,82 + 16,12 2,02 + 0,030 98,98% emissao [70]
AB Fluorescente 435,44 4,54 98,96% 10 mg
AF (1/2) LED 206,35+ 72,66 1,74+ 0,14 99,16% NHa-N/L
AB LED 508,36 + 96,66 3,59 + 0,15 99,29%

Estes valores correspondem a média + desvio-padréo de 2 repeticdes

Estes resultados indiciam que a S. obliquus ¢ capaz de “tratar” os efluentes de uma forma rapida
e eficiente, levando entre 9-18 dias sob iluminacéo fluorescente e 9-16 dias sob l&mpadas LED
para atingir o limite legal para o ido amonio.

Pode da mesma forma verificar-se que o teor de fosfatos fica praticamente nulo (Tabela 17),
comparando os valores iniciais e finais. Quanto a este parametro, os valores obtidos apds o
tratamento biol6gico da S. obliquus estdo de acordo com a literatura ([114], [148]), e confirmam
que o efluente no final do ensaio cumpre este requisito legal. Na Tabela 17, observa-se ainda que
a eficiéncia do tratamento da S. obliquus sobre os dois efluentes, em ambas as iluminagdes, foi
guase total.

Tabela 17 — Quantidades iniciais e finais de fosfatos [mg/L] presentes no sobrenadante das culturas sujeitas aos dois

tipos de iluminacéo com efluente floculado (AF (1/2)) e bruto (AB), da indUstria avicola. Eficiéncia do tratamento
biolégico da S. obliquus nos efluentes.

Amostra . Tipo de Teor PO Teor POs* _ o
iluminagao (dia 0) (dia 31) TNobioremediagao Valor limite de
Fluorescente 25,75+ 1,77 0,15+ 0,14 99,42% emissao [70]
AB Fluorescente 43,50 + 0,35 0,15 99,66% 10 mg
AF (1/2) LED 26,50 + 1,41 0,75 97,17% P/L
AB LED 41,75+ 1,77 0,69 + 0,27 98,35%

Estes valores correspondem a média + desvio-padréo de 2 repeticdes

5.4.3. Crescimento da microalga S. obliquus em efluente avicola
e suinicola, com adicdo de CO-

(@) Crescimento

No ultimo ensaio (que durou 28 dias), & agitagdo com ar comprimido foram adicionados 5% de
CO», de modo a estudar o comportamento da S. obliquus perante este nutriente adicional, no
efluente de aves bruto (neste ensaio designado ABcoz) € no efluente de porco bruto (PBcoz2), com
iluminacéo fluorescente.

A semelhanca do que aconteceu com a biomassa produzida no ensaio anterior, foi analisado o
perfil de &cidos gordos, o teor de agUcares totais e a matéria saponificavel relativos a biomassa
microalgal produzida. Como ja foi mencionado, 0s meios de cultura derivados deste ensaio foram
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apenas centrifugados, apds terem repousado uma noite na camara frigorifica. A bioremediagdo
(ido amdnio e fosfatos) dos efluentes foi averiguada de forma similar.

Nos gréaficos seguintes (Fig. 48 e Fig. 49) apresentam-se 0s resultados referentes ao
acompanhamento periddico das amostras em termos de absorvancia, peso seco e pH.

A partir da Fig. 48 (a) verifica-se uma vez mais o favoravel crescimento da S. obliquus no efluente
avicola bruto (ABco2) e também no novo efluente originario da indUstria suina (porco bruto
(PBcoz)). Como seria de esperar, e devido a grande quantidade de precipitados existente no
efluente do ramo avicola, o crescimento foi menor (cf. Fig. 48 (a)) comparativamente ao
desenvolvimento da microalga no efluente de porco bruto que, como referido na secgéo 4.3, se
encontrava diluido de 1/20; neste efluente, a S. obliquus exibiu um crescimento regular e tipico,
desde a fase de crescimento logaritmico até a fase estacionaria. O crescimento da microalga no
efluente avicola bruto foi superior ao ocorrido no efluente de porco bruto, atingindo-se no final
da experiéncia, em média, um valor de DO de 12, valor nunca verificado ao longo de todos os
outros ensaios.

2,80 PB(CO2) 2,50 PB(CO2)
2,40 =——AB(CO2) 2,00 = AB(CO2)
2,00 150
-~ 21,00
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Fig. 48 — Curva de crescimento, relativamente a absorvancia (a) e ao peso seco (b), das culturas com os efluentes
avicola bruto (ABco2) e porco bruto (PBcoz), iluminadas com lampadas fluorescentes (e adigdo de CO2).

A Fig. 48 (b) ilustra a curva de crescimento referente ao peso seco. A cultura com efluente de
porco bruto exibe um desenvolvimento regular e quase logaritmico e, comparando com 0s
resultados obtidos nos ensaios anteriores (sec¢do 5.4.2 (a)), onde ndo se procedeu a adigdo de
CO,, conclui-se que os valores de peso seco atingidos pelas culturas foram muito superiores,
comprovando a influéncia benéfica do CO, como nutriente adicional e “catalisador” do
crescimento da microalga S. obliquus. As culturas atingiram valores para peso seco na ordem dos
4,8 g/L e 5,6 g/L, com os efluentes de porco bruto e avicola bruto, respetivamente, sendo que o
peso seco maximo foi atingido por uma das amostras com efluente avicola bruto (mais de 6 g/L).

O pH manteve-se, inicialmente, em valores a rondar 7, como se verifica na Fig. 49, subindo depois
para valores de pH mais bésicos, mas apenas até cerca de 9. As culturas ndo terdo ficado mais
alcalinas devido a existéncia do CO, no ar de agitacdo que, pelo seu carater acido, ndo permitiu a
subida do pH do meio de crescimento para valores mais basicos.

10
9
o8
[«
7 PB(CO2)
—— AB(CO2)
6

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28
Dias

Fig. 49 — Variagdo do pH das culturas com os efluentes avicola bruto (ABcoz) € porco bruto (PBcoz) no ensaio com
adicdo de CO: e iluminacéo fluorescente.
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A Fig. 50 (a) corresponde as taxas (média e maxima diéria) de crescimento relativas ao peso seco
das amostras. A conclusdo que se retira deste parametro prende-se com a observacdo de que o
desenvolvimento foi mais “tipico” nas culturas com efluente de porco bruto (PBco2), obtendo por
conseguinte taxas de crescimento maiores. Quanto as produtividades das culturas nos dois
efluentes (Fig. 50 (b)), verifica-se que sdo semelhantes, uma vez que o efluente avicola bruto
(ABco2) conseguiu alcancar valores superiores de peso seco.
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Fig. 50 — (a) Taxa média e maxima diaria de crescimento e (b) Produtividade média e méxima diaria das amostras do
ensaio para estudar o efeito da adicdo de CO2 ao fluxo de ar de agitagéo, associadas ao peso seco.

(b) Caracterizagdo da biomassa microalgal

(b). 1) Teor de acidos gordos e matéria saponificavel

Na Tabela 18, bem como na Fig. 51, encontra-se a distribuicdo dos acidos gordos na biomassa
produzida no ensaio com adi¢do de CO, ao ar de agitacdo. Verifica-se que os acidos gordos
predominantes continuam a ser 0 C16:0 e 0 C18:1, sendo que nas amostras com o efluente avicola
bruto (ABco2) existe uma percentagem significativa do acido gordo C18:2 (&cido linoleico) e um
maior valor associado aos acidos gordos nédo identificados. Quanto ao teor de acido linolénico
(C18:3), verifica-se que os valores obtidos neste ensaio estdo também dentro do limite
especificado na EN 14214 para o biodiesel (<12% (m/m)) [29]. A partir da Tabela 18, observa-se
que a matéria saponificavel obtida nas amostras com efluente de porco bruto é mais elevada do
gue com o efluente avicola bruto, que por sua vez se mantém na mesma ordem de grandeza da
observada na sec¢éo 5.4.2 (c). 1).
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Tabela 18 — Distribuigdo dos acidos gordos na biomassa
produzida e matéria saponificavel existente na mesma.
Ensaios realizados na presenca de 5% de COa.

Amostra 100%
Tipo de iluminacédo Fluorescente 90% . H Outros
FAME Avicola bruto . mC22:0
[% (m/m)] (ABcoz) 8°j’ 200
C14:0 0,37 0,49 70% Nl
C16:0 23,63 24,45 60%
c16:1 1,45 1,68 50% mcls:2
C18:0 2,43 2,12 40% I mclsl
C18:1 35,65 19,78 30% C18:0
c18:2 18,62 25,27 0% ci6:1
C18:3 5,68 5,76 10% C16:0
C20:0 0,25 0,45 0% [ | [ = C14:0
C22:0 0,07 0,07 ABeos
QOutros 11,87 19,93 Amostra
Saturados 26,74 27,58 Fig. 51 — Perfil de &cidos gordos das amostras do
Insaturados 61,39 52,49 ensaio realizado na presenca de 5% de COz2, sob
Matéria saponificével 2333 1378 iluminacéo fluorescente.

[9/100g biomassa]

(b). 2) Teor de aglcares totais

Relativamente a quantidade de acucares totais, também analisados para a biomassa produzida
neste ensaio, observa-se, na Tabela 19, uma grande disparidade entre as amostras dos dois
efluentes: com o efluente de origem aviaria (ABco2), a S. obliquus conseguiu produzir
aproximadamente o dobro dos aglcares do que com o efluente proveniente da inddstria suina
(PBco2). Para além disso, o teor de agUcares totais para as culturas com efluente ABco foi superior
ao obtido no ensaio sem adicdo de CO, com o mesmo efluente (avicola bruto) e o tipo de
iluminacéo (fluorescente). Sao valores bastante elevados, que comprovam novamente a vantagem
da utilizagdo do CO; como “catalisador” do crescimento microalgal.

Tabela 19 — Quantidade de aglcares totais existentes na biomassa do ensaio realizado na presenca de 5% de COz, sob
iluminacéo fluorescente.

Amostra
Tipo de iluminacéo Fluorescente
Avicola bruto (ABco2)

Acucares totais [% (m/m)] 23,61 +5,25 41,42 + 1,69

Estes valores correspondem a média + desvio-padrdo de 2 repeticdes

(c) Analise do tratamento dos efluentes

Torna-se visivel, a partir da Fig. 52, que o tratamento biol6gico dos efluentes pela microalga S.
obliquus foi bem-sucedido, pois bastaram entre 8 e 10 dias para que o limite imposto pelo DL
n°236/98 [70] relativamente & quantidade do ido amdnio fosse atingido. Na Fig. 62 (Anexo I11)

Ana Filipa Lima Barata 59



Microalgas: produgdo econdmica e ambientalmente sustentavel

exibe-se uma ampliacdo do momento a partir do qual o teor de ido amonio existente nos efluentes
permite a descarga legal dos mesmaos.
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Fig. 52 — Variagéo do teor do ido aménio das culturas sujeitas a iluminagéo fluorescente, no ensaio onde ao ar de
agitacéo foi adicionado 5% de COs..

Os resultados decorrentes da bioremediacao dos iGes amonio e fosfato apresentam-se na Tabela
20 e na Tabela 21, respetivamente. Verifica-se que inicialmente o teor do ido amonio é superior
no efluente de porco bruto; o contrario acontece com o contetido em ido fosfato — o efluente de
avicola bruto contém um teor trés vezes superior. Contudo, os niveis de eficacia na remocao deste
contaminante pela microalga sdo muito semelhantes para ambos os efluentes — sempre superiores
a 99%.

Tabela 20 — Quantidades iniciais e finais de ido aménio [mg/L] presente no sobrenadante das culturas com efluente
avicola bruto e porco bruto sujeitas a iluminagéo fluorescente, no ensaio onde ao ar de agita¢do foi adicionado 5% de
CO:a. Eficiéncia do tratamento biol6gico da S. obliquus nesses meios de cultura.

Tipo de Teor NHs*  Teor NH4* (dia I
Amostra uiocio (dia0) 28) R [ — valor fimite
[70]
203,88 5,26 + 0,004 97,42%
) Fluorescente 10 mg
Avicola bruto 185.39 4,55 + 0.24 97.54% NH.-N/L

(ABco2)

Estes valores correspondem a média + desvio-padréo de 2 repeticdes

Tabela 21 — Quantidades iniciais e finais de ido fosfato [mg/L] presentes no sobrenadante das culturas com efluente
avicola bruto e porco bruto sujeitas a iluminagéo fluorescente, no ensaio onde ao ar de agitagdo foi adicionado 5% de
CO:a. Eficiéncia do tratamento biol6gico da S. obliquus nesses meios de cultura.

Tipo de Teor PO Teor POs* -
Amostra Lo . . bi diaca Valor limite
iluminacéo (dia 0) (dia 28) Tbioremediacao de emisso
[70]
23,00+ 0,71 0,22 + 0,09 99,06%
) Fluorescente 1(F)’/n|jg
Avicola bruto 7400+071 0,32+ 0,04 99,57%
(ABco2)

Estes valores correspondem & média + desvio-padréo de 2 repeticdes
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Na literatura, sdo muitos os casos de sucesso de bioremediacdo de aguas residuais e consequente
producdo de biomassa microalgal viavel para a sintese de biodiesel. Shen et al. (2015)
examinaram o crescimento e a remogdo de nutrientes pela microalga S. obliquus num efluente,
variando o teor total de carbono orgénico (TOC) e as concentragdes de CO; injetadas na cultura.
As remocdes de azoto total, fosforo total e TOC foram de 97,8%, 95,6% e 59,1%, respetivamente
[114]. A mesma microalga conseguiu remover de um efluente urbano 100% do ido aménio e 98%
de fdsforo, num periodo de cerca de 4 e 8 dias, respetivamente [113]. A microalga S. acutus, do
mesmo género que a S. obliquus, também foi estudada em relacéo a remocéo de nutrientes do
efluente usado para o seu cultivo. Foram removidos 66% de fosforo e 94% de azoto organico,
apos um pré-tratamento do efluente [149].

5.4.4. Comparacao do crescimento microalgal na presenca e
auséncia de CO2, com os efluentes brutos das inddstrias aviaria e
suina

Neste subcapitulo far-se-&4 a comparag&o entre os ensaios com os efluentes das industrias avicola
e suina, com e sem adi¢do de CO; no ar da agitacéo, sob iluminacéo fluorescente. Ser4 comparado
0 conteudo em agUcares totais, a matéria saponificavel, o perfil de acidos gordos, a bioremediagédo
dos efluentes e o indice de iodo, para além dos pardmetros de crescimento ja analisados
anteriormente (DO, pH e ps). Por isso, nos graficos deste subcapitulo, para além dos resultados
relativos ao ensaio com adi¢do de CO; (nesta sec¢cdo denominados ABcoz € PBco2) serdo também
incluidos os da cultura com o efluente avicola bruto sujeito a iluminacédo fluorescente (AB), para
efeitos comparativos.

Na Fig. 53 apresentam-se os dados relativos ao crescimento nas diferentes condi¢Ges; para além
dos valores substancialmente mais elevados, o desenvolvimento da microalga aparenta um aspeto
mais constante quando é usado dioxido de carbono. Ao analisar-se as diferencas entre as
absorvancias obtidas nos dois ensaios, concluiu-se também que devido a influéncia do CO,
adicionado, a DO lida chegou a cercade 10 e 12, com os efluentes PBcoz € ABcoz, respetivamente,
ao passo, que no caso em que nao se utilizou CO; adicional, o valor maximo de DO foi de cerca
de 7 (na cultura AB).

Sog PB(CO2)
T o040 1 e AB(CO2)
AB
0,00 *

0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Dias

Fig. 53 — Curva de crescimento das culturas sujeitas a iluminagao fluorescente, com os efluentes PBco2 — porco bruto
com adi¢do de CO2, AB — avicola bruto e ABco2 — avicola bruto com adig¢do de CO, relativamente a absorvancia.

Contudo, os dados apresentados na Fig. 54, referentes a variacdo do pH das culturas, mostram
que a presenca de CO, adicional limita 0 aumento do pH para niveis mais tolerantes pela S.
obliquus, ja que este gas torna o meio de cultura mais acido.
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Fig. 54 — Variacédo do pH das culturas sob iluminagéo fluorescente, com os efluentes PBcoz — porco bruto com adi¢do
de COz; AB — avicola bruto e ABcoz — avicola bruto com adicéo de COx.

A biomassa produzida aquando da adi¢&o de CO- foi cerca de duas vezes superior a produzida no
ensaio onde apenas se utilizou ar comprimido para agitagdo das culturas; os valores maximos de
peso seco obtidos foram de 5,13 + 0,63 g/L, 5,77 + 0,53 g/L e 3,1 g/L para 0s ensaios com 0s
efluentes porco bruto (PBco2), avicola bruto (ABcoz) e avicola bruto (AB), respetivamente. A
curva logaritmica do peso seco, apresentada na Fig. 55, foi também mais constante nos ensaios
com adicdo de CO..

2,00
1,50
1,00
0,50
2 0,00

Seco)

Pes

=050 | 4 PB(CO2)
~ -1,00 s AB(CO2)

AB
-1,50
0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Dias

Fig. 55 — Curva logaritmica do peso seco das amostras sujeitas a iluminacao fluorescente, com os efluentes PBcoz —
porco bruto com adi¢éo de CO2; AB — avicola bruto e ABcoz — avicola bruto com adigéo de COa.

Relativamente ao perfil de &cidos gordos (Fig. 56), ndo se observaram diferencas significativas
nas trés amostras aqui comparadas; os acidos gordos C16:0, C18:1 e C18:2 continuam a ser 0s
mais abundantes, notando-se uma maior quantidade de &cidos gordos ndo identificados (“Outros™)
na amostra que nao foi sujeita a presenca de CO; na agitacao.
188:;: M Outros
80% mC22:0
0% m C20:0
0% mC18:3
S0% mC18:2
40% mC18:1
asa
20%
B
0% —

m C16:0
m C14:0

o)
a
o
o

Amostra

Fig. 56 — Perfil de &cidos gordos das amostras com os efluentes de porco bruto e avicola bruto, com e sem a adicéo
de COg, sob iluminacéo fluorescente.
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O tratamento biolodgico, ilustrado na Fig. 57, mostra que a adicdo de CO; torna o tratamento mais
célere: demorou entre 7 e 8 dias no ensaio com CO- e cerca de 16 dias no ensaio sem CO, até
atingir o VLE referente ao ido amoénio. Na Fig. 63 (Anexo Ill) exibe-se uma ampliacdo do
momento a partir do qual o teor de ido amonio existente nos efluentes permite a descarga legal
dos mesmos.

500 PB(CO2)
450 e AB(CO2)
400 AB
350 [ e | imite Legal
300
250
200
150 K
100
50

[mg NH,*/L]

7

ao amonio

Teordo i

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Dias

Fig. 57 — Tratamento bioldgico da S. obliquus sobre os efluentes de porco bruto e avicola bruto (com e sem a adi¢éo
de COz) sob iluminacéo fluorescente.

As eficiéncias do tratamento bioldgico das amostras em termos de ido amdnio e fosfatos (Tabela
22) foram semelhantes, ocorrendo uma remogéo quase total de ambos.

Tabela 22 — Eficiéncia do tratamento bioldgico da S. obliquus nos efluentes avicola bruto e porco bruto, com e sem a
adicéo de 5% de COz2. As culturas foram sujeitas a iluminacéo fluorescente.

Amostra _Tipode T bioremediagéo T bioremediagéo
iluminacéo (NH4*) (POS>)
97,42% 99,06%
Avicola bruto (ABco2) Fluorescente 97,54% 99,57%
98,96% 99,66%

Para finalizar, a Tabela 23 mostra a comparacdo entre as culturas crescidas nos dois efluentes
(avicola e suino), nos diferentes tipos de iluminacdo (lampadas fluorescentes e LEDs), e na
presenca ou auséncia de CO, adicionado.
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Tabela 23 — Biomassa produzida, matéria saponificavel, quantidade de aguicares totais presentes na biomassa
produzida e Indice de iodo (tedrico) de cada amostra dos ensaios com e sem a adi¢éo de COx.

Amostra
Ensaio SEM adicéo Ensaio COM adicéo
de COz de COz
Tipo de iluminacédo Fluorescente LED Fluorescente

Avicola Avicola Avicola Avicola

bruto floculado bruto bruto
(AB) (AF (1/2)) (AB) (ABcog)

Biomassa produzida 2,57 2.80 2.71 3,41 3,84 4,45

[a]

Matéria saponificavel

+041 + 0,69 + 0,64

o100 & blomasea 24,48 9,03 29,25 11,38 23,33 13.78
Aclicares totais 21,60 36,21 24,77 31,90 23,61 41,42
[9/100 g biomassa] + 0,56 + 0,37 +0,18 + 2,64 + 5,25 + 1,69
Indice de lodo (teorico) g g, 78,62 80,95 7750 96,52 106,15

[g 12/100 g]

Estes valores correspondem a média + desvio-padrdo de 2 repeti¢des

E notorio que a adi¢do de CO, favorece o crescimento microalgal, obtendo-se maior quantidade
de biomassa produzida; observa-se também que as amostras com efluente avicola bruto
resultaram sempre em maiores quantidades de biomassa. Para além disso, a iluminagcdo com
lampadas LED parece promover a produtividade em biomassa, nos casos onde nao é adicionado
CO; ao ar de agitagdo.

A matéria saponificavel apresentou valores mais elevados nas amostras com efluente avicola
floculado (24,5-29 ¢/100 g biomassa), sem adicdo de CO.. Nas culturas onde este gas foi
adicionado, a quantidade de lipidos convertivel em biodiesel foi mais elevada com a utilizagdo do
efluente de porco bruto. E possivel verificar que a adigio de CO, provocou um pequeno aumento
na matéria saponificavel no ensaio com o efluente avicola bruto com a mesma iluminacéo, ficando
sempre na ordem dos 13-14 g/100 g biomassa. O valor associado as amostras com efluente de
porco bruto (23 ¢g/100 g biomassa) é semelhante aos das amostras com o efluente avicola
floculado no ensaio em gue néo foi adicionado CO..

Relativamente a quantidade de agUcares totais presentes na biomassa analisada, concluiu-se que
o efluente avicola bruto permite uma producao maior de acUcares por parte da S. obliquus, com
ambos os tipos de iluminacdo. Contudo, a presenca de CO, no ar de agitacdo faz aumentar em
cerca de 13% o valor obtido para os acUcares totais no efluente avicola bruto, quando comparado
com o caso idéntico sem CO; adicional (e com iluminacdo fluorescente). O teor de agUcares totais
nas amostras com o efluente avicola floculado assemelha-se novamente ao obtido com o efluente
de porco bruto (na ordem dos 21-24 g/100g biomassa).

Os indices de iodo, calculados a partir das percentagens dos varios &cidos gordos identificados,
mostram que a biomassa produzida em ambos 0s ensaios respeita esse parametro da EN 14214,
que tem o valor maximo de 120 g 1./100 g [29] para um biodiesel de qualidade. Nos ensaios sem
adicdo de COy, os valores foram de cerca de 80 g 1,/100 g biomassa para qualquer um dos
efluentes avicolas (floculado ou bruto). Nos ensaios em que foi adicionado 5% de CO, os valores
obtidos para o indice de iodo foram superiores (cerca de 106 g 1./100 g com o efluente avicola
bruto e 96 g 1,/100 g com o efluente de porco bruto), o que esta de acordo com o teor de &cidos
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gordos insaturados observado em cada caso. Os valores deste indice, relacionado com a
degradacdo do biodiesel, foram sempre superiores aos indicados por Gouveia & Oliveira (2009)
para a S. obliquus (69 g 12/100 g) cultivada em meio esterilizado [45], 0 que indicia que a
utilizacéo de efluentes industriais para o cultivo de microalgas pode fazer aumentar o grau de
insaturacdo dos lipidos e, portanto, o indice de iodo.

5.5. Consumos energéticos

Neste subcapitulo serdo expostos alguns dos consumos energéticos associados ao trabalho
experimental realizado. Como ndo se efetuaram medicGes relativas aos consumos dos
equipamentos utilizados, os dados-base presentes neste subcapitulo foram extraidos de outros
trabalhos realizados também no LNEG. Esses dados-bases foram entdo adaptados aos ensaios
realizados no &mbito desta tese, para que se pudesse ter uma ideia da energia consumida/poupanca
energética nas varias etapas do processo global.

Na Tabela 28 (Anexo Il) encontram-se os respetivos dados de consumos energéticos de alguns
dos equipamentos usados no trabalho experimental, juntamente com as referéncias de onde foram
retirados.

Em primeiro lugar, pode ser analisada a energia gasta ao longo do crescimento da cultura
microalgal, referente ao tipo de iluminagdo utilizada — lampadas fluorescentes vs. LED.

Sabe-se que cada lampada fluorescente (Phillips TL-D 36W/54-765) usada teve um consumo de
3,1 kWh/dia, enquanto as lampadas LED (Master LED Tube T8 19W/865) consumiram 1,4
kWh/dia. Como 0 ensaio cujo proposito foi estudar o efeito do tipo de iluminagdo decorreu
durante 31 dias, o consumo total de iluminacao foi de 96,1 kwWh com as lampadas fluorescentes
e 43,4 kWh com as lampadas LED. Nesta situacéo, a utilizacdo das lampadas LED permitiu uma
poupanca de energia de aproximadamente 55%.

A colheita da biomassa microalgal € um passo na cadeia de valor associado a grandes consumos
energéticos, constituindo a principal fatia de energia despendida em todo o processo de produgdo
das microalgas. Nesta dissertagdo foram usados dois métodos de colheita, a centrifugacéo, e a
eletrocoagulacéo seguida de centrifugagdo (de um volume muito inferior, cerca de 1/4 — 1/5 do
volume inicial de meio, como se verifica na Fig. 58). E importante referir que o volume da cultura
proveniente do efluente avicola bruto sob iluminacdo de LEDs foi dividido ao meio, sendo que
uma das partes foi sujeita apenas a uma centrifugagéo e a outra ao processo de EC, seguido de
centrifugacéo.

T e —. g

-
v

Fig. 58 — Meio de cultura avicola floculado cultivado com iluminagdo fluorescente ap6s 15 minutos de EC (i = 1,92
mA/cm?) (esquerda) e quantidade de meio apds-EC sujeito a posterior centrifugacéo (direita).

No processo de centrifugacdo, consumiram-se no total, cerca de 0,390 kWh (no ensaio com adicéao
de COy) e 0,098 kWh (ensaio para estudar o efeito do tipo de iluminacéo, sem CO; adicional —
metade da amostra com meio avicola bruto com iluminacdo LED). O total de energia consumida
foi de 0,488 kwh.
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O consumo associado ao método de eletrocoagulagéo é de apenas 0,011 kWh/amostra. Neste caso,
em que apenas se realizou a eletrocoagulacdo no ensaio de variacdo do tipo de iluminagdo,
consumiram-se aproximadamente 0,044 kWh. No processo seguinte, que consistiu na
centrifugacdo do meio concentrado com a biomassa de S. obliquus ap6s-EC, consumiram-se
aproximadamente 0,139 kWh. O consumo total de energia dos dois processos acoplados foi de
0,183 kWh. Em suma, conclui-se que a realizacdo da eletrocoagulacdo antes da centrifugacao
permite uma poupanca energética de quase 63%.

E importante também mencionar, que, segundo alguns trabalhos, consumir mais energia nio
significa necessariamente remover maiores quantidades de biomassa. Isto quer dizer que a
eficiéncia méaxima de recuperacdo de biomassa pode ser atingida em pouco tempo, ndo havendo
assim a necessidade de prolongar o consumo energético da fonte de alimentacéo (embora seja de
baixo valor). Este facto pode ser visualizado na Fig. 59, que mostra que a eficiéncia de
recuperacdo maxima foi atingida (apds de 24 horas de sedimentacdo) aproximadamente aos 5
minutos de eletrocoagulacdo; a partir dai, apesar de se consumir mais energia, ndo had uma
remocdo maior da biomassa presente no meio de cultura [47]. E necessario entdo otimizar o
processo de remogéo de biomassa para cada microalga/meio de cultura, para ser usado em maior
escala, com a maior poupanca energética possivel.
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Fig. 59 — Variacéo da eficiéncia de recuperagdo da biomassa de Nannochloropsis sp. com o tempo de operagéo
(tempos de repouso de 30 min e 24 h). Fonte: [47].

Outro parametro importante que comporta um gasto significativo de energia é a extracao lipidica,
neste caso a extracdo Sohxlet. A manta de aquecimento, o conjunto do rotavapor e do banho
térmico, e a estufa para evaporacdo de vestigios de solvente tém consumos de 0,35 kWh, 0,05
kWh e 0,6 kWh, respetivamente (total = 1 kWh) [150]. Se apenas se tivesse usado este método
para extrair os lipidos da biomassa microalgal, o consumo total (s6 dos ensaios com 0s reatores
de coluna de bolha) seria de 9 kWh.

Finalmente, pode também ser analisado o dispéndio de energia relativo & secagem da biomassa
microalgal, depois de cultivada e colhida. A secagem € um processo a considerar, ja que pode
alterar os resultados aquando da posterior extracdo de lipidos — no caso da extracdo SFE, a
presenca de 4gua na biomassa pode facilitar o processo de extracéo lipidica [1]. No &mbito desta
dissertacdo, foi apenas utilizada a estufa e o liofilizador para desidratar a biomassa, mas sera
também mencionado o exemplo do secador solar SECMAD [89] como equipamento de secagem.

Segundo os dados consultados de trabalhos realizados no LNEG, a secagem em estufa, tem um
consumo energético de 0,3 kWh, ap6s 4 horas (a 70°C). No caso da secagem em estufa decorrente
deste trabalho, que demorou cerca de 20 horas, 0 consumo energético seria de 1,5 kWh.

O consumo energético associado ao liofilizador é muito superior ao da estufa — em 24 horas de
utilizacéo, consumiria cerca de 8,73 kWh. Neste caso, o equipamento foi utilizado durante 48
horas, pelo que a desidratacdo da biomassa produzida nos ensaios da influéncia do tipo de
iluminacdo e da adigdo de CO, com recurso ao liofilizador constituiu um consumo energético de
17,46 kWh. Aqui ndo se contabiliza o consumo energético relativo ao congelamento prévio das
amostras, necessario antes da sua passagem para o liofilizador.
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A secagem de biomassa microalgal com recurso ao secador solar SECMAD tem obtido valores
muito positivos, segundo publicacbes de Pacheco et al. (2015) e Sousa (2014) ([89], [151]). Este
secador solar construido no LNEG (Fig. 60) ndo tem qualquer consumo energético, mas permite
a utilizacdo de uma pequena ventoinha com poténcia de 20W, que pode aumentar a passagem do
fluxo de ar pela cAmara de secagem. A temperatura maxima no seu interior varia, em média, entre
55,3°C e 63°C e, segundo a publicacdo de Pacheco et al. (2015), consegue reduzir o teor de
humidade de 1-2 kg biomassa de 85% para 5% em cerca de 3-4 horas [89], caso seja usada a
ventoinha que forca a ventilagdo, cujo consumo energético é de apenas 0,06 kWh.

Solar collectors
Electric fan #
Biomass
containers I_=_ ;

(on shelves) Air flow

Fig. 60 — Esquema ilustrativo (esquerda) do secador solar SECMAD (direita). Fonte: [89].

Na Fig. 61, encontram-se esquematizados 0s consumos energéticos associados as varias etapas
do processo (cultivo, colheita e secagem) dos ensaios cujo intuito era o estudo da influéncia do
tipo de iluminacéo e da adi¢do de CO..

CULTIVO COLHEITA SECAGEM
LED Centrifugacdo + EC B SECMAD
M Fluorescentes H Centrifugacdo ‘ . :;:ztj:ci;ador
I N |
0 20 40 60 80 100 0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Consumo energético [kWh] Consumo energético [kWh] Consumo energético [kWh]

Fig. 61 — Consumos energéticos de algumas etapas da cadeia de valor da S. obliquus.

Nota-se uma diferenca bastante significativa entre os métodos de cada etapa da cadeia de valor
das microalgas, comprovando que de facto existem alternativas mais economica- e
energeticamente vantajosas, a partir da implementacdo de determinados procedimentos e da
utilizagdo de certos equipamentos.

Estes dados corroboram também a necessidade de refletir acerca das fases de valorizagdo da
biomassa microalgal antes de iniciar um projeto, o que se ird converter em poupancas energeticas
muito expressivas e aumentar, assim, o valor passivel de extrair destes microrganismos.
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Capitulo 6 — Conclusdes e Desenvolvimentos Futuros

Neste trabalho pretendia-se produzir biomassa microalgal da forma mais econémica e
ambientalmente sustentavel possivel, ao mesmo tempo que se procedia ao tratamento de efluentes
liquidos (provenientes das industrias avicola e suina) e gasosos (COy).

Apobs a andlise do crescimento de diversas microalgas no efluente considerado a partida mais
sustentavel, selecionou-se a microalga a usar nos restantes ensaios — a Scenedesmus obliquus.

As taxas de crescimento e as produtividades das culturas em que se usou efluente avicola bruto
(AB) foram bastante menores do que nos casos em que se usou o efluente avicola floculado (AF
(1/2)); isto deve-se ao facto de o efluente AB ter na sua composi¢do uma grande quantidade de
precipitados, que dificultam a penetracdo da luz, e que ndo existem no efluente AF (1/2).
Verificou-se também que ndo ocorreram diferengas consideraveis entre o crescimento microalgal
com utilizagdo de Iampadas fluorescentes vs. LEDs. No entanto, a iluminag&o LED representou
uma poupanca energética de cerca de 55% face ao uso de lampadas fluorescentes, pelo que se
torna benéfica a sua utilizagdo neste tipo de experiéncia.

Quanto a composicdo da fracdo lipidica presente na biomassa obtida nos diferentes ensaios,
verificou-se que cumpria, em todos 0s casos, 0s requisitos especificados na EN 14214 analisados
no trabalho, nomeadamente o teor de &cido linolénico (< 12%) e o indice de iodo (< 120 g
1,/100g). Observou-se que ndo ocorreram diferencas no perfil de acidos gordos com o tipo de
iluminacdo utilizado. A matéria saponificavel foi ligeiramente superior na biomassa obtida nas
culturas iluminadas com lampadas LED e foi o efluente AF (1/2) que permitiu que se obtivesse
um teor de matéria saponificavel quase trés vezes superior ao obtido com o efluente AB (29 vs.
11 g/100g biomassa, respetivamente, na iluminagcdo LED). Quanto ao teor de agUcares totais,
verificou-se que nas culturas com o efluente AF (1/2) o maior valor obtido foi de 25 g/100g
biomassa, ao passo que com o efluente AB os resultados foram superiores (36 g/100g biomassa).
N&o se verificou, no entanto, nenhuma correlagéo face a iluminacgéo utilizada.

No tratamento biol6gico dos efluentes, as culturas com AF (1/2) atingiram resultados de remocao
do teor de aménio mais rapidos — cerca de metade do tempo do efluente AB. As eficiéncias de
remocéo obtidas foram, em média, de 99%. Quanto ao teor de fosfato das culturas, comprovou-
se que a S. obliquus também foi capaz de tratar os dois efluentes, tendo sido obtidas eficiéncias
de remog&o semelhantes.

Para 0 ensaio com a adi¢do de CO; nos efluentes avicola bruto (ABco2) e porco bruto (PBcoz),
verificou-se que as culturas com meio ABco2 obtiveram melhores resultados do que os alcangados
com efluente PBcoy, relativamente ao peso seco e a DO, apesar de as taxas de crescimento terem
sido superiores no efluente PBco (diluicdo 1/20), novamente devido a presenca de mais
precipitados (que também impediam a maior penetracdo da luz) no efluente ABco> (sem diluicao).

A matéria saponificavel presente na biomassa microalgal foi de cerca de 14 e 23 g/100g biomassa,
com os efluentes ABco2 e PBco2, respetivamente. Ja no que diz respeito ao contetido em agutcares
totais, nas culturas com efluente PBco. obteve-se 24 g/100g biomassa; o resultado relativo as
culturas com efluente ABco> foi superior a este (41 g/100 g biomassa) e ao obtido no ensaio com
efluente AB sem a adicdo de CO; (36 g/100 g biomassa).

Com a realizagdo desta dissertagdo pode concluir-se que o uso de efluentes industriais — dos ramos
avicola e suinicola — da origem a melhores crescimentos e produtividades da S. obliquus, ao
mesmo tempo que se poupa no uso de nutrientes e agua potavel para o seu cultivo, aliado a
vantagem ambiental de obtengdo de uma 4gua tratada a partir de efluentes. Para além disso, a
utilizagdo de apenas 5% de CO, no ar de agitagdo das culturas fez aumentar o crescimento
microalgal, otimizando assim a producdo de biomassa de S. obliquus. O uso de metodologias de
poupanca energética, onde se inclui a escolha de lampadas LED em detrimento de lampadas
fluorescentes contribui também para a sustentabilidade econémica de todo o processo. A
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utilizacdo do efluente avicola bruto com a adi¢do de CO, (ABco2), testado com iluminacgdo
fluorescente, corresponde as condi¢Bes mais propicias para producdo de bioetanol, uma vez que
a biomassa produzida foi mais rica em aclcares. Por outro lado, o efluente AF (1/2), em qualquer
um dos dois tipos de iluminag&o testados sem a adicdo de CO, é mais favoravel para a produgdo
de biodiesel, pelo maior contelido em 6leos que possui. O efluente de origem suina com adicao
de CO; (PBco2) pode também indiciar a propenséo para a producdo de biodiesel, ja que o teor de
matéria saponificavel foi semelhante ao obtido com o efluente AF (1/2).

Para que se possa comercializar o(s) biocombustivel(is) de origem microalgal, existem ainda
muitos desafios a superar, como a otimizagdo das condi¢cfes de cultivo para alcancar maiores
produtividades em biomassa, 0 uso da engenharia genética para a obtencdo de microalgas mais
produtivas e resistentes, uma colheita da biomassa mais eficaz e energeticamente menos exigente,
uma extracdo mais eficiente, o aproveitamento de efluentes (liquidos e gasosos) e a reciclagem
de nutrientes. Este estudo da S. obliquus como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis
e para o tratamento de efluentes revelou-se promissor e verificaram-se melhorias significativas
do seu crescimento sob condigdes indspitas e inicialmente desfavoraveis. Outra vantagem desta
dissertacdo, virada para o futuro, é a sua utilidade para outras investigacoes, devido a sua facil
continuidade e adaptabilidade.
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Anexos

Anexo |

Tabela 24 — Composicdo da solugdo de elementos-traco.

Reagente Concentracéo
H3sPO3 286 mg/L
MnSQO4.H,0 154 mg/L
ZnS0O4 22 mg/L
CuSOq 5 mg/L
NaMo00Q4.2H,0 6 mg/L
C0S0.4.6H20 8 mg/L

Tabela 25 — Meio de conservacdo Chlorella.

Tabela 26 — Meio de conservagdo Neochloris
oleoabundans, correspondente ao meio Bristol.

Reagente Concentracéo Reagente Concentracao
KNO3 1,15¢g/L NaNOs 250 mg/L
KH,PO, 1,15 g/L K2HPO, 75 mg/L
0L o oL
0504.7R2 mg
CaCl,.2H,0 0,11 g/L KH,PO, 175 mgiL
Fe-EDTA 0,0117 g/L Fe-EDTA 60 mg/L

Elementos-trago

10 mL/L (sem diluicdo)

Elementos-trago 10 mL/L (sem diluic&o)

Tabela 27 — Meio de conservagdo Spirogyra.

Reagente Concentragéo
NaNOs; 250 mg/L
CaCl,.2H:0 25 mg/L
MgS04.7H.0 75 mg/L
KH2PO4 175 mg/L
KoHPO, 75 mg/L
NaCl 25 mg/L
Elementos-traco 6 mL/L (sem diluicéo)
Na;EDTA.2H,0 750 mg/L
FeCl;.6H,0 97 mg/L
MnCl,.4H,0 41 mg/L
ZnCl, 5,0 mg/L
CoCl,.6H.0 2,0 mg/L
Na;K004.2H,0 4,0 mg/L
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Anexo 11

Tabela 28 — Consumos energéticos de alguns equipamentos utilizados ao longo do trabalho experimental. Fontes:
[150], [151].

Atividade Equipamento Marca/ Modelo Consumo
A Master LED Tube T8 .
Lampadas LED 1,4 kWh/dia
Cultivo 19W/865
Lampadas fluorescentes Phillips TL-D 36W/54-765 3,1 kWh/dia
Manta de aquecimento BlocDigest20 (P Selecta) 0,35 kWh
Extracéo de lipidos o o .
neutros Rotavapor + Banho térmico Biichi Heating Bath B-490 0,05 kwWh
Estufa 0,6 kwh
Centrifuga Heraeus Multifuge 3SR+ Ollfnke\i/(\)/h”_
Eletrocoagulacéo
. x Mastech DC Power Supply
Fonte de alimentacdo DC HY3005D 0,011 kWh
Estufa Memmert 0,3 kWh/4 h
Heto PowerDry LL 3000
Secagem Liofilizador Freeze Dryer (Thermo 8,73 kwWh/dia
Scientific)
Secador solar SECMAD [89] 0 ou 0,06 kWh
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Anexo 111
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Fig. 62 — Ampliagdo da altura a partir da qual o nivel do ido aménio cumpre o requisito legal imposto no DL
n°236/98 de 1 de agosto, no ensaio com adi¢do de CO2 as culturas com os efluentes de porco bruto e avicola bruto,
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Fig. 63 — Ampliacdo do momento a partir do qual o nivel do i&o amodnio se tornou legal de acordo com o DL
n°236/98 de 1 de agosto, nas culturas com os efluentes de porco bruto e avicola bruto (com e sem a adi¢do de CO»)

sob iluminagdo fluorescente.
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